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Résumé

Le sepsis concerne des millions de patients dans le monde et engendre une mortalité importante. La
pénétration de I’agent pathogéne est responsable d’un ensemble de réactions de 1’héte, avec une altération de
grandes fonctions de 1’organisme pouvant conduire a la défaillance d’organe. L’endothélium est un élément
majeur du systeme cardiovasculaire assurant notamment la perfusion tissulaire et la régulation des flux
hydrosodés entre les secteurs vasculaire et interstitiel. Au cours du sepsis une altération de cet endothélium
peut survenir et induire un défaut de microcirculation et une fuite capillaire par altération de la fonction
barriere, conduisant a I’hypoxie cellulaire et au syndrome oedémateux.

Ce travail de doctorat se divise en une approche clinique évaluant I’effet du syndrome oedémateux sur le
pronostic des patients de réanimation, et une approche expérimentale évaluant les effets de nouvelles thérapies
sur cet aspect de la fonction endothéliale.

Dans la premiere partie, nous avons identifié que la balance hydrique positive (entrées — sorties de fluides)
était associée a la mortalité de patients critiqgues admis pour assistance circulatoire par ExtraCorporeal
Membrane Oxygenation (ECMO) veino-artérielle dans le cadre d’un choc cardiogénique réfractaire. Ceci
confirmait des résultats précédents chez les patients septiques et illustrait que ce phénoméne concernait
également des patients critiques non septiques.

Dans la deuxiéme partie, nous avons évalué dans un premier temps 1’effet d’un anticorps anti-VEGF, le
bevacizumab, dans un modele de sepsis par ponction ligature caecale chez la souris. Le VEGF est impliqué
dans les phénomenes de fuite paracellulaire et des auteurs avaient préalablement montré un effet bénéfique du
bevacizumab sur la fuite capillaire dans le sepsis. Nous n’avons retrouvé aucune modification de la mortalité,
malgré un effectif conséquent (n>50), ne justifiant pas la poursuite des investigations. Nous avons ensuite
évalué les effets du lactate de sodium molaire (LSM), fluide hypertonique et énergétique ayant suggéré
récemment un effet bénéfique sur la macro et la microcirculation dans un modele endotoxinique, avec
notamment une réduction de la balance hydrique. A cette fin nous avons réalisé un modele de sepsis chez le
rat. L’administration continue de LSM induisait une amélioration de la perfusion tissulaire intestinale
(microcirculation) et réduisait la fuite capillaire dans I’intestin, le poumon et le foie en comparaison avec le
NaCl 0,9%. De plus le LSM réduisait I’inflammation (IL-1b, TNFa, IL-10) et les taux de VEGF-A, et
améliorait la fonction cardiaque (echocardiographie : débit cardiaque, fraction de raccourcissement ;
cathétérisme cardiaque gauche : pente maximale systolique et compliance ventriculaire). La perfusion de LSM
induisait une augmentation de la lactatémie et de la pyruvatémie sans modification du ratio, témoin de la
métabolisation du lactate perfusé, avec augmentation de la glycemie (néoglucogenése) et de I’hydroxybutyrate,
suggérant fortement un effet métabolique de sa perfusion.

Ainsi le LSM pourrait étre un fluide novateur au cours du sepsis et nécessite d’étre évalué au cours d’essais

cliniques chez I’Homme
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1. Introduction

1.1. Sepsis : Histoire d’une pathologie complexe

Le sepsis est actuellement defini comme la réaction anormale et dérégulée de I’organisme face a une
infection, sous-tendant un certain nombre de processus pathologiques contre 1’agent pathogéne. Cependant, si
le mot sepsis voit son origine dans 1’ Antiquité, sa définition en tant qu’entité nosologique a évolué au cours
des siecles. Sa reconnaissance en tant que processus pathologique remonte aux premiers temps de 1’Histoire
de la médecine. Des papyrus de I’Egypte ancienne décrivaient déja I’infection comme un processus
pathologique associé aux plaies, et pouvant étre potentiellement mortelle. Ainsi dans des papyrus estimés a
3600 ans avant J.-C., de nombreux cas de plaies compliquées et infectées étaient décrits, et notamment le cas
était considéré comme incurable dés lors que des signes généraux s’ajoutaient a la présentation initiale®.
Toujours dans I’Egypte Antique fut décrit ce qui pourrait étre considéré comme la premiére description du
sepsis, postulant qu’une substance dangereuse appelée « ukhedu » habitait dans nos intestins et pouvait migrer
a travers les vaisseaux jusqu’a arréter le cceur?. Au 5°™ siécle avant J.-C., Hippocrate décrivit également les
effets systémiques des infections : « Quand la coupure devient enflammée, les tissus avoisinants deviennent
tumescents et la chaleur de la plaie se répand a travers les vaisseaux ». Il identifia également les voies de
diffusion de I’infection avec le concept de lymphangite, qu’il intégrait dans sa théorie des « humeurs ». Dans
sa description, le « sepsis » est la putréfaction des chairs, processus délétére, tandis que par opposition le
« pepsis » vise a la digestion adaptée des infections. Par la suite, la description du processus infectieux
s’enrichi progressivement au cours des siecles, avec par exemple la description de Celsus (45 avant J.-C. — 25
apres J.-C.) : «rubor et tumor cum calore et dolore » décrivant ainsi pour la premiere fois 1’entité nosologique
de I’inflammation (inflammationis). La compréhension des processus pathologiques fut malheureusement
freinée lors de la période médiévale avec I’avénement du caractére sacré, divin, du corps humain, interdisant
de facto toute expérimentation. L’obscurantisme de cette période fut peu propice a la diffusion du savoir et le
caractére purulent d’une plaie était encore largement reconnu comme bénéfique a la guérison, bien que cette
notion erronée remonte au 2°™ siécle avec les observations de Galen. Il faudra donc attendre les travaux de
Semmelweiss, Pasteur et Koch au 19°™ sigcle pour relier le syndrome clinique infectieux a la présence de
micro-organismes®. L’identification de ’agent causal ouvrait la porte a la compréhension des mécanismes
provoquant la sévérit¢ de I’infection. La suppuration n’était dés lors plus un processus participant a la
cicatrisation mais la conséquence d’une prolifération de ces micro-organismes vivants. C’est au 20°™ siécle
que Schottmuller proposait la premiere définition moderne du sepsis, conséquence de I’envahissement
constant ou périodique de la circulation sanguine a partir d’un foyer infectieux, et provoquant des symptomes
généraux. Cependant, I’introduction de 1’antibiothérapie moderne nuanga la théorie purement microbienne du
sepsis, puisque malgré 1’éradication de 1’infection, certains patients décédaient. Il s’avere donc que la sévérité

du tableau est en grande partie due a la réaction de 1’hote a I’infection, aboutissant aux théories modernes du
1



sepsis®. Enfin, c’est en 1992 que la premiére définition scientifique du sepsis (SEPSIS-1) est proposée sous
I’égide de I’American College of Chest Physicians et de la Society of Critical Care Medicine®. Le sepsis est
alors défini comme la présence d’un foyer infectieux associé a un syndrome de réponse inflammatoire

systémique ou SIRS.

1.2. Définitions du sepsis

Le SIRS correspond a une réaction inflammatoire systémique non spécifique. 1l peut étre la conséquence
d’un sepsis tout comme d’une inflammation aseptique telle que le traumatisme sévere, la chirurgie majeure,
la circulation extra-corporelle... Son diagnostic repose sur la présence d’au moins deux signes parmi°:
- Température corporelle >38.3°C ou < 36°C
- Fréquence cardiaque > 90 battements par minute
- Fréquence respiratoire > 20 par minute ou hyperventilation avec PaCO, < 32 mmHg

- Leucocytose > 12 000 / mm?3ou < 4000 / mm?3ou > 10 % de formes immatures

Selon la premiere définition internationale du sepsis (SEPSIS-1), le sepsis était défini par 1’association d’un
SIRS et d’un foyer infectieux®. Rapidement sont apparues les limites d’une définition si imprécise, le SIRS
étant hautement aspécifique, et le caractere infectieux souvent difficile a définir et de diagnostic parfois décalé
dans le temps. Cette définition fut revue en 2001 sous la terminologie de SEPSIS-2. Le sepsis est alors toujours
défini comme un SIRS en rapport avec une infection, mais des critéres diagnostiques suggerent une orientation
vers une cause infectieuse, tels que la C Reactive Protein, la Procalcitonine, une défaillance d’organe, une
hyperlactatémie > 1 mmol/L et beaucoup d’autres...®. Bien que plus précise, mais également plus difficile a
retenir et a appliquer, cette définition du SIRS restait médiocre quant a sa capacité a diagnostiquer une
infection sévére avec une spécificité de seulement 27% chez des patients présentant une infection suspectée’.
Ce manque de performance au diagnostic rendait nécessaire une nouvelle définition du sepsis, publiée en
20168, Le sepsis est dorénavant défini comme une dysfonction d’organe engageant le pronostic vital et
causee par une dérégulation de la réponse de I’organisme a I’infection. La dysfonction d’organe est alors
identifiée par une augmentation du score de gravité SOFA (Sequential Organ Failure Assesment) d’au moins

2 points (tableau 1).



Score 0 1 2 3 4
Respiratoire
>400 <400 <300 <200 <100
PaO2/Fi02 (mmHg)
Coagulation
>150 <150 <100 <50 <20
Plaquettes (G/mm?®)
Foie
<20 20-32 33-101 102-204 > 204
Bilirubine (umol/l)
Cardiovasculaire Dopamine <5 Dopamine 5-15 ou Dopamine > 15 ou
PAM 270 PAM <70
Hypotension artérielle pg/kg/min ou Noradrénaline < 0,1 Noradrénaline > 0,1
mmHg mmHg
Dobutamine ug/kg/min Hg/kg/min
Neurologique
15 13-14 10-12 6-9 <6
Score de Glasgow
Rein
300-440 > 440
Créatinine (umol/1) <110 110-170 171-299
Et/ou < 500 ml/jr Et/ou < 200 ml/jr
Ou Diurése

Tableau 1 : score SOFA de sévérité d’aprés Ferreira et al JAMA 2001°

La performance du score SOFA a prédire la mortalité chez des patients suspects d’infection est nettement
supérieure aux critéres de SIRS, avec une spécificité de 70% et une sensibilité de 79%’. Le choc septique,
évolution ultime et gravissime du sepsis, est quant a lui défini par :

- présence d’un sepsis (infection + augmentation score SOFA =2)

- hyperlactatémie > 2 mmol/L
- necessité d’administration de vasopresseur afin de maintenir une Pression Artérielle Moyenne (PAM)

d’au moins 65 mmHg, malgré la correction de toute hypovolémie.

Cette définition met en avant la diversité des présentations du sepsis et de ses formes graves, expliquant

les faibles performances diagnostiques des définitions SEPSIS-1 et 2.

1.3. Epidémiologie
Par sa gravité et son incidence, le sepsis constitue un enjeu majeur de santé publique. Son incidence est
estimée aux Etats-Unis entre 300 et 1000 cas/100 000 habitants/an, avec une tendance progressive a

I’augmentation du nombre cas au cours du temps. La mortalité toutes causes confondues des patients
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hospitalisés pour sepsis est quant a elle estimée entre 15 et 30% des cas selon les études et les définitions
retenues du sepsist®, mais malheureusement elle dépend fortement des moyens alloués et de I’expérience de
1’équipe, pouvant atteindre 50% dans certains cas'l. Ainsi, les patients présentant un sepsis représentent 30%
de la population admise en réanimation'? avec des patients nécessitant une durée d’hospitalisation souvent
prolongée, des traitements onéreux et une haute technicité des soins, aboutissant a un codt élevé de séjour,
estimé a plus de 30 000$ par patients'®. L’extrapolation des données obtenues a partir des études
épidéemiologiques des pays développés permettait d’estimer que le sepsis affectait plus de 30 millions de
personnes dans le monde et était responsable de plus de 6 millions de morts par an'. Néanmoins, les données
épidémiologiques des pays a bas revenus sont peu ou pas accessibles, et il est probable que 1’incidence et la
mortalité réelle soient bien plus élevées devant la difficulté d’acces aux soins dans certains pays. Devant ce
probléme d’ampleur internationale, 1’Organisation Mondiale de la Santé reconnaissait en assemblée du 26
Mai 2017 le sepsis comme une priorité de santé publique, énoncant par la méme occasion I’importance de
« promouvoir la recherche ciblant des moyens innovants dans le diagnostic et le traitement du sepsis, incluant
la recherche [...] de technologies, interventions et traitements »%°. En effet, malgré 1’existence d’un arsenal
anti-microbien, notamment antibiotique, large et souvent adapté aux agents pathogenes, la mortalité des états
septiques n’a que peu diminué au cours des derniéres décennies!®. L’avénement de nouvelles thérapies
innovantes est donc indispensable et doit probablement cibler les mécanismes de dérégulation de la réponse
de I’hote au pathogéne, puisque la seule éradication de ce pathogéne n’est pas toujours suffisante a enrayer la

maladie.

1.4. Immunité et sepsis
1.4.1. Relation hote-pathogéne

Le sepsis est initié par la reconnaissance de 1’agent pathogéne et de signaux endogénes associés par un
systeme de défense impliquant le systéme du complément, des récepteurs cellulaires spécifiques présents a la
surface de certains types cellulaires immunitaires, mais également les cellules endothéliales et épitheliales,
permettant a I’organisme de réaliser une veille vis a vis de I’infection. La reconnaissance d’un agent pathogéne
est en effet indispensable afin de débuter la réaction immunitaire permettant son éradication. La cascade
physiologique de réaction débute par 1’activation de certains récepteurs, les pattern recognition receptors
(PRR) appartenant a plusieurs grandes classes : les toll-like receptors (TLR), les mannose-binding lectin
receptors, les retinoic acid-inductible gene (RIG)-like receptors, les scavenger receptors et les nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD)-like receptors, ces derniers entrant dans la constitution du groupement
protéique de 1’inflammasome, élément majeur de la régulation de I’inflammation®®. Cette liste n’est pas
exhaustive et il est probable que d’autres types de récepteurs s’ajouteront a cette liste au fur et a mesure des
investigations scientifiques, tant le processus de reconnaissance est complexe et de découverte récente.
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L’activation de ces PRR peut étre secondaire a la reconnaissance de molécules du pathogéne, les Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPS) qui sont des structures conservées au sein des agents microbiens, ou
de molécules endogeénes issues de la destruction tissulaire par le pathogene, les Damage-Associated Molecular
Patterns (DAMPS) ou « alarmines », constituant ce qui est appelé les « signaux de dangers »'-18, Les PAMPS
sont essentiellement des sucres complexes, lipoproitéines ou acides nucléiques exprimeés par les bactéries,
virus ou champignons, comme le lipopolysaccharide (LPS) bactérien présent a la surface des bacilles a gram
négatif (reconnu essentiellement par les TLR-4), les peptidoglycanes bactériens (TLR-2) ou les ARN double-
brin viraux (TLR-3) pour ne citer qu’eux. Parallélement, ces mémes PPR sont capables de détecter des
DAMPs, tels que les protéines Extracellular Cold-Inductible RNA-Binding (eCIRB), High Mobility Group
Box 1 (HMGB-1) mais également les histones provenant de la dégradation de I’ADN nucléaire ou
mitochondriale ou méme 1’Adénosine Tri-Phosphate (ATP)8. Le relargage cellulaire de ces DAMPs n’est pas
spécifique de I’infection et peut s’observer dans tous les cas de destructions cellulaires importantes, expliquant
le syndrome inflammatoire observé lors de polytraumatismes, chocs cardiogéniques, chirurgies majeures (...)

et les possibles difficultés a parfois diagnostiquer 1’origine septique ou non du processus inflammatoire.

1.4.2. Réaction pro-inflammatoire
L’activation des PRR conduit a de complexes voies de transduction intracellulaire aboutissant a la
production de médiateurs de [I’inflammation. Cette signalisation implique notamment des voies
phosphorylatives tels que les mitogen-activated protein kinases (MAPKS), janus kinases (JAKs) ou myeloid
differentiation primary response protein 88 (MYD88), avec in fine 1’activation de facteurs de transcription
génique tels que le nuclear factor-«B (NF- kB) , I’activator protein-1 (AP1) [...] ayant pour objet I’expression

de nombreux génes impliqués dans 1’inflammation (figure 1).
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Figure 1: Exemples d’interaction entre les Pattern Recognitition Receptors (PRR) et les Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPS) et les Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs) au
cours du sepsis, et leurs voies de transduction cellulaire aboutissant a 1’expression génique de facteurs
pro-inflammatoires. D’aprés Hotchkiss et al Nat Rev Dis Primers 2017.

L’activation du facteur NF- kB, grace a I’inactivation de son inhibiteur I-xB, entraine sa dimérisation et sa
translocation nucléaire, permettant I’expression de nombreux génes indispensables a la réaction
inflammatoire : cytokines, chémokines, interférons... D’autres facteurs sont également impliqués selon les
voies de transduction PRR-PAMPs/DAMPs, comme I’ AP-1 ou les Interferon Regulatory Factor (IRF)!°. Ceci
permet la production par les cellules immunitaires au site de I’infection (macrophages, fibroblastes) de
cytokines pro-inflammatoires puissantes a la phase initiale de I’inflammation, principalement les Interleukines
(IL) 1B, 1L-12, IL-18, le Tumor Necrosis Factor (TNF) a pour ne citer qu’eux. Cette premiere phase survient
dans les minutes suivant la pénétration de I’agent pathogéne et va permettre 1’amplification de la réponse
inflammatoire, notamment grace a la production par les cellules immunitaires locales d’autres cytokines : IL-
3, IL-6, IL-8, IL-17, IL-23, IFNy... mais également des facteurs chémotactiques permettant le recrutement
cellulaire immunitaire au site de I’infection comme le CC-chemokine Ligand 2 (CCL2), CCL3 et le CXC-
chemokine ligand 10 (CXCL10)*"?°. Parmi ces cytokines 1’IL-6 présente un rdle particuliérement important.

Les taux plasmatiques d’IL-6 sont bien corrélés avec la sévérité de 1’état septique, et notamment avec la



mortalité, avec des taux 1000 fois superieurs & ceux de sujets sains, permettant de predire 1’apparition d’une
dysfonction d’organe avec une spécificité de plus de 80%2!. De plus, le taux d’IL-6 était également corrélé
avec I’existence d’une dysfonction endothéliale (altération de la vasodilatation brachiale a 1’ischémie) chez
des patients diabétiques, témoin de ses multiples effets au sein de I’organisme??. Les effets de cette cytokine
résultent de son interaction avec son récepteur spécifique IL-6R, lui-méme couplé a la protéine
transmembranaire gp130 responsable de la transduction intracellulaire?®. Comme beaucoup de récepteurs aux
cytokines, I’IL-6R n’est exprimé que dans un nombre limité de tissus, essentiellement les hépatocytes et les
leucocytes, tandis que la gp130 est exprimée de fagon ubiquitaire?®?*. L’existence d’une forme soluble de
I’IL-6R (SIL-6R) permet la transduction du signal inflammatoire dans une multitude d’autre type cellulaire,
dont la cellule endothéliale?®. Nous ne détaillerons pas ici I’ensemble des cytokines produites au cours du
sepsis, mais cette liste non exhaustive illustre la complexité des processus impliqués dans la réaction
inflammatoire locale secondaire a la pénétration du pathogéne, véritable veille immunitaire contre 1’infection.
Nous n’aborderons pas non plus le détail des réactions immunitaires a 1’infection, sortant du cadre strict de
notre travail. Il est néanmoins important d’évoquer que cette réaction cytokinique locale va modifier
I’expression des protéines a la surface des cellules endothéliales, avec une surexpression des protéines
d’adhésion P et E-selectines, InterCellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) et Vascular Cell Adhesion
Molecule 1 (VCAM-1). Les selectines permettent le ralentissement des leucocytes a la surface des cellules
endothéliales (rolling) tandis que VCAM-1 et ICAM-1 permettent 1’adhésion ferme avec ces cellules grace a
I’interaction avec les protéines Very Late Antigen 4 (VLAA4) et Leukocyte Function Antigen 1 (LFAL). Nous
verrons plus en détails ces phénomeénes dans le chapitre dédié a I’endothélium vasculaire.

La réaction pro-inflammatoire vise donc a stimuler localement la réponse inflammatoire a I’infection et
s’avére donc bénéfique en limitant ’extension de celle-ci grace a un effet anti-pathogéne des cellules
immunitaires recrutées et activées, mais également en diminuant le flux sanguin local par des phénomenes
microvasculaires (hypercoagulation, vasoconstriction). Cependant, la production dérégulée, véritable « orage
cytokinique », peut étre dangereuse et induire des altérations des grandes fonctions physiologiques aboutissant
a la défaillance multiviscérale. Ainsi il a été montré que I’intensité et la durée de la réponse inflammatoire

était corrélée avec la dysfonction d’organe et la mortalité de patients en choc septique®®?’.

1.4.3. Réaction anti-inflammatoire

Parallélement a cette phase pro-inflammatoire se met en place une réaction anti-inflammatoire ayant pour
objectif de contenir la production des cytokines pro-inflammatoires potentiellement dangereuses, et de
participer secondairement a la phase de résolution de I’inflammation?®. Cette phase anti-inflammatoire est
également supportée par plusieurs cytokines dont IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, IL-35, Transforming Growth
Factorg (TGF-B) ou les inhibiteurs spécifiques d’IL-1 (IL-1Ra) ou de TNF-o (soluble TNF-a)%. L’IL10 est
une cytokine clé produite par les lymphocytes Th2 CD4+, les monocytes et les lymphocytes B. Elle inhibe la
7



production des cytokines pro-inflammatoires par les Lymphocytes Thl, macrophages, monocytes et
neutrophiles?®, permettant de réduire la production des cytokines pro-inflammatoires IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,
IL-12, TNF-a, IFNy, GM-CSF... Elle permet également la production des inhibiteurs spécifiques IL-1Ra et
STNF-o. , et favorise la production de cytokines anti-inflammatoires tels que I’'TL-27%°. Sa production est
augmentée en réponse a I’activation des PRR de fagon quasi concomitante aux premieres phases de la réaction
inflammatoire, mais son expression est également régulée par différents facteurs, et tout particulierement la
présence intracellulaire de glucocorticoides?. Si cette phase anti-inflammatoire a pour objectif la régulation
de la réponse pro-inflammatoire a la phase tres précoce du sepsis, puis de participer a la phase de résolution
de cette inflammation, les patients survivants au sepsis présentent souvent des profils immunitaires inadaptés
a moyen terme, avec une immunosuppression persistant plusieurs semaines et pouvant faire le lit d’infections
secondaires acquises ou tardives impactant sur le pronostic au long terme. On peut évoquer de facon plus
concrete I’exemple d’un jeune patient présentant une meéningococcémie au tableau initial trés bruyant
associant fiévre, tachycardie puis troubles de conscience avec état de choc. Le profil est alors hautement pro-
inflammatoire avec une réaction systémique intense. Dans un second temps, la phase pro-inflammatoire se
résout, mais le patient présente un profil immunitaire déficitaire, permettant a des bactéries habituellement
peu pathogeénes d’infecter le sujet, qui développe alors une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique
a germes opportunistes (par exemple & Pseudomonas Aeruginosa)®. Cette évolution biphasique est
représentée sur la figure 2 d’aprés Hotchkiss et al®2.
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Figure 2 : Profil biphasique immunitaire avec réponse pro-inflammatoire initiale puis immuno-
suppression persistante. D’aprés Hotchkiss et al Nat Rev immunol 2013.



Ce déficit prolongé de I’'immunité au décours du sepsis justifie les essais médicamenteux en cours , au stade

expérimental ou clinique, visant a la stimuler par des thérapies telles que par GM-CSF, IFNy ou IL-7r32-34,

Au total, I’organisme soumis a la pénétration d’un agent pathogeéne développe une réaction a la fois pro et
anti-inflammatoire dont 1’objectif initial est I’éviction du micro-organisme. Les calor et rubor observés sont
donc bénéfiques a la lutte contre I’infection en favorisant ’afflux et I’activation du systéme immunitaire.
Néanmoins dans les cas les plus graves les patients développent une réaction inflammatoire dérégulée
conduisant a une atteinte systémique dangereuse et potentiellement mortelle : le sepsis. D’autres structures
physiologiques primordiales peuvent étre atteintes. C’est le cas de I’endothélium qui joue un réle primordial

a la fois dans I’immunité innée et dans la fonction des organes.

1.5. Dysfonction endothéliale au cours du sepsis
(Cette partie a fait I’objet d’une mise au point dans la revue des anciens éléves de ’institut pasteur en 2017,

annexe 1)

L’endothélium est un élément majeur constituant 1’arbre vasculaire. Sa position, en contact étroit avec le
flux sanguin d’un c6té et avec les autres couches vasculaires d’autre part, ainsi qu’un grand nombre de
propriétés auto et paracrines, lui conférent un réle central dans 1’homéostasie de nombreuses fonctions :
vasomotricité, coagulation, afflux immunitaire, régulation des flux hydro-sodés pour ne citer qu’eux.
Cependant, I’avénement d’une stimulation, tout particuliérement infectieuse, nécessite de la cellule
endothéliale des ressources adaptatives qui peuvent outrepasser leur objectif, conduisant a la dysfonction
endothéliale.

Au cours de cette partie nous détaillerons quelques généralités sur I’endothélium avant de détailler les grandes

fonctions lui incombant et leur modulation par le sepsis.

1.5.1. Physiologie de I’endothélium
1.5.1.1. De la cellule endothéliale a I’endothélium
La cellule endothéliale est embryologiquement dérivée des angioblastes et hémangioblastes. Elle présente
une forme longiligne permettant de minimiser les forces de cisaillement qui lui sont appliquées par le flux
sanguin. Sa face apicale est orientée vers la lumiére vasculaire, tandis que sa face basale est ancrée a une
matrice extracellulaire riche en collagene : la lame basale. Les cellules endothéliales sont reliées entre elles
par des jonctions-intercellulaires, I’ensemble tapissant I’intégralité des vaisseaux sanguins et lymphatiques et

constituant I’endothélium (Figure 4).



R_Bc—z>/§ £>0 E> 0 E> ’ E> ’ Integrins

Rest. platelets
Albumin——— )
SOD——
Mechano
Transducer

Selectins

I —Glycocalyx

& / \ o [ /—Endothelial cell
] Ros7 ~a p o fenestration = L -
IR -t gap junction pore
| adheren junction —Interstitial space
Mitochondria

4« <3

NO
Parenchymal cell

Figure 4 : représentation schématique de 1’endothélium avec les jonctions intercellulaires, les fenestrations et
les pores, illustrant I’endothélium comme zone d’interface et d’échange entre I’interstitium et le secteur
vasculaire.

L’endothélium représente une surface globale comprise entre 300 et 1000 m?. La face endo-vasculaire est
tapissée d’une fine couche, le glycocalyx, d’une épaisseur de 0,5 a 11 um, composé en grande partie de
glycosaminoglycanes jouant de nombreux roles physiologiques, notamment en retenant de 1’eau et des solutés,
mais également en régulant le contact avec les éléments figurés du sang®. La morphologie comme la fonction
de I’endothélium varient en fonction de I’organe et de la taille du vaisseau. Cette hétérogénéité est bien
identifiée en microscopie électronique avec la présence par endroit de fenestrations. Ainsi on peut classer
I’endothélium en « continu » (cerveau, poumons, ceeur, peau, muscle), en « fenétré » avec la présence de pores
d’environ 50-60 nm de la surface apicale, fermés par un diaphragme (glandes endocrines, intestins, reins) et
en « discontinu » avec des pores de 100 a 200 nm associés a une faible organisation de la lame basale (foie,
rate, moelle osseuse)*®. De plus, I’endothélium présente selon les endroits des variations de la composition du
glycocalyx et des jonctions intercellulaires, renforgant son hétérogénéité. L’endothélium est un lieu privilégié
d’échange et de régulation entre les secteurs vasculaires et tissulaires grace a sa grande surface de contact, une
porosité variable, mais également grace a des éléments de régulation de I’hémostase, de la réponse

immunitaire et de la vasoréactivité comme nous allons le voir par la suite.

1.5.1.2. Le glycocalyx : élément clé de la fonction endothéliale
Le glycocalyx constitue une fine couche a la surface de I’endothélium participant activement a une trés
grande partie des fonctions exercées par ’endothélium. Son épaisseur est estimée & 0,5 a 11 um et il
représenterait environ 20% du volume intravasculaire®. Il est essentiellement composé de protéoglycanes, de
glycoprotéines et de sialoprotéines ancrées a la cellule endothéliale par des glycosaminoglycanes®®. Les

protéoglycanes sont principalement le syndican, le glypican, le mimecan ou le biglycan, sur la face
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endovasculaire desquelles se fixent des glycosaminocanes : heparane sulfate pour 1’essentiel, mais également
chondroitine sulfate, kertane sulfate et dermante sulfate®®. Ces protéoglycanes ont un réle majeur dans la
physiologie vasculaire. Elles présentent un domaine transmembranaire et une portion C-terminale
intracytoplasmique qui permettent la transmission des forces de cisaillement, genérées par le flux sanguin, et
la transduction du signal aboutit a | 'upregulation de la eNOS et a la production de monoxyde d’azote (NO)
aux propriétés vasodilatatrices (cf infra). De plus, leur taille excéde celle d’autres glycoprotéines du
glycocalyx, dont des molécules d’adhésion cellulaire telles que les intégrines ou les selectines, limitant de ce
fait les interactions entre les leucocytes et la paroi vasculaire par effet de recouvrement. De méme, les
glycosaminoglycanes sont essentiellement sulfatées et donc porteuses de charges négatives repoussant a
distance de I’endothélium les protéines chargées négativement, mais également les éléments figurés du sang
et certains solutés chargés positivement. Ceci permet d’une part de maintenir un gradient oncotique, limitant
la fuite capillaire, mais également de limiter les interactions entre les éléments figurés du sang et I’endothélium,
régulant la transmigration et 1’hémostase. Une autre fonction du glycocalyx est de maintenir certaines
protéines a proximité de I’endothélium. C’est le cas pour 1’antithrombine III qui exerce localement, avec I’aide
des héparane-sulfates, un effet anticoagulant local. De méme, la thrombomoduline et I’inhibiteur de la voie
du facteur intrinséque régulent la formation de thrombine puis d’un caillot®. Ainsi, le glycocalyx joue un réle
majeur dans les fonctions de perméabilité, d’hémostase, de régulation de I’immunité et de vaso-réactivité en
symbiose avec 1’endothélium.

Cependant, le processus inflammatoire observé au cours des processus septiques est a méme
d’endommager le glycocalyx. Les principaux facteurs pouvant le dégrader sont les especes réactives de
I’oxygene (ROS pour Reactive Oxygen Species), tels que le peroxyde d’hydrogéne H20>, les anions hydroxyle
OH- et superoxide O, mais également certaines protéases (héparanase et autres sheddases), relargués
notamment par les granulocytes et mastocytes activés lors des phénomeénes infectieux ou d’ischémie-
reperfusion, responsables d’un véritable décapage du glycocalyx®4l. L’activation directe de la cellule
endotheéliale pourrait également induire une dégradation de ce glycocalyx, notamment sous I’impulsion du
LPS bactérien ou de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, induisant la production de protéase
endothéliale intracellulaire avec détachement des protéoglycanes*. 1l en résulte une diminution de 1’épaisseur
du glycocalyx chez les patients inflammatoires (sepsis, polytraumatisme, chirurgie majeure) comme
récemment démontré in vivo par des techniques d’imagerie par microscopie sublinguale Sidestream Dark
Field Imaging (Glycochek™, Microvascular Health Solution, USA)*, ou comme également attesté par

’augmentation des taux circulants des composants du glycocalyx Syndecan-1 ou Heparane-Sulfate**-4°.
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1.5.2. Grandes fonctions de I’endothélium et modulation liée au sepsis
1.5.2.1. Endothélium, hémostase et sepsis

L’hémostase est un processus physiologique complexe faisant intervenir I’endothélium, les plaquettes, les
globules rouges, les leucocytes et de nombreux facteurs plasmatiques. A 1’état physiologique 1’endothélium
synthétise nombre de ces facteurs : facteur Von Willebrandt (vWf), facteur tissulaire (FT), inhibiteur de
I’activateur du plasminogéne (PAI-1), monoxyde d’azote (NO), prostacyclines, métabolisation de I’ATP et de
I’ADP, thrombomoduline®*’. Le glycocalyx est également synthétisé par I’endothélium et joue un réle dans
I’hémostase grace a de nombreuses glycosaminoglycanes heparin-like et a la présence d’antithrombine. Ainsi
I’endothélium produit a la fois des facteurs pro-coagulants et anti-coagulants, le mettant au centre de la
régulation du processus d’hémostase. En cas de bréche vasculaire, I’exposition de la matrice extracellulaire
de la lame basale, et notamment du collagene, induit le recrutement plaquettaire grace a 1’interaction entre les
récepteurs aux intégrines avec la laminine et la fibronectine associées a la matrice extracellulaire. Cette
adhésion est renforcée par la cellule endothéliale grace au relargage du vVWf contenu dans les corps de Weibel-
Palade endothéliaux*’. Le vWf permet la liaison entre le collagéne, contenu dans la matrice extracellulaire
sous endothéliale, et le récepteur GPIb/IX/V plaquettaire. Ce processus est renforcé par la production
endothéliale de facteur tissulaire activant la cascade de la coagulation via I’activation du facteur VII. A
I’inverse, la production endothéliale de plusieurs facteurs limite la formation du caillot, tels que I’inhibiteur
de voie du facteur tissulaire (Tissu Factor Pathway Inhibitor TFPI) limitant la formation locale de fibrine, ou
I’activation de la protéine C qui inhibe les facteurs V, VIII et le PAI-1%'.

Cette régulation hémostatique peut étre fortement altérée au cours des processus inflammatoires, et a
fortiori au cours du sepsis. De nombreux facteurs systémiques sont a méme d’altérer le fonctionnement normal
de I’endothélium, et notamment du VWTf. En effet la production de vWT nécessite le clivage protéolytique par
la protéase ADAMTS-13 de méga-multimeres VWT, extrément thrombotiques, en multimeres de plus petites
tailles et de pouvoir agrégant moindre. Ainsi les cytokines pro-inflammatoires, dont I’IL-6, IL-1 ou TNF-a,
mais également des toxines bactériennes ou des autoanticorps neutralisants sont suspectibles d’inactiver
I’ADAMTS-13%74850 | a présence de taux anormaux de mega-vWf augmentant ainsi 1’état prothrombotique
des états septiques. Parallé¢lement, 1’activation de la cellule endothéliale en présence de divers stimuli
(endotoxine, cytokine, hypoxémie, espéces réactives de 1I’oxygene...) favorise la cascade de la coagulation en
induisant une upregulation du facteur tissulaire, et donc favorise la formation de fibrine indispensable au
caillot®L. Cet état pro-coagulant est aggravé par la diminution de production ou I’inactivation du TFPI et de la
protéine C. De plus, la cellule endothéliale activée par le sepsis surexprime de nombreux récepteurs d’adhésion
leucocytaire et plaquettaire (ICAM-1, VCAM-1, selectines), soit par augmentation de leur production suite au
stimulus inflammatoire, soit par dégradation du glycocalyx et augmentation de leur exposition au flux sanguin.

L’augmentation de ces interactions entre les éléments figurés du sang et I’endothélium diminue le flux sanguin
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local, favorisant ainsi la formation du caillot®”. Enfin, I’activation du systéme du complément joue un role
dans I’état d’hypercoagulabilité du sepsis par la création d’un complexe d’attaque, normalement destiné aux
pathogénes, & travers la membrane endothéliale, exposant le facteur tissulaire?®.

Au cours de I’infection, cette formation du caillot plaquettaire via I’activation endothéliale pourrait avoir des
effets bénéfiques en permettant de circonscrire 1’infection et en favorisant I’afflux des cellules immunitaires.
Cependant, I’activation massive et inappropri¢e, comme observée dans les états les plus séveéres, peut favoriser
I’apparition d’une coagulation intra-vasculaire disséminée dans 25 a 50% des cas, hautement associée a la
mortalité*®°2, Les diverses monothérapies visant a prévenir ’altération de la coagulation lors du sepsis se sont
toutes soldées a ce jour par des échecs : protéine C activée, antithrombine I11, thrombomoduline..., t¢émoin de
la complexité de ce systéeme et probablement de la nécessité de disposer de moyens diagnostiques des
perturbations précises de 1’hémostase, afin d’adapter la stratégie thérapeutique dans une optique de soins

personnalisés au patient.

1.5.2.2. Monoxyde d’azote dans le sepsis

(Cette partie a fait I’objet d’une mise au point dans la revue Réanimation en 2015, annexe 2)

1.5.2.2.1. M¢étabolisme du monoxyde d’azote

De part sa proximité avec les couches musculaires lisses de la média et sa capacité a produire des
médiateurs aux propriétés paracrines diffusant vers elles, la cellule endothéliale est indispensable au tonus
vasculaire macro et microcirculatoire. Le NO est un élément gazeux radicalaire avec un fort pouvoir de
diffusion découvert dans les années 1980°3. Sa production est essentiellement assurée par 1’endothélium ou il
est produit par les NO-synthases (NOS) a partir de la L-arginine. Sa forte diffusion a travers les couches
lipidiques lui permet d’activer des cibles a plus d’une centaine de um de son site de production. Bien que son
site de production principal soit endothélial, il est également produit dans de nombreux types cellulaires :
cellules immunitaires (leucocytes, macrophages, cellules dendritiques...), hépatocytes, cardiomyocytes,
neurones, cellules musculaires striées... La production est assurée par 3 isoformes de NOS: la NOS
endothéliale (eNOS), exprimée essentiellement dans 1’endothélium et les cardiomyocytes®; la NOS
neuronale (NNOS) exprimée dans les neurones centraux et périphériques, mais également les cardiomyocytes,
les cellules B-pancréatiques, les cellules glomérulaires rénales et les cellules musculaires striées®® ; la NOS
inductible (iNOS) dont I’expression dans de nombreux tissus est induite par certains facteurs, notamment les
cytokines pro-inflammatoires. Ces NOS permettent la production de NO et de citrulline a partir de la L-
arginine, d’oxygéne et de NAPDH via un processus enzymatique impliquant un certain nombre de co-facteurs
indispensables (tetrahydrobioptérine BH4, flavine-adenine dinucleotide FAD et flavine mononucleotide
FMN, voir figure 5).
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Figure 5 : représentation schématique du métabolisme du monoxyde d’azote (NO) et de ses principaux
dérivés. La production de NO et de citrulline est assurée par des NO synthases a partir de L-arginine
et nécessite plusieurs cofacteurs: nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH),
tétrabioptérine (BH4), flavine adénine dinucléotide (FAD), flavine mononucléotide (FMN). Dans
certaines conditions, la citrulline peut étre recyclée en L-arginine par 1’arginosuccinate synthase (cycle
arginine-citrulline). Le NO peut donner naissance au peroxynitrite (ONOQO") par conjugaison avec

I’anion superoxide (O5). Les nitrates (NO2) et nitrites (NO3") sont d’autres métabolites actifs du NO.
D’aprés Besnier et al, Réanimation 2015.

Ces enzymes présentent deux sites catalytiques et un site réductase permettant le transfert d’électrons a partir
du NADPH vers I’héme du site oxygénase qui entraine la transformation en tant que telle de 1’arginine en
citrulline et NO.

La eNOS et la nNOS, dites constitutives, produisent a I’état physiologique du NO. Leur fonctionnement
est modulé par la concentration intracellulaire de calcium®, tandis que la iNOS, dite inductible, est
indépendante du calcium. Au cours du processus septique, 1’exposition conjointe aux multiples cytokines
permet I’induction de cette INOS. Ainsi, 1’exposition de macrophages murins au LPS et a I’INF-y induit une
forte expression de la iNOS. De méme, I’'IL-1 induit une forte expression de cette enzyme au sein des
chondrocytes et/ou des cellules pancréatiques. Enfin, I’exposition concomitante d’hépatocytes murins aux
LPS, IL-1, TNF-a et INF-y provoque I’induction de cette NOS via le NF-xB avec production explosive de
NO, prés de 100 a 1000 fois plus importante que les taux produits par les NOS constitutives®’°. A contrario,
I’expression de la iNOS semble étre down-régulée par la présence des cytokines anti-inflammatoires. Ainsi,

I’IL-4, 1L-8 et I’IL-10 diminuent I’expression de iNOS de macrophages murins et I’ajout de TGF-p a des
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cultures d’hépatocytes réduit I’expression de iNOS induite par les cytokines pro-inflammatoires®
L’utilisation de dexaméthasone diminue drastiquement 1’expression de iNOS induite par les cytokines pro-
inflammatoires dans les hépatocytes murins in vitro®®. L’expression de la iNOS semble donc bien étre

conditionnée, au moins en partie, par le profil inflammatoire de 1’organisme.

1.5.2.2.2. Place du NO dans la vasomotricité

Le NO est un agent indispensable a la régulation de la vaso-réactivité en conditions physiologiques. La
production endothéliale par la eNOS est secondaire principalement a la détection de force de cisaillement
pariétale ou « shear stress » ainsi qu’au caractére pulsatile de la pression artérielle®®®®. Les mécanismes
moléculaires permettant la détection de cette tension pariétale sont nombreux et feraient intervenir différentes
voies de signalisation dont les intégrines, la modification du cytosquelette endothéliale, la perturbation du
glycocalyx, la voie des tyrosines kinases®?... Aprés production au sein de la cellule endothéliale,
principalement par la eNOS et plus faiblement par la nNOS, le NO diffuse librement vers les couches
musculaires de la média vasculaire ou il active une guanylate cyclase soluble cytosolique permettant
d’augmenter la production de GMPc®. Le GMPc est un second messager induisant une cascade de
transduction intracellulaire impliquant de multiples kinases, responsables de la diminution du calcium
cytosolique et limitant de ce fait la contraction de la cellule musculaire lisse®. L effet vasodilatateur du NO

résulte donc d’une diminution du tonus vasculaire intrinseque (figure 6)
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Figure 6 : place du monoxyde d’azote (NO) dans la vasomotricité. La production du NO a lieu dans la
cellule endothéliale suite a I’activation des NO-synthases par différents signaux membranaire : shear stress
du flux sanguin, activation de récepteurs tyrosine-kinases, récepteurs couplés aux protéines G... le NO
diffuse ensuite par effet paracrine a la cellule musculaire lisse et induit I’augmentation du GMPcyclique et
la relaxation musculaire.
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Au cours des états septiques, il est actuellement suggérer que I’activation de la iNOS induirait une
augmentation importante du NO plasmatique et serait impliquée dans la vasodilatation observée 3. Dans un
modele murin de sepsis par ponction ligature caecale, 1’abolition de 1’activité iNOS (par invalidation génique
ou inhibiteur pharmacologique) n’induisait que peu de différence quant a la pression artérielle mais une
amélioration significative de la réponse a la noradrénaline %. Il semble donc que les voies du NO inductible
aient un effet indirect sur I’hypotension artérielle du sepsis par la non-réponse aux catécholamines, qu’elles
soient endogenes ou exogenes, plus que par un effet direct vasodilatateur. Des travaux récents menés dans un
modele murin de sepsis identifiaient également la nNOS comme facteur de non-réponse aux vasopresseurs.
En effet, cette NOS était exprimée de facon importante dans les tissus vasculaires et corrélée aux taux de
GMPc tandis que son inhibition restaurait la réponse aux amines vasopressives®. Ainsi, lanNOS semble avoir
un réle important dans la dysfonction vasculaire du choc septique. De plus, au cours du processus septique la
métabolisation de la L-arginine par les NOS ne serait que partielle du fait d’un déficit de fonctionnement du
site oxygénase, soit par des conditions d’hypoxies locales, soit par un déficit en co-facteur BH4, déviant alors
la production vers la formation d’ion superoxide (O2) (figure 5). La combinaison avec le NO déja présent
aboutissant alors a la formation de peroxynitrite ONOO" présentant lui-méme une toxicité vasculaire pouvant
aboutir a ’hypotension artérielle. Le ONOQO™ aurait la capacité d’inactiver les catécholamines par oxydation
au niveau de leur cycle aromatique, ou bien d’induire une inactivation des récepteurs a et B adrénergiques
ainsi que ceux pour la dopamine ou 1’hormone vasopressive® %, Ainsi, le ONOO™ pourrait étre en partie
responsable de la vasoplégie observée au cours du sepsis. Dans un modele ex-vivo d’aorte thoracique de rat,
I’incubation en présence de ONOO" entrainait une diminution de la réponse vasomotrice et une destruction de
la noradrénaline tandis que 1’utilisation de donneur de NO n’entrainait pas de modification du tonus vasculaire.
D’aprés ces données, il semble qu’en situations critiques le NO présente au final peu d’impact direct sur le
tonus de la macro-circulation tandis que le ONOO"™ généré en situation d’hypoxie pourrait participer a la

vasoplégie observée au cours du sepsis.

La micro-circulation est particulierement atteinte au cours du choc septique et potentiellement responsable
de multiples défaillances d’organes. Le NO est capable de diffuser au sein de la lumiére vasculaire et d’agir
sur les éléments circulants. Il peut ainsi moduler la déformabilité des érythrocytes et des leucocytes et est un
acteur important de I’activité plaquettaire au cours du sepsis’. L inactivation de la production de NO au cours
d’un modele endotoxinique provoque une augmentation de 1’adhésion plaquettaire, t¢émoin du role inhibiteur
du NO sur cette fonction au sein de la micro-circulation’. Le ONOO™ augmenterait 1’adhésion leucocytaire et
plaquettaire au niveau des veinules post-capillaires et participerait a 1’augmentation de la perméabilité
capillaire au cours du sepsis par désorganisation des jonctions intercellulaires’>"3. De plus, ce radical libre
semblerait &tre un acteur important de la dysfonction de la media vasculaire micro-circulatoire et donc de
I’hypoperfusion tissulaire. L’administration d’ONOQO" altére la relaxation micro-vasculaire par des agents
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vasodilatateurs observée ex-vivo™ et a contrario la neutralisation de 'O protége contre cette dysfonction dans
des modeles murins de choc septique’™. Ainsi, le ONOO™ pourrait participer a la dysfonction micro-circulatoire
du sepsis en limitant les phénomenes de vasodilatation capillaires nécessaires au maintien de la perfusion
d’organe. Dans un mod¢le de ceeur isolé de rat, I’application de ONOO™ induisait une dysfonction de la vaso-
réactivité coronarienne avec absence de la vasodilatation normalement induite par I’acetyl-choline ou
I’isoproterenol 4. Les hypothéses pour cette dysfonction de la vaso-réactivité musculaire lisse sont multiples :
diminution de I’ATP disponible par inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale ou par activation de la
PARP, nitration de I’actine F, activation directe de canaux potassiques, inactivation des pompes calciques du
réticulum sarcoplasmique’. Par ailleurs, la déviation du métabolisme de 1’arginine vers le ONOO™ pourrait se
solder par une carence en NO micro-vasculaire responsable d’une diminution du signal vasodilatateur exercé

par ce radical.

Au total, les dérivés du NO produits lors des situations septiques induisent a la fois une vasoplégie d’ordre
macrocirculatoire se traduisant par I’hypotension artérielle, et une inhibition des phénomenes adaptatifs

d’ordre microcirculatoire, pouvant induire une hypoperfusion périphérique.

1.5.2.2.3. Autres effets du NO au cours du sepsis
1.5.2.2.3.1. Effets cardiaques

Les cardiomyocytes et les neurones a destinée cardiaque sont pourvus des trois types de NOS. Alors que
la eNOS est présente au niveau de la membrane cellulaire au sein d’invagination appelée « cavéoles », la
nNOS est exprimée au niveau du réticulum sarcoplasmique des cardiomyocytes’®. Ces différences de
localisation conditionnent en partie les sites de régulation de la fonction cardiaque. Ainsi, le NO produit par
le eNOS inhibe I’activité des récepteurs B-adrénergiques. Le NO produit par la nNOS sarcoplasmique semble
plut6t opérer un effet sur la régulation intracellulaire des flux calciques par inhibition de 1’activation du
récepteur & la ryanodine. Enfin, de fagon commune a ces deux NOS, le NO active la protéine kinase G (via la
voie du GMPc) induisant une phosphorylation de la troponine | (et donc une diminution des interactions
troponine-calcium) et une altération des flux calciques transmembranaires par inactivation des canaux
calciques de type L'®77. Ces effets semblent influencés par la concentration locale en NO puisque de faibles
concentrations de NO semblent paradoxalement stimuler la protéine kinase A responsable d’un effet inotrope
positif. En situation pathologique, la production de NO est explosive, notamment par le biais de 1’induction
de la iNOS cytosolique. Le NO produit induit les mémes effets que précédemment mais de facon décuplée,
associés a un stress radicalaire par production de ONOO". En effet, I’invalidation du géne de la iNOS induisait
une augmentation de la réponse aux catécholamines et du travail myocardique dans un modéle murin de

sepsis®®. Par ailleurs, 1’utilisation d’inhibiteur de NOS et de donneurs de NO a permis de mettre en évidence
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un effet modulateur du NO sur la synthése de noradrénaline par le systeme autonome cardiaque. La diminution
du taux de NO neuronaux induisait une augmentation de la production de noradrénaline, témoin du tonus
inhibiteur du NO sur le systéme autonome’. De plus, les cardiomyocytes sont particuliérement sensibles au
ONOO" comme I’atteste 1’inhibition de la contraction et la diminution de la fonction cardiaque systolique et

diastolique dans un modéle inflammatoire de cceur isolé-perfusé de rat™.

1.5.2.2.3.2. Effets immunologiques

Le NO présente également des effets sur les cellules du systeme immunitaire. Au cours du sepsis, les
veinules post-capillaires sont le site d’une intense réaction inflammatoire avec infiltrat neutrophile et d’une
augmentation de la perméabilité a I’ecau et aux protéines, responsables d’une dysfonction de la micro-
vascularisation potentiellement impliquée dans I’apparition des défaillances d’organes®’. La réaction
neutrophile se traduit par une augmentation des contacts entre I’endothélium et les leucocytes circulants. Le
NO est un acteur primordial de ces interactions en inhibant I’adhésion neutrophile a 1’endothélium®-%. Au
cours du sepsis, I’infiltration neutrophile est majorée par le syndrome inflammatoire et le NO diminue leurs
phénoménes d’adhésion et de migration tissulaire®3®°. L’inhibition de la migration des neutrophiles pourrait
étre en relation avec une down-regulation du CXCR2, récepteur a une des principales chémokines synthétisées
au cours du processus infectieux, par le NO produit par la iNOS®. Une autre voie pourrait étre une
nitrosylation par le NO du réseau d’actine des neutrophiles limitant la migration cellulaire via I’inhibition de
Iactivité de la Bo-intégrine®’. Hickey et coll ont pu mettre en évidence, grace a I’utilisation d’une chambre de
flux in vitro exempte de cellules endothéliales, que les leucocytes produisaient de fagon inductible le NO,
limitant leur adhésion & la microcirculation®, Cependant, il semble exister dans la littérature des discordances
quant a I’effet du NO sur I’infiltrat neutrophile inflammatoire. Certaines études montraient a I’inverse un effet
pro migratoire du NO associé a une modulation de I’expression des protéines de surfaces. Trés probablement
le NO présente un effet dual en fonction de son niveau d’expression et du profil inflammatoire de I’organisme.
Dans un modele murin de sepsis, deux niveaux d’intensité inflammatoire furent analysés : un niveau létal avec
100% de mortalité et un niveau sub-létal avec une mortalité de 40% a 5 jours. Les souris du modele létal
présentaient une diminution de I’adhésion et de la migration leucocytaire. Ce phénomene était réversible chez
les souris déficientes pour la iINOS, reflet donc de I’effet anti-migratoire du NO inductible. Cette diminution
de migration était associée a la diminution de I’expression de B2-integrines des neutrophiles, molécules
impliquées dans les interactions endothélium-leucocytes. A contrario, les souris présentant un sepsis sub-létal
présentait une augmentation de I’activation migratrice des neutrophiles, suggérant un effet pro-migratoire du
NO dans cette situation®®. Les souris déficientes pour la iNOS dans le modéle sub-létal présentaient une
mortalité accrue. Ainsi, I’ infiltration neutrophile pourrait étre bénéfique a certains stades du sepsis, permettant
la clairance bactérienne, notamment grace aux effets bactéricides des dérivés du NO produits par ces cellules
immunitaires. Concernant les mécanismes d’adhésion leucocytaire, les travaux de Hickey et coll, sur un
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modele inflammatoire au LPS (n’induisant ainsi qu’un nombre plus restreint de voies de 1’inflammation) ne
mettait pas en évidence d’effet de la iNOS sur I’expression des molécules impliquées dans 1’adhésion
leucocytaire que sont les E-selectines, P-selectine et VCAM-18% alors que des travaux réalisés au cours d’un
sepsis polymicrobien objectivaient une augmentation des E et P selectines par la iNOS®. 1l semble donc que
le sepsis induise une augmentation des protéines d’adhésion leucocytaire via la production de NO grace a des
voies de signalisations complexes.

Ainsi, la production de NO au cours du sepsis est a la fois indispensable a une réaction adaptée contre le

pathogene et délétére en cas de pérennisation du processus infectieux.

1.5.2.2.3.3. Autres défaillances d’organes

A T’état physiologique I’activit¢ NOS constitutive participe 2 un nombre important de fonctions
pulmonaires comme la vasodilatation pulmonaire, la bronchodilatation et la modulation immunitaire locale®:,
Néanmoins le NO semble impliqué dans la pathogénie de I’altération pulmonaire de nombreux processus
inflammatoires. Ainsi, la production du NO est augmentée au sein du liquide alvéolaire et du sang pulmonaire
lors du sepsis®*®, et serait impliquée dans I’hyperperméabilité vasculaire pulmonaire observée au cours du
Syndrome de Détresse Respiratoire Aigu (SDRA)*®°, Le NO produit spécifiquement par les neutrophiles
induirait une augmentation de I’infiltration inflammatoire pulmonaire, un stress oxydant et une augmentation
de la perméabilité microvasculaire *. Parallélement, le ONOO inhibe les pompes Na+/K+ ATP dépendantes
dans les pneumocytes de type 2 et perturbe ainsi la formation du surfactant, pouvant participer a 1’altération
des échanges gazeux au cours du sepsis®’.

Le NO semble pouvoir influencer également la fonction surrénalienne au cours du processus septique.
Ainsi, dans des modeles LPS et de sepsis, I’utilisation de donneurs de NO diminuait la capacité de fixation du
récepteur aux glucocorticoides tandis que ’invalidation du géne de la iNOS restaurait cette fonction %,

Le NO synthétisé au cours du sepsis présente également des effets néfastes sur le foie *°, le rein 1% ou le tissu
intestinal. Comme précédemment, le ONOO" aurait une place non négligeable dans la genese de ces
dysfonctions de par les nombreuses Iésions intracellulaires qu’il peut induire. Il serait notamment & méme de

promouvoir la translocation bactérienne depuis le tissu intestinal par 1’altération de la perméabilité tissulaire’®.

1.5.2.3. Recrutement et migration leucocytaire
La régulation de I’afflux de leucocytes au site de 1’infection participe a la réponse immunitaire. Ce
mécanisme d’extravasation cellulaire a travers la paroi vasculaire présente plusieurs étapes successives :
I’adhésion, le rolling et I’arrét a la surface endothéliale, puis enfin la diapédése cellulaire a travers la paroi

endotheliale (figure 7).
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Figure 7 : représentation schématique des phénomenes de migration leucocytaire transendothéliale
au site de I’infection. D’aprés Libert et al Ann Fr Anesth Réa 2010.

1.5.2.3.1. Adhésion, rolling et arrét

Les leucocytes circulants sont tout d’abord « freinés » grace a 1’expression de molécules d’adhésion a la
surface endothéliale!®’. La famille des sélectines est au centre de ces phénomeénes. Ces glycoprotéines
transmembranaires sont principalement exprimées au niveau des veinules post-capillaires, ou le flux sanguin
est le plus faible et ou la taille des vaisseaux favorisent le contact entre les éléments figurés du sang et la
surface vasculaire. Trois types de sélectines sont actuellement identifiées : E, P et L. Elles sont contenues a
1’état physiologique dans les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales et la présence d’un stimulus
inflammatoire conduit a 1I’augmentation de la production de ces molécules et a leur exocystose a la surface
endothéliale. De plus, la destruction du glycocalyx par le stress inflammatoire, notamment via la production
de sheddase (voir plus haut) facilite la reconnaissance de ces molécules par les leucocytes circulants. Ces
sélectines se lient principalement a une glycoprotéine leucocytaire ligand, la PSGL-1 selon des liaisons de
faible intensité, permettant le ralentissement puis le « roulement » des leucocytes a la surface endothéliale.
Dans un second temps s’établit des liaisons de plus forte intensité. La production de chémokines tissulaires
par le stress inflammatoire va en effet induire 1’uprégulation d’intégrines leucocytaires de surface
(essentiellement LFA-1, VLA-4 et Mac-1), qui vont intéragir avec des glycoprotéines endothéliales : ICAM-
1 et ICAM-2 exprimées a 1’état physiologique et VCAM-1 exprimée suite a la stimulation par les cytokines
pro-inflammatoires®1%2, Des taux circulants particuliérement élevés d’ICAM-1, de VCAM-1 et de selectines
E sont observés au cours des processus septiques et sont associés a la sévérité de 1’état septique, a 1’apparition

d’une dysfonction d’organe et a la mortalité%,
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1.5.2.3.2. Diapédese

Une fois arrété le leucocyte va s’aplatir et se polariser afin de chercher une voie d’entrée a travers
I’endothélium. Cette polarisation consiste en une polymérisation des filaments d’actine F en lamelopodes, en
doigts de gant, selon le gradient de concentration des agents chémotactiques'®. De fagcon concomittante est
observée une modification physico-chimique de la membrane cellulaire des neutrophiles avec concentration
de microdomaines lipidiques riches en intégrines telles que LFA-1, Mac-1, CD11b [...] permettant de
consolider la liaison a I’endothélium21%-1%7 Ay final, le leucocyte activé a la surface de 1’endothélium
présente une modification conformationnelle avec un aplatissement et la création de protusions invasives
riches en actine et en intégrines, cherchant une « bréche » vasculaire!®®. Avant ’étape de diapédeése a
proprement parler, la cellule endothéliale joue également un role actif dans 1’ « acceptation » du leucocyte,
avec une modification également de sa membrane cellulaire formant des structures riches en molécules
d’adhésion (ICAM-1) en forme de filopodes entourant le leucocyte, confortant la stabilisation a la surface
endothéliale avant diapédése'®?1%, Deux voies de migration a travers I’endothélium ont été mises en évidence :
une voie paracellulaire et une voie transcellulaire. La voie paracellulaire fut la premiere décrite. A cette fin,
de nouvelles liaisons vont s’établir entre les intégrines leucocytaires et les jonctions intercellulaires
endothéliales, notamment avec les glycoprotéines PE-CAM 1, JAM, CD99 et ESAM particulierement
concentrées dans ces zones intercellulaires. Apres 1’adhésion ferme, I’intéraction avec ICAM-1 et B2-
intégrines est responsable de la phosphorylation des VE-cadhérines, éléments indispensables de la jonction
inter-celllulaire, et permettant la migration du leucocyte entre les cellules endothéliales, notamment grace a
des intéractions séquentielles avec les protéines JAM et PE-CAM et a des vésicules spécialisées, les
endothelial lateral border recycling compartment (LBRC), produites par 1’endothélium, et riches en
molécules d’adhésion libres, notamment PE-CAM, JAM et CD99, permettant de « guider » les leucocytes a
travers cet espace’®?119-113 | 3 voie transcellulaire permet quant a elle le passage du leucocyte a travers la
cellule endothéliale par la création d’un canal transcellulaire, tout en laissant la cellule intacte. Les mémes
acteurs d’adhésion sont indispensables a la migration : ICAM-1, PE-CAM-1, CD99, JAM [...]. La migration
a travers la cellule repose également sur I’utilisation de vésicules spécialisées apportant les éléments
nécessaires : cytosquelette, molécules d’adhésion, membrane cellulaire... formant un véritable « tapis
roulant » pour le leucocyte??2108114115 On suppose actuellement qu’environ 15% des migrations sont réalisées
par voie transcellulaire, néanmoins cette proportion est variable selon le tissu et la situation
physiopathologique. Ainsi le phénoméne transcellulaire est fréquent a 1’état physiologique au niveau cérébral,
probablement en raison du caractére spécialisé et trés serré des jonctions intercellulaires'®, tandis que la voie
paracellulaire peut augmenter en cas de stress inflammatoire responsable d’un relachement des jonctions

cellulaires (cf infra).Une fois la couche endothéliale dépassee, la derniére étape correspond au franchissement
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des péricytes vasculaires selon des mécanismes encore mal étudiés, mais faisant probablement intervenir des

intéractions entre intégrines leucocytaires et collagéne.

Au total, lors du sepsis la production de cytokines pro-inflammatoires et de chemokines va induire a la fois
une activation de la cellule endothéliale, favorisant I’expression de glycoprotéines d’adhésion, elles-méme
d’accés facilité par la destruction du glycocalyx protecteur, mais également une activation des leucocytes
circulants avec expression membranaire d’intégrines, favorisant les étapes d’adhésion et d’arrét. Puis la
présence des chémokines inflammatoires va permettre la modification de conformation nécessaire a la
diapédése, soit par voie paracellulaire favorisée par la perte d’adhésion intercellulaire, soit par voie

transcellulaire.

1.5.2.4. Place de I’endothélium dans la perméabilité capillaire
La diffusion de I’eau et de certaines petites molécules depuis la lumiére vasculaire vers le secteur interstitiel
s’effectue a travers 1’endothélium majoritairement au niveau des capillaires et des veinules post-capillaires.
Ce mouvement est classiquement régi par la loi de Starling pour les membranes biologiques semi-permeables :
le transfert s’effectue selon un gradient de pression hydrostatique, contrebalancé par un gradient inverse de
pression oncotique selon un équilibre des forces tel que Jv = K¢([Pc-Pi]-o[nc-mi]), ou Jv est le débit net de fluides,
Ks le coefficient de filtration dépendant de la membrane (et notamment de la présence de fenestration), P la

pression hydrostatique, 7 la pression oncotique et o le coefficient de réflexion oncotique!!” (figure 8).

Figure 8 : représentation schématique des
mouvements hydriques transendothéliaux.
D’apres Besnier et al Réanimation 2015.

Drainage
lymphatique

Ce modeéle historique a été récemment précisé, notamment impliquant le rdle du glycocalyx (cf supra).
Cette fine couche de glycosaminoglycanes a la surface de la cellule endothéliale réalise une membrane semi-
perméable aux protéines chargées négativement (telles que 1’albumine), les retenant dans la lumiére
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vasculaire*°. Ainsi la force motrice principale serait le gradient de pression hydrostatique entre les espaces
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vasculaires et sous-glycocaliens, contrebalancé par un gradient de pression oncotique inverse entre ces deux
compartiments. La diffusion se fait ensuite soit par voie para-cellulaire entre les jonctions intercellulaires des
cellules endothéliales, soit par transcytose cellulaire pour certaines protéines'®. La présence du glycocalyx a
la surface endothéliale n’autorise pas le flux d’eau en sens inverse, la résorption du liquide interstitiel s’opérant
alors gréce au systeme lymphatique.

Un stress inflammatoire majeur peut étre responsable d’une dégradation rapide du glycocalyx, comme
I’atteste I’augmentation des taux circulants des produits issus du glycocalyx tels que le syndecan-1 ou
’heparn-sulfate?®122, Cette altération a été identifiée expérimentalement comme responsable d’une fuite
vasculaire. Ainsi les travaux de Rehm et al sur cceur isolé de porc mirent en évidence que I’altération du
glycocalyx induisait une extravasation de sérum salé a 0,9% et que la destruction du glycocalyx entrainait
également une fuite des colloides!®®. L’altération du glycocalyx au cours du sepsis pourrait donc étre
impliquée dans I’hyperperméabilité observée, et est identifiée comme associée a la surmortalité!?3,

Cependant la seule dégradation du glycocalyx n’explique pas completement les mécanismes de fuite
hydrique. En effet, les cellules endothéliales sont reliées entre elles par des jonctions serrées ou des jonctions
adheérentes, censées « imperméabiliser » 1I’endothélium. Les jonctions adhérentes sont composées de plusieurs
protéines dont les Vascular Endothelial Cadherins (VE-cadhérines), elles mémes reliées au réseau d’actine
par des caténines. La force de liaison entre les VE-cadhérines de deux cellules voisines peut cependant étre
modulée par leur degré de phosphorylation. Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) est un élément
primordial de cette régulation. Cette molécule est produite a 1’état physiologique essentiellement par
I’endothélium, les leucocytes et plaquettes circulants et les cellules epithéliales pulmonaires. L’activation du
récepteur au VEGF induit une cascade de phosphorylation intra-celluaire responsable d’une dissociation des
VE-cadherines et d’une modification conformationnelle de la cellule endothéliale (via la modification de la
tension du réseau d’actine), aboutissant a un élargissement de 1’espace intercellulaire. Plusieurs études
cliniques ont mis en évidence une augmentation des taux de VEGF au cours des processus inflammatoires,
notamment septiques, ainsi qu’une augmentation du taux de son antagoniste naturel, le récepteur soluble au

VEGF (sFlt-1). Ces points seront abordés plus précisément dans les sections suivantes.

1.6. Fuite capillaire au cours du sepsis
1.6.1. Mécanismes de I’hyperperméabilité capillaire au cours du sepsis
1.6.1.1. Jonctions serrées et adhérentes

Le passage des protéines et des ions a travers la couche endothéliale sous glycocalienne procede selon 2
voies complémentaires. La voie transcellulaire est un mécanisme actif par lequel des protéines plasmatiques
se lient a des protéines d’ancrage membranaire, telle que la gp60, a la surface endothéliale. Ces protéines
interagissent ensuite avec la proteine caveoline-1, induisant la formation de « cavéoles », vésicules contenant
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les protéines ancrées ainsi que de 1’cau et certains ions. Ces cavéoles sont ensuite adressées par polarisation
du réseau d’actine jusqu’au poéle basal de la cellule endothéliale, jusqu’a I’exocytose des vésicules dans
I’espace sous-endothélial. Ce processus nécessite la présence de Ca®* et d’ATP, est probablement minoritaire,
et compléte la voie classique paracellulaire . La voie paracellulaire repose sur la modulation des jonctions
intercellulaires que nous allons détailler par la suite.

Les cellules endothéliales sont reliées entre elles afin d’assurer une relative étanchéité vis-a-vis du secteur
plasmatique, constituant une membrane semi-perméable régulant les flux d’ecau, de protéines et de solutés.
Les jonctions intercellulaires jouent un rdle primordial dans cette régulation des flux. Deux grands types de
jonctions sont décrites au sein de 1’organisme : les jonctions serrées et les jonctions adhérentes. Ces jonctions
présentent la particularité d’étre constituées de protéines transmembranaires liant les cellules entre elles, mais
¢tant également reliées au cytosquelette d’actine par plusieurs complexes protéiques intracytosoliques,
permettant un équilibre constant entre perméabilité et contraction/dilatation cellulaire. Ces ensembles sont
soumis a des phénomeénes de régulation a la fois intracellulaire et extracellulaire. Nous n’aborderons pas ici
le r6le des gap-junctions réalisant des canaux de communication entre les cellules, avec transfert d’eau et de
molécules de signalisation®?®.

Les jonctions serrées présentent une structure en fermeture éclair tres serrée, constituée des protéines
transmembranaires claudines et occludines couplées au cytosquelette d’actine via des protéines sous-
membranaires d’interaction telles que les zonula occludens (ZO-1, 2 et 3), cinguline et paracinguline?’. Les
claudines et occludines présentent 4 domaines transmembranaires et interagissent avec la portion
extracellulaire de la cellule voisine. Les ZO permettent la liaison entre les claudines et les filaments d’actine,
via les B-caténines, et ainsi la stabilisation de la structure, mais également la régulation de 1’ouverture de
I’espace intercellulaire selon la contraction du cytosquelette. La jonction serrée est €également stabilisée par la
protéine transmembranaire Junctional Adhesion Molecule (JAM), dont la liaison est régulée par ZO-3 et un
complexe sous-membranaire incluant la protéine régulatrice Cdc42 (figure 10). La protéine JAM intervient
également dans les processus de migration leucocytaire paracellulaire (cf supra). Ces jonctions serrees sont
particulierement imperméables et sont majoritaires au sein de la barriere hémato-encephalique et de la
microvascularisation rétinienne, mais sont également présentes dans un grand nombre de type cellulaire :
entérocytes, cellules épithéliales muqueuses ou cutanées... Le niveau d’imperméabilité de 1’endothélium est
modulé par la densité des jonctions serrées et leur niveau d’organisation. Ainsi une grande concentration est
observée dans 1’arbre vasculaire cérébral tandis que la densité et le niveau d’organisation est plus faible au
niveau des veinules post-capillaires de nombreux organes, lieu d’échange privilégié entre les secteurs

plasmatiques et interstitiels tant pour les protéines plasmatiques que pour les cellules immunitaires?812°,
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Figure 9 : représentation schématique d’une jonction serrée d’aprés Zahraoui Médecine/Sciences 2004.

Les jonctions adhérentes réalisent quant a elles des connexions intercellulaires de moindre force a titre
individuelle, mais les cellules endothéliales peuvent moduler 1’expression membranaire de leurs composants
afin d’augmenter leur quantité et donc la qualité globale de I’étanchéité. Elles reposent en grande partie sur
les protéines transmembranaires Vascular Endothelial Cadherins (VE-cadhérines) dont la portion
extracellulaire permet 1’adhésion avec une VE-cadhérine de la cellule juxtaposée, selon un mécanisme
dépendant du calcium. Le domaine intracellulaire est également reli¢ au cytosquelette d’actine via des
caténines (a, B, y et p120)13013!, 1 activité du cytosquelette semble primordiale & la stabilité de ces jonctions
puisque la dépolymérisation des fibres d’actines induit une destabilisation des VE-cadhérines via la perte de
I’ancrage des caténines. Tout comme les jonctions serrées il existe une dynamique directe entre les forces de
contraction intracellulaire et 1’adhésion intercellulaire'®?. A cette fin, le domaine intracellulaire des VE-
cadhérines se lie aux protéines B-caténines, y-caténines et p120 sous forme d’un complexe liant d’autres
protéines de liaison a I’actine, les actin-binding proteins (ABP) telles que a-caténines, épilines et vinculines.
Ces ABP participent a la contraction cellulaire via la liaison a la myosine. Ainsi ’augmentation du Ca?*
intracellulaire, secondaire a I’augmentation de 1’activité Phospholipase C (PLC) sous I’impulsion de divers
stimuli (VEGF, histamine, inositol (1,4,5) triphosphate...), va entrainer la phosphorylation de la protéine
Myosin Light Chain (MLC) grace a la MLC Kinase selon un mécanisme dépendant du complexe
Calmodulin/Ca?*, permettant I’interaction actine/myosine. Cette interaction génére une force de contraction

rétractile, laquelle va induire une augmentation des espaces intercellulaires du fait de la liaison du
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cytosquelette d’actine avec les jonctions adhérentes et serrées'?®. La relation cytosquelette — jonctions
cellulaires est donc primordiale a la régulation des flux trans-endothélium.

Les systemes de jonctions cellulaires sont régulés par de multiples acteurs intra et extracellulaires. A 1’état
physiologique les GTPases intracellulaires Rac-1, RhoA et Cdc42 jouent un réle crucial dans la perméabilité
capillaire. La protéine Rac-1 stabilise la liaison actine - VE-cadhérines en renforgant I’affinité des protéines
de liaison a I’actine, mais renforce également 1’affinité des VE-cadhérines pour leur homologue des cellules
adjacentes'®., Rac-1 est activée par phosphorylation suite a plusieurs voies de signalisation. L augmentation
de la concentration intracellulaire d’AMPc entraine une augmentation de ’activité Rac-1'34, Parallélement
I’exposition de la cellule endothéliale a certains facteurs extracellulaires active de méme Rac-1. C’est le cas
de I’angiopoietine-1, synthétisée par les cellules musculaires lisses vasculaires, les péricytes et les monocytes
circulants. Sa liaison a son récepteur Tie-2, récepteur tyrosine kinase, induit une phosphorylation de Rac-1
par la voie PI3K/Akt'®, La protéine Cdc42 présente des propriétés relativement similaires mais dans le
systéme des jonctions serrées!®1%124 A 1’inverse la protéine RhoA présente un effet plutét inhibiteur sur la
jonction adhérente en réponse a de multiples facteurs (VEGF, histamine, adhésion leucocytaire...)!?. Cet
effet est notamment secondaire a une phosphorylation indirecte de la MLC via sa kinase effectrice ROCK,
mais également en favorisant ’entrée de Ca?* intracellulaire, résultant en une augmentation de la contraction
cellulaire’®*135 Un autre élément important de la fonction « barriére » endothéliale est ’activité phosphatase
sous membranaire. Une déphosphorylation constante est nécessaire a la stabilisation des jonctions adhérentes,
puisque la phosphorylation sur certains sites tyrosines des VE-cadhérines induit une endocytose de celles-ci
et donc une diminution des interactions cellule-cellule. Les phosphatases VE-PTP, DEP-1 ou SHP-2, pour ne
citer qu’elles, stabilisent donc les jonctions adhérentes par déphosphorylation continue des VE-cadhérines et

des P et y-caténines?’.

1.6.1.2. Modulation de la barriére endothéliale au cours de I’inflammation

Les cytokines pro-inflammatoires jouent un r6le majeur dans la déstabilisation des jonctions adhérentes au
cours du sepsis. Ainsi le TNFa et le LPS bactérien entrainent une diminution de la quantité d’ AMPc disponible
via I’activation de leur récepteur spécifique TNFaR et TLR4. L’AMPc est un élément important de la
stabilisation des jonctions cellulaires. Il active la Protéine Kinase A (PKA), stabilisant le réseau d’actine et
inhibant ’activitt MLCK (et donc I’interaction actine-myosine), diminuant ainsi les forces de rétraction
cellulaire!?®. De plus la baisse de ses taux intracellulaires induit une diminution de 1’activité Rac-1, une
activation de RhoA, et une déstabilisation des jonctions adhérentes par endocytose des VE-cadhérines'?’1%¢,
En sus de ces effets sur la rétraction cellulaire, I’activation de ces récepteurs inflammatoires entrainerait
également une activation de la protéine kinase Src phosphorylant les VE-cadhérines en Y658 et conduisant
ainsi a I’endocytose de ces molécules d’adhésion. L’IL-1 jouerait également un réle en diminuant I’expression
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des B-caténines, des occludines, de ZO-1 et des VE-cadhérines, et en augmentant la production de R-spondin3
et de VEGF, deux facteurs impliqués dans la perméabilité capillaire®®’. L°’IL-6 est également un facteur pro-
perméabilisant. Sa liaison avec son récepteur soluble circulant (sIL-6R) permet 1’activation de la protéine
membranaire gpl130, responsable de la phosphorylation des VE-cadhérines et donc le relachement
intercellulaire?. D’autres facteurs extracellulaires sont & méme de déstabiliser les jonctions adhérentes,
notamment certaines molécules de la famille des angiopoiétines et celles de la famille des Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), qui exercent leur action cellulaire via leurs récepteurs a tyrosine kinase
(figure 10).
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Figure 10 : modulation de la barriére endothéliale lors de I’inflammation. D’aprés Radeva et al Acta
Physiol 2018.

1.6.1.3. Systeme Angiopoiétine dans le sepsis
Les angiopoiétines appartiennent a une famille de facteurs (Angl-4) associés aux récepteurs a tyrosine
kinase Tie (Tie-1 et Tie-2). Ces récepteurs sont quasiment exclusivement exprimés dans 1’endothélium, et a

minima dans les leucocytes'*®1%, Comme évoqué plus haut, I’activation du récepteur Tie-2 est un élément
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important de la stabilisation des jonctions adhérentes. La liaison de I’ Ang1 a ce récepteur induit une activation
de la voie PI3K/Akt, responsable de 1’activation de la GTPase Rac-1 essentielle dans le maintien des VE-
cadhérines a la surface cellulaire, et participe au renforcement des interactions cellule-cellule**. Ainsi,
I’inactivation du gene codant pour Tie-2 était associée a une augmentation de la fuite capillaire dans des
modeles de sepsis et 2 une augmentation de la gravité de I’infection, témoin a la fois de I’importance de la
voie Tie-2 dans la régulation de la barriére endothéliale, et de I’importance de 1’intégrité de cette barriére dans

141 Laréduction de I’activité Tie-2 au cours du sepsis résulte de plusieurs mécanismes :

la sévérité de I’infection
diminution de I’expression de Tie-2 et d’Angl, génération de récepteurs Tie solubles chélatant Angl, activité
antagoniste de Ang2 sur Tie-2138,

L’Ang2 est un facteur produit essentiellement par les cellules endothéliales. Sa concentration plasmatique
a I’état physiologique est faible et il est en majeure partie stocké dans les corps de Weibel Palade (tout comme
le VWI). Les forts taux de cytokines pro-inflammatoires et de VEGF au cours des processus inflammatoires
aigus sont cependant responsables d’une augmentation importante des taux d’Ang2'#2. Ainsi il a été démontré
que la liaison de composants de paroi des bactéries a gram négatif au récepteur TLR-2 était responsable d’une
sécrétion des corps de Weibel Palade tandis que I’exposition de I’endothélium au LPS induisait une diminution
de I’expression du récepteur Tie-2 et de I’Ang]l, ainsi qu’une augmentation de I’expression d’Ang2, témoins
des nombreuses modalités de régulation de la voie Tie au cours du sespist®1%3, L’ Ang2 est impliquée dans de
nombreux processus, notamment dans 1’activation des cellules endothéliales, augmentant par effet autocrine
I’expression des glycoprotéines d’adhésion leucocytaire (ICAM-1, VCAM-1), mais également de fagon
paracrine en activant les leucocytes circulants. Il présente également des effets chémoattractant et aurait aussi
un effet délétére sur le glycocalyx, notamment par la destruction spécifique de I’héparane sulfate’**. Enfin, il
présente des effets antagonistes de 1’activité du récepteur Tie-2, inhibant sa phosphorylation par I’Angl, et il
en résulte donc une baisse de I’activité Rac-1 et par voie de consequence une destabilisation des jonctions
adhérentes™®®. Au cours du sepsis un déséquilibre était observé entre les taux d’Angl/Ang2 en faveur de
I’Ang2 et un ratio élevé était significativement associé a la mortalité a 28 jours, témoin de I’importance de
cette voie dans la dysfonction d’organes*®.

Cibler la voie Tie pourrait donc étre d’intérét dans les processus septiques graves. Dans une modéle murin
inflammatoire par injection de LPS, I’administration d’Angl recombinant limitait I’activation endothéliale,
améliorait le débit et I’inotropisme cardiaque, réduisait 1’agression pulmonaire et renale, résultant en une
diminution de la mortalité!#"14®, Des résultats similaires étaient retrouvés dans un modeéle murin de sepsis par
ligature et ponction caecale, avec une diminution de la fuite capillaire pulmonaire, une diminution des
molécules d’adhésion et de I’infiltrat leucocytaire tissulaire’*®. De méme, des stratégies visant a réduire les
taux d’ Ang?2 étaient efficaces dans des modéles de sepsis. L’administration de petits ARN interférants (SIRNA)

contre Ang2 diminuait 1’expression pulmonaire de cytokines pro-inflammatoires et d’ICAM-1, I’infiltrat
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leucocytaire et améliorait la survie™®®. De méme I’utilisation d’anticorps anti-Ang2 améliorait la mortalité
dans un modeéle endotoxinique®. Une approche novatrice est I’utilisation d’un anticorps Anti-Ang2 activateur
de Tie-2 : la liaison de I’anticorps avec 1’Ang2 transforme le complexe en activateur de Tie-2, permettant a la
fois d’inhiber la voie Ang2 et de stimuler la voie Angl. Son utilisation dans des modeles septiques par ligature
caecale ou par administration de Staphylococcus Aureus améliorait la survie et la dysfonction d’organe par
rapport a un anticorps anti-Ang2 traditionnel®*®1°2, A ce jour aucun essai clinique humain n’a testé des

thérapies anti-Ang2 dans le sepsis.

1.6.1.4. Signalisation VEGF au cours du sepsis
16.14.1. VEGF et VEGF-R

Les Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) sont une famille de protéines impliquées dans de
nombreux processus physiologiques : migration cellulaire, mitogénese, angiogenese, vasodilatation,
chémoattraction leucocytaire, perméabilité vasculaire. Cette famille contient actuellement les protéines
principales : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F et le Placental Growth Factor
(PIGF), chacune de ces protéines pouvant exister sous plusieurs isoformes par épissage alternatif des ARNm.
Trois récepteurs aux VEGFs sont actuellement identifiés : VEGF-R1 (fltl), VEGF-R2 (flk1 chez la souris et
KDR chez I’'Homme) et VEGF-R3 (flt4). Les VEGF-R appartiennent a la famille des récepteurs a tyrosine
kinase. lls présentent un domaine extracellulaire liant le VEGF, un domaine transmembranaire hydrophobe,
et un domaine intracellulaire a activité kinase. Ce dernier comporte une partie N-terminale capable de fixer
I’ATP et le Ca?* et une partie C-terminale a activité phosphotransférase permettant 1’autophosphorylation des
résidus tyrosines et I’activation de la fonction kinase!®3%*, IIs sont exprimés par les cellules endothéliales,
hématopoiétiques, vasculaires lisses et macrophagiques®®. Au sein de ce systéme, le VEGF-A, communément
appelé VEGF, est le ligand le plus étudié et fait méme 1’objet de thérapies ciblées dans certains cancers et
dans les altérations microvasculaires de la rétine. Ce peptide appartient a la super-famille des « boucles
cystéines » contenant un nceud central entouré de deux domaines riches en cystéines, reliés par des ponts
disulfures, résultant en une conformation repliée en boucle!®. Il est synthétisé classiquement sous plusieurs
isoformes de longueurs différentes par épissage alternatif : VEGF110, VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF 183,
VEGF1g9 et VEGF206. Le VEGF165 est responsable de la plupart des effets vasculaires du systeme VEGF et est
synthétisé par les cellules endothéliales de fagon constitutive, mais également par tout type cellulaire en
conditions d’hypoxie ou de stress, et notamment par les leucocytes, les plaquettes, les fibroblastes, les cellules
musculaires lisses et un grand nombre de cellules néoplasiques!®*°:157 || existe sous deux formes issues
d’épissage différent de I’ARNm, le VEGF 1652 et le VEGFygsp.
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1.6.1.4.2. VEGF et perméabilité vasculaire

Le VEGFisesa est le principal responsable des effets pro-perméabilisants de ce systeme®®®. Il se lie
préférentiellement aux récepteurs VEGF-R1 et VEGF-R2, principaux vecteurs de I’hyperperméabilité liée a
ce systeme. La dimérisation de ces récepteurs, secondaire a la liaison du VEGF, est indispensable a leur
activité. Il s’ensuit une modification de la conformation du domaine intracellulaire, permettant 1’interaction
de la portion N-terminale liant I’ATP avec la portion C-terminale a activité phosphotransférase. Le VEGF-R
est alors phosphorylé en plusieurs sites tyrosine : Y1095, Y1175, Y1214 et surtout Y951 présentant 1’activité
kinase. L’activité¢ de ce dernier site permet la transduction cellulaire par plusieurs voies. La phosphorylation
de la protéine sous membranaire TSAd active ensuite la protéine Src, elle-méme impliquée dans la
phosphorylation et I’endocytose des VE-cadhérines. De plus, le récepteur activé induit I’activation de la PLCy,
impliquée dans la contraction du cytosquelette via ’activation de la PKC et I’augmentation du Ca?* (cf supra
et figure 10)**°. Enfin, les sites Y1175 et Y1214 phosphorylés participent au recrutement de la protéine FAK
et a la réorganisation du cytosquelette via la p38-MAPK™3, Il apparait ainsi que ’activation du VEGF-R
(essentiellement VEGF-R2) participe a la perméabilité capillaire en déstabilisant les jonctions adhérentes et
en modulant la tension du cytosquelette. Cet effet pro-perméabilisant du VEGF est observé in vivo des la
premiere minute, avec un premier pic d’effet a 1 heure, suivi d’un deuxiéme pic au bout de plusieurs jours
(figure 11). Cette variation d’effet est, au moins en partie, due a une endocytose des VEGF-R2 15 a 20 minutes
aprés leur stimulation, selon plusieurs mécanismes, dépendant ou non de la clathrine®31€0.161 | e second pic
de perméabilité est probablement di a un réadressage des vésicules d’internalisation vers la membrane
plasmatique, notamment grace a une déphosphorylation des VEGF-R2 par des phosphates, dont la PTP1B, et

I’activation des molécules d’adressage de la famille Rab®3,

Sieving coefficient™
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Fold change in permeability
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0 0.01 0.1 1 1r0 100h
1min 10 min 1h 1 day 2 days
Time
Figure 11 : perméabilité capillaire secondaire au VEGF au cours du temps. D’aprés Bates, Cardiovasc Res
2010. Courbe en gras : in vivo. Courbe classique : in vitro. Evaluation par différentes méthodes : Lp :
conductivité électrique hydraulique, PSalb : albumine marquee, PSNaF : Na marqué a la fluorescéine,
TEER : ions marqués avant et apres sucrose.
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1.6.1.4.3. VEGF en pathologie

On concoit ainsi que le couple VEGF(-A) et son récepteur préférentiel VEGF-R2 joue un role fondamental
dans les processus de permeabilité vasculaire, a la croisée entre les forces de rétraction cellulaire et la fonction
adherente elle-méme. Si ce processus permet d’assurer des fonctions essentielles vasculaires en physiologie
(afflux leucocytaire, néoangiogenése, migration cellulaire), ’activation dérégulée de ce systéme induit des
modifications substantielles et délétéres dans certaines situations, avec possiblement apparition d’cedéme local
et d’angiogenése aberrante. Ainsi la production de VEGF est augmentée par 1’hypoxie de cellules tumorales
lors de cancers a un stade avancé, responsable d’un cedéme tumoral et péritumoral, ainsi que d’un relichement
endothélial et d’une néovascularisation aberrante favorisant 1’invasion néoplasique et les métastases!°6:162163,
L’inhibition de cette voie de signalisation fait actuellement 1’objet d’une thérapie ciblée dans de multiples
cancers métastatiques (rein, colon, poumon, sein) avec I’utilisation de 1’anticorps monoclonal bevacizumab
(Avastin®, Roche, France). D’autres situations cliniques sont 8 méme d’augmenter les taux de VEGF. Ainsi
les patients souffrant de syndrome de fuite capillaire idiopathique, ou syndrome de Clarkson, présentent des
taux élevés de VEGF'41% | e VEGF participerait, de concert avec le systéme Tie2/Ang2, a la fuite capillaire
massive observée chez ces patients. L utilisation du bevacizumab pourrait la encore étre d’intérét pour bloquer
cette voie de signalisation. Cependant la pathologie est exceptionnelle, ne permettant pas a ce jour d’essai
clinique sur la thématique. Nous avons décrit, en collaboration avec le service de réanimation cardiaque, le
service de médecine interne et I’Inserm U1096, le cas clinique d’une patiente présentant un choc
cardiogénique réfractaire au cours d’un syndrome de Clarkson, avec taux élevés de VEGF. Le traitement par
bevacizumab a été administré en thérapie de sauvetage, permettant une récupération de la fonction cardiaque,
une diminution du syndrome cedémateux, une négativation de la balance hydrique et in fine une sortie de
I’hdpital sans séquelle (annexe 3).

Les taux de VEGF sont également élevés chez les patients critiques, et tout particulierement au cours du
sepsis. Cette élévation est en partie secondaire au stress inflammatoire. Les cytokines pro-inflammatoires,
dont I’IL-6, induisent une augmentation de 1’expression du VEGF, notamment par les voies JAK/STAT3 et
MAPK inases'®. Dans une étude observationnelle portant sur 83 patients admis aux urgences pour suspicion
d’infection, le taux de VEGF était plus ¢levé chez les patients atteints de choc septique a 1’admission et a 24
heures, et les taux étaient relativement corrélés avec I’intensité du profil inflammatoire (taux d’IL-6, r=0.49)’.
Dans une autre étude observationnelle portant sur 1’étude ancillaire de 1’essai clinique ProCESS et incluant
605 patients en choc septique, les taux de VEGF étaient paradoxalement plus bas chez les non-survivants®®,
Cette étude illustrait les résultats parfois discordants sur 1’association entre taux de VEGF et sévérité des
patients, avec des études montrant au cours du choc septique des taux élevés'®’1%° abaissés'®®1’® ou non
171

modifiés’*, reflétant les difficultés techniques a doser ce peptide en pratique courante. Le dosage est

actuellement réalisé par méthode ELISA et la fiabilité de détection dépend grandement de la sensibilité du kit
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et donc de I’anticorps utilisé, notamment des épitopes visés. En effet, certains anticorps ne sont pas capables
de détecter certaines isoformes du VEGF alors méme que nous avons vu précédemment que celles-ci sont
nombreuses, et si le VEGF1esa est le plus répandu, ’action de 1’isoforme VEGF121 est assez similaire sur le
VEGF-R2, mais celle-ci n’est pas nécessairement détectée par tous les tests. De plus, la liaison du récepteur
soluble VEGF-R1 (sFlt1) avec le VEGF circulant pourrait masquer les épitopes ciblés pas certains kits ELISA
et rendre le VEGF faussement indétectable!’2. Ce récepteur soluble sFlt1 est un variant d’épissage du VEGF-
R1 produit par les cellules endothéliales et les monocytes. L’augmentation de ses taux seriques est bien
documentée comme facteur de gravité dans différentes situations pathologiques, telles que la pré-éclampsie!’
mais également au cours du sepsis. Ainsi des taux élevés étaient observés dans toutes les études s’intéressant
au sFIt1 au cours du sepsis. Ces taux étaient significativement associés a la mortalité et le sFIt1 présentait la
meilleure performance prédictif de mortalité ou de dysfonction d’organe comparativement avec les autres
marqueurs de dysfonction endothéliale (E et P-selectin, ICAM-1, VCAM-1, IL-6...), avec une aire sous la
courbe ROC comprise entre 0.77 et 0.82103168.174 Ce marqueur semble de plus ne pas étre soumis aux aléas
techniques comme peut I’étre le VEGF. Du point de vue physiologique, I’augmentation de production du sFlt1
pourrait étre un mécanisme adaptatif visant a limiter les effets déléteres du VEGF en empéchant sa liaison a
son récepteur membranaire. Ceci a donc suggéré le blocage de cette voie de signalisation au cours du sepsis.
Nous avons évoqué plus haut I’utilisation du bevacizumab au cours de processus pathologiques impliquant la
voie du VEGF. Le bevacizumab est le premier anticorps monoclonal recombinant et humanisé dirigé contre
le VEGF. 1l a été développé chez la souris contre 1’isoforme VEGF 165 puis humanisé par remplacement des
chaines lourdes et légeres par des séquences humaines. Contrairement a d’autres anticorps anti-VEGF plus
récent (pegaptanib), il cible toutes les isoformes de VEGF-A (acides aminés 81-92 du domaine de liaison
VEGF/VEGF-R), il est donc caractérisé comme un anticorps anti-panVEGF'®. Il a actuellement I’autorisation
d’utilisation dans de multiples cancers a stade avancé, mais également au cours de la dégénérescence
maculaire liée a I’age ou la rétinopathie diabétique en bloquant I’angiogenése anormale et I’cedéme tissulaire.
Son utilisation au cours des processus septiques est donc théoriquement d’intérét afin de réduire la fuite
capillaire et la dysfonction d’organe. Un seul travail s’était intéressé a ceci. Jeong et al. avaient alors étudié
I’impact du bevacizumab dans 3 modéles inflammatoires : culture de cellules endothéliales de veine
ombilicale (HUVECS) stimulées au LPS, choc endotoxinique au LPS chez la souris et sepsis par ligature et
ponction caecale chez la souris!’®. L’utilisation du bevacizumab était responsable d’une diminution de
I’expression génique et protéique de marqueurs inflammatoires in vitro (IL-6, Monocyte Chemotactic Protein
1, RANTES), d’une diminution de la fuite capillaire dans le poumon, la rate et le rein de souris endotoxiniques,
et une diminution de la mortalité dans le modéle endotoxinique et septique abdominal. La mortalité était
améliorée par le pré-traitement mais aussi le post-traitement et par une dose de 0.1 mg/kg. La dose de 1 mg/kg

n’était pas associée a un meilleur pronostic que le placebo. Cette divergence quant aux effets doses était
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probablement due a des effets secondaires du bevacizumab. L’inhibition du VEGF peut en effet étre
responsable d’un altération des processus de cicatrisation'’’1’8, Malgré ces résultats prometteurs, les
mécanismes expliquant précisement les effets bénéfiques du bevacizumab dans le sepsis ne sont pas connus.
L’¢tude de Jeong avait en effet permis de démontrer une réduction de la fuite capillaire par ’utilisation du
bevacizumab, complétant les premiéres descriptions cliniques retrouvant une corrélation entre taux de VEGF
élevés et syndrome de fuite capillaire clinique dans une population septique pédiatrique!’®. Cependant ces
résultats necessitent une confirmation et un approfondissement des mécanismes responsables avant de pouvoir
envisager une transposition a I’Homme. Ceci a fait ’objet de la deuxiéme partie de ce doctorat publiée sous

forme de lettre a I’éditeur dans la revue Critical Care.

1.6.2. Approche clinique de la fuite capillaire

L’altération de la perméabilité capillaire au cours des processus inflammatoires induit un passage d’eau et
de solutés depuis la lumiére vasculaire vers le secteur interstitiel, résultant en une accumulation d’eau dans
les tissus. Ce phénomeéne est aggraveé par les besoins parfois importants en solutés d’expansion volémique afin
de restaurer la précharge cardiaque, alors méme que 50% de ces patients présentent une insuffisance
rénale'® 181, Ceci se traduit cliniquement par un syndrome oedémateux avec aspect infiltré des tissus sous-
cutanés, mais également infiltration d’organes vitaux dont la fonction est altérée par 1’accumulation d’eau,
pouvant conduire a la dysfonction d’organe. L’cedéme tissulaire induit en effet une déstructuration du tissu
pouvant altérer sa fonction (infiltration pulmonaire, oedeme myocardique, cérébral, musculaire, congestion
hépatique...). Une autre explication a la gravité de ce syndrome oedémateux pourrait étre I’augmentation de
la distance séparant les cellules de la microcirculation (vaisseaux de taille inférieure a 150 pm, comprenant
artérioles, capillaires et veinules, site préferentiel d’échange entre circulation et tissus). L’oxygénation
tissulaire est le résultat de la diffusion passive des gaz a travers les membranes cellulaires selon leur gradient
de concentration. L’augmentation de volume de I’interstitium suite a I’accumulation d’eau risque donc de
diminuer la quantité d’oxygéne disponible pour les cellules. Ce défaut local d’oxygénation peut étre aggrave
par la diminution du débit sanguin.

Au sein du parenchyme pulmonaire, 1’augmentation du volume intravasculaire entraine une infiltration
parenchymateux dépassant les capacités lymphatiques, puis une diffusion liquidienne vers I’alvéole,
conduisant a une faible diffusion des gaz responsable d’une hypoxémie!®. Ainsi les patients admis pour
Syndrome de Détresse Respiratoire Aigu et présentant une eau pulmonaire et un index de perméabilité
vasculaire pulmonaire élevés, évalués par thermodilution transpulmonaire, présentaient un pronostic moins
favorable®®. Dans 1’étude FACTT, I’utilisation d’une stratégie restrictive d’administration des fluides chez
des patients présentant un Acute Lung Injury améliorait 1’oxygénation et diminuait la durée de ventilation

184

mécanique*®*. Au niveau cardiagque, I’infiltrat myocardique peut se traduire par une diminution de la force
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contractile cardiaque avec une altération de la conduction de I’influx électrique, pouvant conduire a
I’apparition d’un défaut d’inotropisme et/ou de troubles conductifs majeurs, responsables in extremis d’un
choc cardigénique. Il a ainsi été démontré dans des modéles murins d’insuffisance cardiaque post-ischémique
que la présence d’cedéme cardiaque était associée a une altération de la fonction ventriculaire gauche®®®.
Environ 50% des patients en choc septique présentent une cardiomyopathie septique avec altération de la
fonction ventriculaire gauche!®187 1 ’infiltrat oedémateux cardiaque pourrait donc participer ou aggraver
cette défaillance. La défaillance cardio-circulatoire est un élément majeur au sein de I’altération de la
perméabilité vasculaire, a la fois cause et conséquence de celle-ci. En effet ,la défaillance circulatoire initiale
nécessite une expansion volémique qui peut parfois outrepasser les objectifs, conduisant a une hypervolémie
majorant la fuite capillaire. L’exceés de remplissage vasculaire a été récemment demontré comme
indépendamment associé a une dégradation du glycocalyx au cours du sepsis, avec augmentation des produits
de dégradation : heparan sulfate et syndecan-1, mais également associé a la mortalité dans I’analyse
rétrospective d’une cohorte de plus de 23 000 patients admis pour sepsis ou choc septique!®18® Dans cette
derniére étude, une expansion volémique supérieure a 5L était associée a la mortalité, independamment de la
gravité du patient. Une étude expérimentale de choc endotoxinique mettait en évidence que 1’administration
de fluides d’expansion volémique induisait une augmentation de la dysfonction vasculaire avec augmentation
des besoins en noradrénaline!®. La encore on peut émettre I’hypothése que la dégradation du glycocalyx
intervient dans la pathogenie de cette dysfonction vasculaire puisque celui-ci est indispensable a la perception
des shear stress du flux sanguin, et a la vasoréactivité associée. De plus, I’hypervolémie induit elle-méme une
diltation des cavités cardiaques avec sécrétion de peptide natriurétique toxique pour le glycocalyx*®. Enfin,
I’altération de la fonction ventriculaire droite peut survenir au cours du choc septique, engendrant une
congestion veineuse et donc une augmentation du gradient de pression hydrostatique transcapillaire!®?. Ce
raisonnement peut étre transposé a la plupart des organes vitaux, et tout particuliérement les organes
encapsulés ne disposant que de peu d’espace de dilatation. Ainsi,|’augmentation de la pression tissulaire rénale
induit une diminution du débit de filtration rénale et de la perfusion sanguine, réalisant un véritable
« syndrome du compartiment rénal »%. Dans une cohorte de plus de 1000 patients en choc septique, Payen
et al mirent en évidence qu’une balance hydrique positive était associée a une plus grande incidence d’Acute
Kidney Injury et que I’association AKI et balance hydrique était un marqueur indépendant de mortalité avec
un hazard-ratio de 1.20**4. De méme au niveau du foie, I’engorgement des sinusoides hépatiques pourrait étre
reponsable d’une diminution de la fonction hépatique, et participer a 1’atteinte hépatique fréquemment
observée au cours du choc septique!®,

La gestion de la volémie au cours du choc septique est donc un enjeu important et difficile. L hypovolémie
est responsable d’une diminution de la pré-charge cardiaque et donc d’une inadéquation entre le débit

cardiaque et les besoins métaboliques, responsable d’une aggravation du pronostic. A I’inverse comme nous

34



venons de le voir, I’hypervolémie est reponsable d’un syndrome oedémateux et d’une dysfonction d’organe

corrélées au mauvais pronostic'®. L’utilisation de marqueur performant pour évaluer la volémie est donc

primordiale.
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1.6.3. Patients critiques et balance hydrique

11 apparait donc que 1’accumulation de fluides au sein de 1’organisme induit une dysfonction d’organe et
puisse impacter sur la morbimortalité. Alsous et al identifiérent, il y a plus de 20 ans maintenant, que la balance
hydrique positive (> 500 mL) était associée a la mortalité dans une cohorte de 36 patients admis pour choc
septique!®. La balance hydrique correspond a la différence entre les entrées hydriques (perfusion
intraveineuse, expansion volémique, apports « parasites » ou « pirates » nécéssaires a la dilution des
traitements, alimentation, transfusion sanguine) et les sorties (diurese, saignement, aspiration digestive, pertes
insensibles cutanées, digestives ou respiratoires, épuration extra-rénale). Elle traduit I’accumulation de fluides
dans I’organisme et est donc un reflet indirect du syndrome oedémateux précédemment décrit. Le calcul du
bilan entrées-sorties, ou « balance hydrigue », est laborieux mais est bien corrélée a la gravité des patients.
Ainsi dans une autre eétude portant sur 42 patients admis pour sepsis ou choc septique, une balance hydrique
cumulée > 2,5L sur les 3 premiers jours était associée a la mortalité'?3, Dans une cohorte de 1800 patients
septiques, une balance hydrique positive était observée pour tous les patients dans les 48 premiéres heures.
Cependant, les patients survivants présentaient une négativation de leur balance hydrique a 72 heures, cette
derniére étant indépendamment associée a la mortalité*®®. De plus, dans une cohorte de 2600 patients en sepsis
sévere ou choc septique, la balance hydrique a 72 heures était associee a la mortalité, et ceci indépendamment
de la présence d’une insuffisance rénale aigué!®. D’un point de vue physiologique, et probablement un peu
simpliste, nous pouvons partir du postulat que les patients atteints d’un sepsis grave présentent a la phase
initiale une fuite capillaire intense, responsable d’un syndrome oedémateux. Puisque la gravité initiale entre

survivants et non-survivants étaient identiques dans ces études, nous pouvons émettre 1’hypothése que la
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capacité a régénérer la fonction endothéliale pourrait étre déterminante dans la survie en réduisant la fuite
capillaire et donc la morbimortalité.

Bien que la littérature se soit grandement concentrée sur la fuite capillaire et la balance hydrique au cours
du choc septique, ces altérations ne sont pas limitées a cette catégorie de patient critique. Les patients
présentant un choc cardiogénique réfractaire nécessitant une assistance cardiaque par ExtraCorporeal
Membrane Oxygenation (ECMO) présentent une mortalité proche de 50% toutes étiologies confondues, et
une altération profonde de la microcirculation, tant en terme de densité vasculaire que de flux sanguins. Ainsi
Yeh et al mirent en évidence chez 48 patients sous ECMO veino-artérielle une diminution de la
microcirculation évaluée par microscopie in vivo sublinguale®®. La proportion de microvaisseaux perfusés
était méme plus performante que la lactatémie a prédire la mortalité. De plus, dans un autre travail,
Chommeloux et al observerent que les patients sous ECMO pour choc cardiogénique présentaient une
altération de la microcirculation importante avant 1’implantation de 1’assistance circulatoire, et que
I’incapacité a récupérer de cette altération sous 24 heures était associée a la mortalité?®l. Les patients sous
ECMO présentent une forte stimulation cytokinique réalisant un SIRS de tout premier ordre, renforcant les
similitudes physiopathologiques avec les patients septiques®??%, Deux travaux ont évalué I’impact de la
balance hydrique sur cette typologie de patients. Dans un premier travail, Schmidt et al observerent chez 115
patients traités par ECMO veino-artérielle qu’une balance hydrique positive a 72 heures était associée a la
mortalité?®. Ce travail mettait pour la premiére fois en évidence une telle association au cours du choc
cardiogénique réfractaire, mais présentait quelques limites. La principale était une sélection de patients
cantonnée aux survivants aux 72 premiéres heures d’admission, alors que le pic de mortalité de ces patients
se situe généralement dans les 3 premiers jours. Un autre travail rétropectif sur 406 patients identifiait
également la balance hydrique positive comme associée a la mortalité?®. Il apparait donc que 1’accumulation
de fluides est un bon reflet de la sévérité de ce type de patient. Il nous est cependant apparu que la littérature
était encore trop faible sur le sujet, notamment avant d’envisager toute stratégie thérapeutique de restriction
hydrique. Nous avons donc réaliser une étude de cohorte cherchant a confirmer I’association entre balance
hydrique et mortalité dans une population non sélectionnée de patients traités par ECMO veino-artérielle,
essayant de tenir compte des limites des 2 travaux rétrospectifs précédents. Nous avons de plus souhaité
¢valuer la pertinence de la prise de poids comme reflet plus simple de I’accumulation corporelle de fluide.

Ceci a fait I’objet de la premiere partie de ce doctorat, publiée dans la revue Shock.
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1.7. Place des solutés d’expansion volémique dans la fuite capillaire septique

Cette section a fait I’objet de la publication d’une mise au point dans la revue Réanimation en 2015 (Annexe

4)

Comme nous I’avons décrit plus haut, la gestion de la volémie est un élément majeur de la prise en charge
hémodynamique du choc septique, notamment a la phase initiale. En effet, il est indispensable de trouver la
volémie optimale afin d’éviter I’hypovolémie, responsable d’une hypo-perfusion d’organe par baisse du débit
cardiaque, mais également d’éviter I’hypervolémie pouvant conduire a la défaillance d’organe (cf supra)'92%¢,
La temporalité de la gestion volémique peut étre synthétisée par « sauvetage, optimisation, stabilisation et
désescalade ». A la phase initiale de « sauvetage », il est primordial de restaurer la volémie dite efficace par
I’administration « généreuse » de solutés d’expansion volémique (EV), afin de restaurer la précharge et donc
le débit cardiaque. Une fois la volémie restaurée, il est nécessaire d’affiner les paramétres hémodynamiques
par I’utilisation raisonnée de ces mémes fluides (phase d’« optimisation »). Pour cela, 1’utilisation de
parametres dynamiques de précharge dépendance est indispensable. En effet 'utilisation de critéres dits
« statiques », ¢’est a dire des mesures ponctuelles de certains parametres hémodynamiques tels que la pression
pulmonaire d’occlusion ou la pression veineuse centrale, n’est pas performante pour identifier une
hypovolémie répondant a I’expansion volémique!®?%, L utilisation de critéres dits « dynamiques » est en
revanche performante pour dépister les patients nécessitant une expansion volémique afin d’améliorer leur
débit cardiaque. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer 1’utilisation de la variation respiratoire de la pression

208 " |es variations respiratoires des diamétres des veines caves inférieures?® ou supérieures?'® a

pulsée
I’échocardiographie, I’augmentation du débit cardiaque aprés lever de jambe passif?!! ou encore le mini fluid
challenge. Et enfin les phases de « stabilisation » et de « désescalade » consistent a gérer si nécessaire
I’éventuel exces de fluides accumulé dans les tissus (diurétiques, épuration extra-rénale). L’ensemble de ces
différents éléments ne sera pas détaillé plus profondément car en dehors du spectre de notre travail. Nous nous
intéresserons en revanche a la nature du fluide administré dont les propriétés pharmacologiques peuvent

influer sur la fuite capillaire et la morbi-mortalite.

1.7.1. Volume et compartiment hydrique

L’utilisation de solutés d’EV a pour objectif de restaurer une volémie efficace au cours des situations d’états
de choc, que ce soit dans des situations d’hypovolémie absolue comme les hémorragies aigués ou les grandes
déshydratations (diarrhée, grands briilés...) ou lors de situations d’hypovolémie relative telles que les états
septiques graves'®2%, | a restauration de la volémie a pour objectif la normalisation de la précharge cardiaque

et donc I’amélioration du débit cardiaque jugé inadapté pour la condition observée.
Classiquement, 1’eau corporelle représente 60% du corps humain soit un volume d’environ 45L pour un
adulte male de 80 kg, répartie en environ 30L pour le compartiment intracellulaire et 15L pour le compartiment
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extracellulaire (comprenant le secteur vasculaire pour 20% soit 3L et interstitiel pour 80% soit 12L environ).
Seul le volume contenu dans le secteur vasculaire contribue a la circulation sanguine?'?. La diffusion de ’eau
et de certaines petites molécules comme les électrolytes du secteur vasculaire vers 1’interstitium s’effectue a
travers 1’endothélium capillaire et post-capillaire et est régie par la loi de Starling concernant les membranes
biologiques semi-perméables selon 1’équation précédemment décrite : Jv = K¢([Pc-Pi]-o[nc-mi]) ou Jv est le
débit net de fluides, Kt le coefficient de filtration dépendant de la membrane, P la pression hydrostatique, 7 la
pression oncotique et ¢ le coefficient de réflexion oncotique'’?'®, Comme nous 1’avons décrit plus haut
I’endothélium et son glycocalyx jouent un réle primordial en maintenant a distance, au sein de la lumiére
vasculaire, I’essentiel des ions et des protéines plasmatiques. Il en résulte un gradient de pression osmotique
et oncotique, généré par la différence entre le plasma et I’interstitium, ce méme gradient s’opposant a I’entrée
d’eau dans I’interstitium selon le gradient inverse de pression hydrostatique. Ceci a conduit a 1’élaboration de
différents solutés utilisables dans les situations de soins critiques. Dans cette section nous décrirons tout
d’abord les principes électrochimiques régissant certaines propriétés des solutés avant de décrire les différents
produits disponibles.

1.7.2. Equilibre acide-base : de la théorie a la pratique
Le milieu intérieur est finement régulé afin de maintenir le pH dans des valeurs extrémement proches de
7,40. Plusieurs systémes tampons permettent ceci : le CO., le HCOgz™ et différents autres tampons tels que
I’albumine et les phosphates. Plusieurs modéles tentent d’expliquer le role de ces tampons et comment la
variation de leur concentration permet de maintenir le pH dans des valeurs physiologiques. Le modele le plus
connu est celui d’Henderson-Hasselbach tel que :
pH = pKa + log[HCO3]/[CO;]
Dans ce modéle 1’augmentation des ions H" plasmatiques peut étre compensée par une augmentation de la
réabsorption de HCO3™ au niveau rénal ou une diminution de la PaCO; par hyperventilation. Se basant sur le
principe d’électroneutralité du plasma, 1’analyse des troubles acido-basiques peut dés lors étre complétée par
I’é¢tude du trou anionique. Ainsi, la somme des cations équivalant a la somme des anions, la différence entre
ceux couramment dosés est appelée « trou anionique » tel que :
TA = (Na*" + K") — (CI' + HCO3) = 16£4 mmol/I
Le calcul du TA permet ainsi de différencier une acidose par perte de bicarbonate (diarrhée, pertes rénales)
d’une acidose secondaire a I’accumulation d’un acide faible (anion) non dos¢ couramment (lactates, corps
cétoniques...) responsable de son augmentation. De méme, une augmentation massive de la volémie par un
soluté salé hyperchlorémique entrainerait une augmentation conjointe de chlore et de sodium mais une dilution
des ions bicarbonates responsable d’une acidose métabolique sans augmentation du trou anionique. Ce modele,
bien que simple pour appréhender les variations de pH, n’explique qu’imparfaitement 1’acidose
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hyperchlorémique et ne prend pas en compte les autres tampons physiologiques de I’organisme, notamment
les protéines. Dans les années 1980, Stewart développa un modele basé sur 3 principes fondamentaux :
I’existence d’une légére mais permanente dissociation de 1’eau en ions H* et OH", la loi de conservation des
masses et 1’électroneutralité du plasma®'4. Ainsi, le pH plasmatique dépend de trois variables indépendantes :
la différence entre anions et cations forts, appelée le « strong ion difference » ou SID, la PaCO; et la quantité
d’acides faibles totaux Atot (albumine, phosphate, globuline) (figure 13) et de trois constantes : S la constante
de solubilité du CO, (S=0,0306), K1 la constante de dissociation apparente du CO, (pK1=6,103) et Ka la
constante de dissociation effective des tampons non volatiles. Une maniere simplifiée d’appréhender le
modéle de Stewart consiste a le formuler mathématiquement tel que :
pH = pK1 + log[(SID - Atot / (1+10PK&PH)) /(S x PaCO,)]
ou SID =40 £ 2 mEq/I

Cations Anions
Figure 13 : représentation schématique du modéle de Stewart.
La somme des cations et des anions est toujours équivalente
Nat | = ar dans le plasma. SID : Strong lon Difference ; a : apparent ; e :

effectif.

Lactates

Anions indosés SI Da
A
Phosphate

K* Albuminate S| De

2+
Ca HCO;
Mgb

La démarche physiologique et mathématique aboutissant a cette équation simplifiée peut étre approfondie par
la lecture de la trés bonne revue écrite par HE Corey?®,

Ainsi, une diminution du SID sera associée a une acidose tandis qu’une diminution des acides faibles tendra
vers ’alcalose métabolique. Par définition, le SID d’une solution salée a 0,9% est de 0 mEq/Il. Le SID du
plasma étant d’environ 40 mEq/L, son administration en grande quantité sera donc responsable d’une acidose
métabolique avec hyperchlorémie par diminution du SID. A contrario, I’utilisation d’un soluté présentant un
SID physiologique de 40 mEg/Il ne suffirait pas a maintenir un équilibre acido-basique normal du fait de la
dilution des acides faibles Atot et induirait donc une alcalose. L utilisation de solutés présentant un SID de 24
mEq/l semble un équilibre acceptable?!®.

Une autre information donnée par la théorie de Starling est la Strong lon Gap (SIG). En effet, en raison de

I’¢lectroneutralité du plasma, nous pouvons formuler 1’équation :
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Na* + K* + Ca** + Mg? = ClI'+ HCO3 + A"+ XA
Ou A acides faibles et XA™ anions indosés
Devenant apres réarrangement
(Na* + K* + Ca?* + Mg?") - (CI'- XA") =HCO3 + A’

La partie gauche de 1’équation peut étre simplifi¢ au SID dit apparent (SIDa) ou XA est alors réduit au seul
lactate. Dans ce cas 1’équation ne prend pas en compte certains anions. La partie droite est appelée SID effectif
(SIDe) et prend en compte les acides faibles tel que A" = albuminates + phosphates. A 1’état normal, la
difference entre les SIDa et SIDe, ou SIG, est nulle. Tout comme dans le calcul du trou anionique, une

augmentation du SIG peut correspondre a une accumulation d’anions indosés.

Dans I’idéal un soluté¢ d’EV devrait permettre une restauration de la volémie efficace sans augmenter la
fuite capillaire vers le secteur interstitiel, sans effet secondaire métabolique et a moindre codt. Actuellement
les solutés disponibles sont classés en cristalloides (contenant de I’eau et des ions) ou colloides (contenant de
I’eau, des ions et des macromolécules). En fonction de leur composition ionique ils sont également classes en

balancés et non balancés.

1.7.3. Les cristalloides

Les principales caractéristiques physico-chimiques des cristalloides courants sont présentées dans le
tableau 2. Conformément au modeéle de Starling évoqué précédemment, tous les cristalloides présentent une
durée d’action limitée d’environ 1 a 2 h, temps nécessaire a I’équilibration des volumes de part et d’autre de
la membrane capillaire. Le pouvoir d’expansion est de ’ordre de 20% du volume perfusé nécessitant la
perfusion de volume parfois important pour restaurer une volémie efficace pouvant donc exposer au risque de
fuite capillaire importante, a une hypothermie en cas d’administration de produits non réchauffés et a des
troubles de dilution du milieu intérieur?’’. Le rendement volémique peut toutefois étre meilleur dans les
situations d’hypovolémie comme démontré lors d’administration de ringer-acétate apres séquestration
sanguine chez des volontaires sains?'®. Ce principe est transposable a toute situation d’hypovolémie, ot dés
lors la pharmacocinétique des cristalloides se rapproche d’un pouvoir d’expansion volémique de 100%,

puisqu’il a pour objectif la compensation du volume sanguin efficace perdu.
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Composition [ Plasma NaCl Ringer Isofundine® | Plasmalyte®
0,9% Lactate

Na* 140 154 130 145 140

K* 4 0 5,4 4 )

Mg?* 1 0 0 1 15

Ca?* 2,2 0 1,8 2,5 0

Cl 100 154 111 127 98

lactates 1 0 21,7 0 0

Malate 0 0 0 5

Acétate 0 0 0 24 27

Pyruvate 0 0 0 0 0

Gluconate 0 0 0 0 23

Osmolarité 285 308 276,8 309 295

pH 7,40 4,5-7 6-7,5 5,1-5,9 6,5-8

SID in vivo 40 0 28 29 50

Tableau 1 : composition des principaux solutés cristalloides disponibles en France, exprimée

en mmol/l sauf pour SID en mEqg/I et osmolarité en mosm/I.

1.7.3.1. Serum salé a 0,9%
Parmi les cristalloides, le NaCl 0,9% est probablement encore le soluté le plus utilisé. Il est constitué d’eau,
de 154 mmol/L de sodium et de 154 mmol/L de chlore. Il présente donc in vivo un SID nul, responsable d’une
acidification du milieu intérieur, et une charge chloree élevée pouvant induire des effets secondaires sur la

fonction rénale et I’inflammation comme nous le verrons plus tard.

1.7.3.2. Cristalloides balancés
Les solutés dits balancés présentent une charge en chlore réduite. L’ ¢lectroneutralité de la solution est
assurée par la présence d’un anion organique métabolisable. Leur SID in vitro est de 0 mEg/L (il y a autant
de cations que d’anions dans la solution), mais la métabolisation trés rapide de ’anion organique est

responsable d’un SID in vivo du soluté autour de 30 mEg/L. Sont actuellement disponibles en France les
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solutés de Ringer-Lactate (RL, contenant du lactate), de malate-acétate (Isofundine® IF, B Braun) et de
gluconate-acétate (Plasmalyte® PL, Baxter).

1.7.3.2.1. Ringer lactate

La composition exacte du RL varie d'une préparation a I'autre mais reste proche de celle du plasma avec
une charge chlorée réduite par rapport au NaCl 0,9%. Son SID est de 28 mEg/L. La réduction de la charge
chlorée est permise par la présence de lactate qui est rapidement métabolisé, principalement par le foie et le
rein. Son osmolarité, de 276 mosm/L in vitro, est plus faible encore in vivo, pouvant atteindre les 250 mosm/L
et le contre indique théoriquement en cas de traumatisme cérébral. Les conséquences sur 1’osmolalité
plasmatique restent malgré tout probablement faibles. En effet, I’administration de 50 mL/kg chez des
volontaires sains induisait une diminution de seulement 4+3 mosm/kg, réversible en 1 heure?*®. De méme, son
utilisation (20mL/kg/h) lors de chirurgie rachidienne majeure en comparaison au NaCl 0,9% chez 30 patients
induisait uniquement une baisse modérée de la natrémie (136+4 mmol/L versus 143 4 mmol/L) 6 heures
aprés la chirurgie, réversible sous 6 heures??®. Une augmentation modeste de la PaCO; était également
observée, probablement en rapport avec la métabolisation hépatique du lactate en bicarbonate, mais avec un
maintien du pH dans des valeurs plus physiologiques que dans le groupe NaCl 0,9%. Enfin, malgré la présence
de potassium il n’existe pas de risque surajouté d’hyperkaliémie avec son administration. En effet, dans une
étude randomisée en double aveugle portant sur 51 patients, son administration au cours de transplantations

rénales en comparaison avec du NaCl 0,9% induisait moins d’hyperkaliémie et d’acidose métabolique??.

1.7.3.2.2. Malate acétate et gluconate acétate

De méme que le RL, leur composition approche celle du plasma. L’électroneutralité est cette fois assurée
par de I’acétate et du malate ou du gluconate. I1 est probable que la plus grande partie du malate et de I’acétate
perfusés intégre le cycle de Krebs en étant transformé en oxalocétate par la malate deshydrogénase pour le
malate ou en participant a la formation d’acetyl-CoA pour ’acétate. Le gluconate est lui éliminé par voie
rénale sous forme inchangée a hauteur de 60 a 85%. Malgré un SID théorique de 50 mEg/L, I’utilisation du
gluconate-acétate en pratique courante ne se traduit pas par une alcalose métabolique®?®??® et son
administration chez des patients bénéficiant d’une transplantation rénale provoquait moins d’hyperkaliémie

et moins d’hyperchlorémie que le NaCl 0,9%2%.

1.7.3.2.3. Impact clinique des solutés balancés
1.7.3.2.3.1. Impact sur la fonction rénale
Les solutés riches en chlore tels que le NaCl 0,9% pourraient présenter une toxicité par vasoconstriction

artériolaire rénale secondaire a 1’augmentation de la réabsorption tubulaire du chlore. La quantité plus
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importante de chlore délivrée a la macula densa activerait le feedback tubulo-glomérulaire, un processus
physiologique régulant le débit de filtration glomérulaire et impliquant 1’angiotensine-222°22", Ce feedback
déclenche la vasoconstriction de 1’artériole afférente, la contraction du mésangium et donc la diminution de
la filtration glomérulaire. Dans une étude randomisée contrélée, la perfusion de 2 litres de NaCl 0.9% chez
des volontaires sains provoquait une diminution significative des vélocités sanguines mesurées dans 1’artére
rénale et de la perfusion tissulaire corticale par rapport a ceux qui avaient recu du Plasmalyte®??, Enfin, la
charge chlorée pourrait favoriser la libération de thromboxane, ayant un effet vasoconstricteur.

Plusieurs études ont ainsi exploré I’'impact du NaCl 0,9% versus d’autres solutés balancés sur la fonction
rénale. Dans une étude de cohorte avant-apres portant sur 1533 patients de réanimation non sélectionnés
(moins de 10 % de sepsis), 760 patients ont recu des solutés de perfusion selon les habitudes du service pendant
la période contrdle de 6 mois, essentiellement des solutés riches en chlore (NaCl 0.9%, gélatines, aloumine
0.4%). Apres une période dite de formation sur les solutés balancés, 773 patients ont recu des solutés pauvres
en chlore sur 6 mois (période interventionnelle). En comparant ces deux périodes, 1’augmentation de la
créatininémie moyenne pendant le séjour en réanimation était respectivement de 22,6 umol/l versus 14,8
umol/l (p = 0,03). L’incidence des insuffisances rénales aigues de type « injury » et « failure » définies selon
la classification RIFLE a diminué de 14 a 8,4%, (p < 0,001) et la nécessité du recours a une épuration extra-
rénale a diminué de 10 & 6,3% en faveur des solutés balancés??. Dans une étude de cohorte, Sen et al mirent
en évidence une corrélation entre la charge chlorée et 1’apparition d’une insuffisance rénale aigué et la
mortalité chez 4710 patients de réanimation nécessitant une expansion massive dans les 24 premieres heures
(> 60 mL/kg)?°. Selmer et al ne mirent pas en évidence de différence sur I’agression rénale chez 974 patients
de réanimation entre NaCl 0,9% et solutés balancés?®!. Ces mémes auteurs randomisérent par la suite15 802
patients admis en réanimation entre NaCl 0,9% et solutés balancés. L utilisation de NaCl 0,9% était associée
a un risque majoré d’événements rénaux majeurs (décés, épuration extra-rénale, insuffisance rénale
persistante). L’analyse en sous-groupe des 15% de patients septiques objectivait un bénéfice plus important
des solutés balancés dans ce groupe (OR 0,8 [0,67-0,94])%%2. De méme, dans une étude paralléle a cette
derniére, les auteurs randomisérent 13 347 patients admis au service d’accueil des urgences, et ensuite
hospitalisés en service conventionnelle, entre solutés balancés et non balancés. lls observérent également une

diminution des événements rénaux majeurs avec les solutés balancés (OR 0,82 [0,70-0,95])%%3.

1.7.3.2.3.2. Impact sur I’équilibre acido-basique
Les résultats sont conséquents sur 1’équilibre acido-basique avec une acidose hyperchlorémique fréquente
chez les patients ayant recu du NaCl 0,9% lors de différentes situations : contexte péri-opératoire,
transplantation rénale, rhabdomyolyse?**2%, Ces études ont montré une diminution du taux plasmatique de

bicarbonate, du SID et du pH associée a une augmentation de la chlorémie. Une acidose hyperchlorémique

43



compliquée d’acidémie peut survenir lorsqu’une quantité importante de NaCl 0,9% (20 mL/kg/h) est perfusée
sur une courte durée, et se corrige spontanément en quelques heures. Les conséquences cliniques de ce
déséquilibre acido-basique sont discutables. Néanmoins, il est licite d’émettre 1’hypothése qu’une acidose
hyperchlorémique acquise dans un contexte d’agression majeure ou d’acidose sévere préexistante
(acidocétose diabétique, état de choc) puisse étre un facteur aggravant. Dans des modeles animaux de choc
septique, l'instauration d'une acidose hyperchlorémique augmentait le processus inflammatoire et réduisait la
survie des animaux®°24, Malheureusement, aucune étude prospective de méthodologie satisfaisante n’a
évalué spécifiquement les conséquences de 1’acidose hyperchlorémique, avec ou sans acidémie, chez des
patients de réanimation. Une étude rétrospective portant sur 3116 patients présentant un SIRS, post-opératoire
ou non, comparait les patients ayant recu au moins 500 ml de NaCl 0,9% et ceux ayant re¢u au moins 500 ml
de solutions balancées. Les patients du groupe NaCl 0,9% présentaient plus freqguemment une acidose
hyperchlorémique, une mortalité plus importante (3,27 versus 1,03%, p<0,001) et plus de dysfonctions
d'organes?*?. Dans le contexte d’acidocétose diabétique, une premiére étude randomisée controlée a montré
qu’une réhydratation par gluconate-acétate était associée a une chlorémie plus basse et a un taux de
bicarbonate plus élevé comparativement & une réhydratation par NaCl 0,9%2%. Pour finir, dans une méta-
analyse portant sur 9 études randomisées et 871 patients chirurgicaux, I’utilisation per-opératoire de NaCl 0,9%

était associée a une diminution du pH et du base excess?*,

1.7.3.2.3.3. Impact sur la coagulation

Les effets sur la coagulation ont été étudiés dans un certain nombre d’indications : contexte péri-opératoire,
transplantations hépatiques et rénales, chirurgies gynécologiques, pancréatiques et hépato-biliaires. Il semble
que les saignements et les besoins transfusionnels soient équivalents chez les patients traités par NaCl 0,9%
et ceux traités par Ringer lactate. Ce résultat pourrait étre différent dans les populations a haut risque
hémorragique. Dans une étude randomisée, en double aveugle, concernant des patients bénéficiant d’une
chirurgie d’un anévrisme de 1’aorte abdominale, les besoins transfusionnels étaient significativement plus
importants dans le groupe « NaCl 0,9% » que dans le groupe « Ringer lactate »%*. Cette tendance a un risque
de saignements plus importants chez les patients a haut risque hémorragique semble se confirmer dans une

méta-analyse?*®.

1.7.3.2.3.4. Impact sur le processus inflammatoire
Une notion moins connue est I’effet potentiellement bénéfique des solutés balancés sur 1’inflammation.
Des études mirent en évidence une réduction du processus inflammatoire chez des patients admis pour

pancréatite aigiie recevant du Ringer lactate versus NaCl 0,9%2%¢24’_ Dans un modeéle in vitro de macrophages
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stimulés au LPS, il a été montré une augmentation du facteur de transcription NF-xB dans les cellules

soumises a une acidose hyperchlorémique®*®,

Au total, le NaCl 0,9% est un soluté riche en chlore et donc a risque de lésion rénale des lors que les
volumes utilisés sont significatifs (dés 500 mL par jour)?*. L utilisation de solutés pauvres en chlore, dits

balancés, parait donc licite afin de réduire I’impact sur la morbi-mortalité, a un co(t raisonnable.

1.7.4. Les colloides
Les colloides sont des solutés d’expansion volémique riches en molécules de haut poids moléculaire, et

donc en théorie ne diffusant que peu a travers la barriere endothéliale. Ils seraient ainsi censés limiter la fuite
de volume vers 'interstitium afin d’améliorer le pouvoir d’expansion volémique tout en limitant I’cedéme
tissulaire. Les hydroxyethyl amidons (HEA) sont des solutés d’expansion volémique composés d’eau, d’ions
et de macromolécules de haut poids moléculaire a base de sucres complexes. Plus le poids moléculaire est
élevé et plus la pression oncotique, et donc le pouvoir d’expansion volémique, sont élevés. Les HEA récents
sont obtenus aprés modification d’un polymére de glucose naturel provenant du mais (Voluven®) ou de la
pomme de terre (Restorvol®) : I’amylopectine. Afin de limiter la dégradation de ce sucre par I’amylase
plasmatique, la molécule d’HEA présente une hydroxylation sur certaines molécules de glucose, diminuant
ainsi ’accessibilité de ’HEA a I’enzyme. Ainsi plus le taux de substitution est €leve, plus I’effet est prolongé.
Ces solutés présentent donc théoriquement un effet supérieur aux solutés cristalloides. Cependant plusieurs
études récentes ont mis en évidence une association entre utilisation d’HEA et morbi-mortalité en réanimation,
notamment lors du sepsis. Dans I’étude CHEST, Myburgh et al randomiserent 7000 patients de réanimation
entre Voluven® et NaCl 0,9%. L utilisation de Voluven® était associée a une augmentation de I’incidence
d’insuffisance rénale aigué et a plus d’effets indésirables (prurit, rash cutané, autres)?°. Dans 1’étude 68,
Perner et al randomisérent 800 patients septiques entre Voluven® et ringer acétate. L utilisation d’HEA était
associée a une augmentation de la mortalité, de ’incidence d’insuffisance rénale aigu€¢ et de saignement
majeur®!. Les HEA induisent en effet un certain nombre d’effets secondaires :

- Insuffisance rénale par vacuolisation tubulaire rénale, lésion oncotique intra-glomérulaire,

augmentation de la viscosité urinaire
- Altération de I’hémostase avec diminution du facteur von Willebrandt, diminution du facteur V1II,
diminution de la polymérisation de la fibrine
- Reéaction anaphylactique
Ces effets secondaires et les études au cours du sepsis ont conduit a la non recommandation d’utilisation

de ce soluté lors du sepsis par les sociétés savantes® et le retrait de ’autorisation de la mise sur le marché

dans cette indication par la Haute Autorité de Santé, cantonnant son utilisation aux hémorragies séveres
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résistantes aux cristalloides®2. Plus récemment, Futier et al. randomisérent Voluven® et NaCl 0,9% pour la
gestion hémodynamique péri-opératoire de patients bénéficiant de chirurgies majeures. Parmi les 775 patients
randomisés, aucune différence significative n’était retrouvée en termes de mortalité ou de complications post-
opératoires®®3, Dans une méta-analyse portant sur 55 essais cliniques et 27 000 patients, les patients
bénéficiant d’HEA présentaient un risque majoré de mortalité & 90 jours®®* tandis qu’une autre méta-analyse
sur 30 000 patients identifiait I’utilisation d’HEA comme facteur de risque de transfusion et d’épuration extra

rénale?®

, rendant méme discutable leur utilisation hors sepsis. Les autres colloides disponibles en France sont
la gélofusine et I’albumine. Aucune étude a ce jour n’a démontré d’effet bénéfique a leur utilisation, limitant
donc également I’intérét de leur utilisation pour le moment?>>2%,

En dehors de ces effets indésirables, I’intérét pharmacodynamique de ces molécules est questionnable dans
les situations septiques avec fuite capillaire. Car si ’intégrité de la barriére endothéliale est censeée assurer le
maintien de la molécule d’HEA dans la lumiére vasculaire, la dégradation du glycocalyx et 1’altération des
jonctions intercellulaires, comme exposé précédemment, ne garantissent plus cette séquestration
intravasculaire, exposant la molécule a une diffusion vers I’interstitium et donc a un effet inverse de celui
escompté. Dans un modéle d’ischémie-reperfusion coronaire chez le cochon, avec en sus une altération du
glycocalyx par des héparanases, Rehm et al ont démontré que tous les colloides (HEA et albumine) diffusaient
de fagon similaire aux cristalloides a travers les vaisseaux, réduisant de ce fait I’intérét pharmacodynamique
de ces molécules'®®. Ceci peut également étre indirectement appréhendé dans 1’étude 6S portant sur des
patients séveres en sepsis (84 % de choc septiques, IGS moyen a 50), ou la quantité de fluides administrés
pour la réanimation était identique entre le groupe HEA et le groupe cristalloide?®®. 11 en était de méme dans
I’étude FLASH avec une différence minime de 250 mL d’apports sur les 24 premiéres heures apres chirurgie
abdominale majeure entre Voluven® et NaCl 0,9 (1250 vs 1500 mL, p=0.006)>3.

Au total, il n’existe actuellement pas en pratique clinique de fluide idéal permettant une expansion
volémique satisfaisante, avec des effets secondaires minimes et un cofit raisonnable. Parmi I’existant, les

cristalloides balancés semblent étre le meilleur compromis.

1.7.5. Solute de lactate de sodium molaire
1.7.5.1. Metabolisme du lactate
Le lactate est un métabolite intermédiaire important situé au carrefour de plusieurs voies métaboliques. Il
peut étre produit par un grand nombre de cellules, résultant en une production horaire de I’ordre de 1
mmol/kg/h au repos. Cette production est contrebalancée par une élimination extrémement efficace du
compartiment sanguin, essentiellement grace a la captation du lactate par des organes métaboliseurs, et a

minima par son excrétion rénale®®’.
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La production de lactate résulte principalement de la transformation cytosolique du pyruvate grace a la
pyruvate deshydrogenase selon la réaction : pyruvate + NADH + H" < lactate + NAD®. Cette enzyme
présente une activité basale intense, permettant de maintenir un taux cytosolique de pyruvate bas, avec un
ratio lactate/pyruvate supérieur a 10 en situation normale. Le pyruvate provient essentiellement de la glycolyse
dont il est le produit final, destiné ensuite a intégrer le cycle de 1’acide citrique ou cycle de Krebs permettant
la production par oxydation d’environ 36 molécules d’ATP pour une molécule de pyruvate (figure 14). Ainsi
toute accumulation de pyruvate dans le cytosol (exces de glycolyse, défaut du cycle de Krebs, inactivité de la
pyruvate deshydrogénase) se traduit par une hyperlactatémie. Cette étape de transformation du pyruvate en
lactate est d’ailleurs essentielle a la glycolyse puisqu’elle permet la régénération d’un NAD* a partir du
NADPH, accepteur d’électrons indispensable a 1’activité de la phosphotriose deshydrogenase, une enzyme clé

de la glycolyse.

ATP—» ADP ATP —» ADP (+)AMP, P, & () ATP, H+
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Phosphoenolyravate Figure 14 : représentation schematique du

2 ADP métabolisme du glucose. D’aprés Levy et al
Curr Opin Crit Care 2006.
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Le lactate ainsi produit dans les tissus a fort métabolisme glycolytique, comme le muscle, est ensuite
transporté par voie sanguine jusqu’a des organes métaboliseurs. Ce processus, indispensable a la clairance
plasmatique du lactate, est appelé « trafic » ou shuttle du lactate®®®. Ainsi le lactate peut étre capté par le foie
ou le rein afin d’étre retransformé en glucose via la néoglucogenése dans ce qui constitue le cycle de Cori®®°.
L’autre voie de métabolisation du lactate est son oxydation mitochondriale gréce au cycle de Krebs ou cycle
de ’acide citrique. Le lactate est alors transformé en pyruvate puis métabolisé par le cycle de Krebs au sein
de la mitochondrie, lequel en collaboration avec la chaine respiratoire va permettre la production d’énergie
avec un rendement de I’ordre de 32 a 36 molécules d’ATP par molécule de lactate. Il est important de noter
qu’en comparaison, la glycolyse ne produit au final que 4 molécules d’ATP par molécule de glucose. Le site
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d’oxydation du lactate peut intervenir dans un organe distant de son site de production, toujours selon le
concept du trafic du lactate. Ainsi par exemple le cerveau peut oxyder le lactate produit par le muscle.
Cependant la théorie de la compartimentalisation énergétique myocytaire répond a la fois a I’augmentation de

260 Ceci peut étre

production de lactate par la cellule musculaire et I’augmentation de sa captation métabolique
expliqué par la présence au sein de la mitochondrie du complexe mLOC (mitochondrial Lactate Oxidation
Complex). Le mLOC est composé d’une lactate déshydrogénase permettant la transformation du lactate en
pyruvate apres son transport dans la mitochondrie par un transporteur MCT (monocarboxylate transport).
Ainsi cette oxydation se fait au sein de la mitochondrie, en dehors du cytosol, et permet a la fois la glycolyse
avec transformation du pyruvate en lactate dans le cytosol (compartiment glycolytique), et a la fois 1’oxydation

du lactate par le cycle de Krebs dans la mitochondrie (compartiment oxydatif)?51-2* (figure 15).
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Figure 15 : représentation schématique du trafic du lactate. Le lactate produit par le muscle au cours de
I’effort ou du stress peut tre métabolisé a distance soit en glucose (foie, rein), soit oxydé par les organes
a fortes dépenses énergétiques (coeur, cerveau), ou bien utilisé directement sur site par le muscle gréace
a la « compartimentalisation » oxydative. D’aprés Garcia-Alvarez Crit Care 2014.
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Le lactate constitue donc une source primordiale d’énergie pour de nombreux organes, notamment lors des

situations de stress.

1.7.5.2. Cceur et lactate
La captation et 1’oxydation myocardique du lactate augmentent significativement au cours de 1’exercice
physique, mais également lors d’une élévation de la post-charge ou de la fréquence cardiaque suggérant un
intérét énergétique de ce métabolite en situation physiologique?®®>2%. Au cours des états de choc, des données
experimentales suggerent également un réle essentiel du lactate dans le fonctionnement cardiovasculaire.
Ainsi dans un modéle expérimental murin de choc hémorragique, la perfusion de lactate était associée a une

meilleur performance cardiaque ex vivo?®’

. Dans ce travail, I’activité pyruvate deshydrogenase était réduite de
20 a 30% et 1’ajout de lactate n’augmentait pas la synthése d’acetyl-COA mais directement celle
d’intermédiaires du cycle de Krebs comme le succinyl-CoA, suggérant que le lactate pouvait alimenter ce
cycle indirectement. Les concentrations de lactate ajoutées dans ce modele étaient de 1’ordre de celles
retrouvées dans le plasma de patients en états de choc, suggérant un mécanisme plutét adaptatif que délétére
de I’hyperlactatémie des patients critiques. De méme, la privation de lactate, toujours dans un modeéle de choc
hémorragique, induisait une diminution du fonctionnement cardiaque®®. Dans un modele expérimental
endotoxinique au LPS, Levy et al mirent en évidence que la privation en lactate par du dichloroacétate ou de
I’ICI-118551 entrainait une diminution de la production tissulaire d’ATP associée a une diminution du débit
cardiaque et de la pression artérielle, conduisant au décés des animaux2®. La supplémentation par du lactate
exogene abolissait ces effets négatifs, confirmant la place primordiale de ce substrat énergétique dans le
fonctionnement cardiovasculaire des états de choc. Chez I’Homme, Nolas et al observéerent que
I’administration de lactate de sodium chez le volontaire sain entrainait une amélioration de la fonction
cardiaque par rapport a un soluté de chlorure de sodium de tonicité similaire, avec amélioration du pic
systolique de I’anneau mitral a 1’échocardiographie?’®. La méme équipe avait également mis en évidence
précédemment que 1’administration de lactate de sodium semi-molaire chez des patients en insuffisance
cardiaque aigué était associée a un meilleur débit cardiaque et une meilleure fonction ventriculaire droite
(TAPSE) par rapport & un soluté salé non hypertonique?’:. 1l apparait donc que le lactate est une source
d’énergie importante pour le myocarde en condition physiologique, mais également lors de situations critiques
ou il pourrait alimenter le cycle de Krebs via plusieurs mécanismes. Le premier mécanisme est la conversion
classique de lactate en pyruvate lui-méme converti en acetyl-CoA et/ou en oxaloacétate. Le second est la
production de corps cétoniques (3-hydroxybutyrate et d’acétoacétate), essentiellement par les hépatocytes, a
partir de I’acetyl-CoA, dérivant lui-méme de la décarboxylation oxydative du pyruvate par la pyruvate
deshydrogénase ou de la B-oxydation des acides gras libres. Ceci est probablement particulierement intéressant
chez les patients critiques ol un déficit en activité pyruvate deshydrogenase peut étre observé?’2, les corps
cétoniques étant alors retransformés en acetyl-CoA dans le myocarde et le cerveau pour alimenter le cycle de
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Krebs. Plusieurs travaux ont en effet démontré que les patients en insuffisance cardiagque chronique
présentaient une altération des voies énergétiques avec une downregulation de plusieurs enzymes impliquées
dans I’oxydation des acides gras libres, reSponsable d’une diminution de ces substrats dans 1’oxydation du
cycle de Krebs. Les corps cétonigues, essenticllement de 1’acétoacétate et du 3-hydroxybutyrate, devenaient
alors une source énergétique importante, responsable de plus de 25% de la production d’ATP?’3, Un essai
clinique récent a d’ailleurs démontré un impact positif sur la fonction cardiaque de I’utilisation de 3-
hydroxybutyrate chez des patients insuffisants cardiaques chroniques, avec augmentation du débit
cardiaque®’4.

Il apparait donc que le lactate est un métabolite important pour I’homéostasie énergétique du myocarde a
I’état physiologique tout comme chez les patients critiques et que sa métabolisation permet de pallier au déficit

énergétique des patients les plus graves.

1.7.5.3. Lactate et cerveau
Le lactate est également une source énergétique pour le cerveau. Il est produit par les astrocytes selon la
voie glycolytique puis oxyd¢ dans les neurones et peut représenter jusqu’a 25% de 1’énergie nécessaire durant
I’exercice physique®®*. Dans un modeéle murin de traumatisme cranien, I’utilisation de soluté de lactate de
sodium permettait une diminution de 1’cedéme cérébral (trés probablement de par ses propriétés hypertoniques)

mais également une amélioration de I’oxygénation tissulaire et surtout du ratio respiratoire mitochondrial?”.

Le lactate semble donc bien étre un substrat énergétique de premier ordre chez le patient critique,
notamment dans le sepsis ou la biodisponibilité énergétique peut faire défaut, avec a la fois une possible
insulino-résistance pour certains tissus rendant I’utilisation périphérique du glucose difficile, une altération de
I’oxydation des acides gras libres et un déficit en pyruvate deshydrogénase responsable d’une carence en
acetyl-CoA. Le lactate est actuellement disponible sous forme d’un soluté de lactate de sodium molaire 11,2%

produit par I’ Assistance Publique — Hopitaux de Paris.

1.7.5.4. Lactate et I’inflammation
Le lactate de sodium 11,2% est un fluide hypertonique avec une osmolarité de 2000 mosmol/L. 1l contient
23 g/L de sodium et 89 g/L de lactate et ne contient pas de chlore. Il répond donc a la définition d’un soluté
balancé. L’équipe U995 Lille Inflammation Research International Center a exploré I’impact de ce soluté
dans un modéle endotoxinique porcin. Les animaux étaient soumis a un stress endotoxinique par perfusion de
LPS d’Escherichia coli puis les animaux étaient perfusés par un soluté de NaCl 0,9% (contrdle isotonique),
de Bicarbonate de sodium 8,4% (contréle hypertonique balancé, osmolarité 2000 mosmol/L) ou de lactate de

sodium 11,2% pendant 5 heures. Le lactate de sodium était associé a une meilleure macro-hémodynamique
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comparativement avec le NaCl 0,9%, avec un meilleur index cardiaque et une meilleure pression artérielle
moyenne méme si ces valeurs ne différaient pas du groupe bicarbonate de sodium. Par contre les paramétres
micro-circulatoires étaient améliorés par le lactate de sodium versus le NaCl 0,9% mais également versus le
bicarbonate de sodium hypertonigue, avec une amelioration de la perfusion cutanée objectivée par laser avant
et aprés occlusion hyperémique. La balance hydrique et I’hématose (PaO2/FiO>) étaient également améliorées
par le lactate de sodium comparativement aux deux autres groupes, suggérant fortement un effet bénéfique
propre a ce soluté indépendamment de sa charge osmotique®’®. 1l est important de noter que dans ce travail la
glycémie des animaux traités par lactate de sodium était plus élevée, témoin de la métabolisation du lactate en
glucose par néoglucogenéese. Dans un second travail, les mémes auteurs réalisérent le méme modéle mais en
supplémentant les groupes non-lactates par une quantité énergétique en glucose équivalente a celle fournie
par le lactate (3,6 kcal/g). Ils observérent toujours une amélioration de la balance hydrique, de ’hématose et
de la microcirculation avec le lactate de sodium molaire versus NaCl 0,9% ou bicarbonate de sodium 8,4%,
mais également une amélioration du transport en oxygene et du débit cardiaque. Ce travail suggérait une
métabolisation rapide du lactate avec la formation précoce de pyruvate disponible pour I’oxydation dans le
cycle de Krebs, illustrant bien la non équivalence des substrats énergétiques, puisque la perfusion de lactate
aboutit a une production bien plus importante de pyruvate que celle d’une quantité calorique équivalente de
glucose dans les autres groupes®’’. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer les effets
bénéfiques du lactate de sodium dans ce modele. Comme nous 1’avons vu précédemment, la molécule de
lactate est utilisable par le coeur en situation de stress, soit par oxydation directe, soit via I’utilisation des corps
cétoniques. Ainsi sa perfusion pourrait améliorer la performance cardiaque en situation inflammatoire bien
que cela nécessite des investigations complémentaires. Ensuite, les effets bénéfiques sur la balance hydrique
peuvent expliquer I’amélioration globale des différentes fonctions (cceur, poumons, rein) comme nous I’avons
évoqueé précédemment. En revanche les mécanismes sous-tendant 1’amélioration de la balance hydrique par
le lactate de sodium ne sont pas éclaircis a ce jour. Il apparait néanmoins que la seule tonicité du soluté ne soit
pas responsable de I’ensemble des effets bénéfiques du lactate de sodium, puisque sa perfusion faisait mieux
que celle du contrdle hypertonique par bicarbonate de sodium 8,4%. Dans une étude prospective randomisée
chez 50 patients pédiatriques atteints de Dengue, I’administration de lactate de sodium 11,2% (5 mL/kg)
versus Ringer Lactate (20 mL/kg) était associée a une accumulation moindre de fluides et une diminution
modeste du marqueur d’activation endothéliale sSVCAM-1, suggérant un effet bénéfique sur I’endothélium. Si
une amélioration de la fonction endothéliale, comme suggérée par ce travail, pourrait expliquer la diminution
de la balance hydrique observée dans le modele endotoxinique, le mécanisme sous-jacent n’est pas établi. La
régulation du processus inflammatoire par le lactate pourrait étre une hypothése. En effet dans une étude
ancillaire, Duburcq et al, toujours dans leur modele porcin endotoxinique, mirent en évidence une diminution

des taux d’IL-6, mais pas de TNFa, par I’administration de lactate?’8. En dehors de ses propriétés métaboliques,
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le lactate présente un récepteur transmembranaire spécifique, le gpr81 ou Hydroxycarbocylic Acid Receptor
1 responsable de la transduction cellulaire. La liaison lactate/gpr81 permet notamment le recrutement de la
molécule ARRB2, responsable de I’inhibition du complexe protéique NRLP3 de I’inflammasome, réduisant
I’activation NF-xB et la production d’IL-1B%’°. Ainsi dans un modeéle de pancréatite chez la souris,
I’administration de lactate réduisait ce processus inflammatoire mais nécessitait son récepteur gpr81 pour
exercer cet effet protecteur, témoin de la transduction cellulaire du lactate dans I’inflammation systémique?°.
Il existerait deux voies principales de régulation de I’inflammation par le lactate. Une voie extracellulaire que
nous venons de décrire impliquant le récepteur membranaire gpr81 captant le lactate extracellulaire, et une
voie intracellulaire impliquant soit le lactate venant de la glycolyse cytoplasmique, soit le lactate diffusant
dans la cellule par les récepteurs spécifiques des carbohydrates MCT. Dans cette derniére voie, le lactate
intracytosolique pourrait favoriser 1’activation du facteur de transcription HIF-1a dans les macrophages, les

orientant vers un profil anti-inflammatoire?®° (figure 16).
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Figure 16 : place du lactate dans le profil inflammatoire des macrophages. D’apres Nolt et al Shock
2018.

Ainsi, il est probable que les effets du lactate de sodium sur le syndrome cedémateux soient dus au moins
en partie a la fois a 1’effet osmotique du soluté et a la réduction de processus inflammatoire. Nous ne

pouvons néanmoins écarter d’autres effets sur les voies régulant la perméabilité capillaire (cf supra).
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Toutes ces données proviennent d’expérimentation soit in vitro, soit d’'un modéle endotoxinique
présentant de nombreuses limites : activation unique de la voie TLR-4, clairance élevée de I’endotoxine,
stress intense d’emblée [...] avec une transposition faible au sepsis rencontré chez ’homme. A I’inverse,
Su et al observerent, dans un modele de péritonite ovin, des effets déléteres du lactate de sodium semi-
molaire en comparaison a divers solutés (Ringer lactate, NaCl 0,9%, NaCl 3%), avec une défaillance multi-
viscérale apparaissant des 12 heures aprés le début du choc, associant hypoxémie, insuffisance circulatoire
et altération de la micro-circulation conduisant au déces. Seule la balance hydrique était tres légérement
améliorée par le lactate de sodium molaire, mais de facon comparable au NaCl hypertonique®®. La
premiére limite de ce travail est I’utilisation d’un modele ovin de sepsis, dont la transposition a I’ Homme
est souvent limitée, moins bien étudié que les modeles murins ou méme porcins. Une deuxiéme limite est
la présence de différences entre les groupes dans la gestion hémodynamique avec une administration de
30% de fluides en moins dans le groupe lactate versus NaCl 0,3%. Mais la principale interrogation face a
ce travail est la métabolisation effective du lactate. En effet, et de facon surprenante, la glycémie des
animaux perfusés par du lactate était strictement superposable a celle des autres groupes alors méme que
leur lactatémie était élevée comme attendu. De plus les ratios lactate/pyruvate tissulaires étaient trés
significativement augmentés dans le groupe lactate, suggérant 1’absence de transformation du lactate en
pyruvate, contrairement a ce qui était observé dans les travaux de Duburcq et al. Il est donc probable que
le lactate perfusé n’ait pas participé ni a la néoglucogenése du cycle de Cori ni a I’oxydation
phosphorylative. Ainsi les résultats de cette étude peuvent difficilement étre opposés a ceux des études
précédentes que ce soit dans les modeles endotoxiniques, chez I’insuffisant cardiaque ou lors de la Dengue

(études toutes positives), sans réalisation d’étude infirmant ou confirmant ces résultats.

Il nous apparait donc que le lactate de sodium molaire puisse étre un fluide potentiellement d’intérét
dans les situations critiques inflammatoires, notamment par ses effets métaboliques et ses effets sur la
balance hydrique. Il reste néanmoins beaucoup d’interrogations sur ses mécanismes d’action devant étre
mieux compris avant d’envisager sa place dans 1’arsenal thérapeutique du sepsis. Cette étude a fait 1’objet

de la troisieme partie de ce doctorat.
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2. Objectifs des travaux de recherche

L’objectif principal de ce doctorat était d’évaluer de nouvelles cibles thérapeutiques sur la perméabilité

capillaire au cours des situations inflammatoires aigues en situation clinique et/ou expérimental.

A cette fin, nous avons divisé le travail en 3 parties distinctes :

Une premicre partie dans laquelle nous nous sommes efforcés d’identifier les effets de la balance
hydrique sur la mortalité de patients traités par ECMO veino-artérielle pour choc cardiogénique
réfractaire, population présentant certaines similitudes physiopathologiques avec le sepsis quant au
profil inflammatoire et a la dysfonction endothéliale. Cette partie a pour originalité de se concentrer
sur une population peu étudiée mais qui pourrait aussi bénéficier de therapies innovantes sur cette
thématique.
Les deuxieme et troisieme parties explorent des axes thérapeutiques sur la fonction endothéliale, et
tout particuliérement sur la propriété « barriere », au cours de modéles de choc septique :

o Deuxieme partie : nous avons exploré les effets de 1’anticorps anti-VEGF bevacizumab dans

un modeéle murin de choc septique.
o Troisieme partie : nous avons exploré les effets de I’administration de lactate de sodium

molaire dans un modele murin de choc septique.
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3. Résultats

3.1. Partie 1 : effets de la balance hydrique au cours du choc cardiogénique réfractaire traité par ECMO
veino-artérielle

Résumé
Ce travail a été publié dans la revue Shock?®?
Besnier E, Boubéche S, Clavier T et al Early positive fluid balance is associated with mortality in patients
treated with veno-arterial extra corporeal membrane oxygenation for cardiogenic shock: a retrospective
cohort study. Shock 2019. DOI: 10.1097/SHK.0000000000001381

Rationnel :

Dans ce travail, nous avons étudié I’effet de la balance hydrique sur les 5 premiers jours aprés
I’implantation d’une assistance circulatoire par ECMO veino-artérielle dans une population de patients en
choc cardiogénique réfractaire toutes étiologies confondues, et sur une période de 3 ans. L’objectif principal
était 1’association entre la balance hydrique a J1 et la mortalité. Les objectifs secondaires étaient
I’association entre mortalité et balance hydrique aux autres temps, la balance hydrique cumulative sur 5
jours, et la prise de poids quotidienne. Ont été exclus les patients décédant dans les 12 premieres heures
(n=38), les femmes enceintes (n=4), les chocs septiques (n=5), les patients mineurs (n=8) et les dossiers

incomplets (n=14), aboutissant a 1’analyse de 101 patients.

Résultats :
La mortalité était de 47 % avec une médiane de survie a 4 [3-9] jours et 60% des déces survenaient dans
les 5 premiers jours. Les caractéristiques démographiques étaient globalement identiques entre les non-
survivants et les survivants, hormis une plus grande proportion d’arrét cardiaque réfractaire chez les non-
survivants et des scores de gravité plus importants (IGS-2 : 71 [55-89] vs 60 [47-70], p=0.0008). Les
balances hydriques a J1 et J2 étaient significativement plus élevées chez les non-survivants (47.3 [18.1-
71.9] vs 19.3 [1.5-36.2] mL/kg, p<0.0001 et 30.6 [14.8-71.0] vs 10.1 [-9.8-34.7], p=0.025). La balance
hydrique cumulée augmentait progressivement chaque jour atteignant 107.3 [40.5-146-.2] vs 53.0 [7.5-
74.4] mL/kg a J5 (p=0.038). Cette différence d’accumulation de fluides était secondaire a des apports
hydriques plus importants chez les non-survivants a J2 (67 [47-102] vs 49 [35-73] mL/kg, p=0.045).
L’¢étude de la prise de poids comme facteur d’évaluation de la balance hydrique était décevante, avec une
corrélation existante mais de force modérée a faible, (r=0.36 a 0.50 selon les jours). Apres ajustement sur
I’indication de ’ECMO, I’age, le sexe, le score IGS-2 et I’année d’implantation de ’ECMO, la réalisation
d’une régression logistique observait une association significative et indépendante de la balance hydrique

positive a J1 avec la mortalité a 28 jours. De plus, la réalisation d’un modéle de Cox montrait une
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association indépendante entre balance hydrique positive a J1 et a J2 avec le délai au déceés, confirmant
I’analyse multivari¢e. Enfin, la balance hydrique a J1 prédisait la mortalité avec une aire sous la courbe de

0.749 et une valeur de 38.8 mL/kg présentait une spécificité de 83% et une sensibilité de 60%.

Conclusion :
Ce travail confirme I’importance de I’accumulation de fluides tissulaires et du syndrome cedémateux dans
le pronostic des patients de réanimation, hors sepsis. Les perspectives thérapeutiques que nous développerons

par la suite pour les patients septiques pourront donc également étre étudiées dans cette population de patient.

56



3.2. Partie 2 : intérét du bevacizumab, anti-corps anti-VEGF, dans le sepsis
Résumé

Ce travail a été publié sous forme de lettre & 1’éditeur dans la revue Critical Care?®

Besnier E, Brakenhielm E, Richard V, Tamion F. Does anti-VEGF bevacizumab improve survival in
experimental sepsis? Crit Care 2017; 21:163. DOI: 10.1186/s13054-017-1734-x

Rationnel :

Nous avons élaboré ce travail suite a la publication de Jeong et al parue dans Critical Care en 2013*7°.
Dans ce travail, les auteurs étudiérent les effets du bevacizumab, anticorps humanisé anti-VEGF, dans divers
modeles de sepsis (cultures cellulaires, LPS, ponction ligature caecale, cf chapitre dédié de 1’introduction).
Dans ce travail, les auteurs mirent en évidence que le traitement par bevacizumab diminuait 1’expression
génique et protéique des marqueurs pro-inflammatoires (IL-6, RANTES, MCP-1) in vitro. L’utilisation de
bevacizumab a la dose de 0,1 mg/kg par voie intrapéritonéale était associée a une amélioration de la survie
des souris exposées au LPS ou a une péritonite polymicrobienne par ligature et ponction caecale. Ceci était
observé soit en pré-traitement par le bevacizumab (1 heure avant le sepsis) ou en post-traitement (6 heures
apres I’initiation du sepsis). Aucun bénéfice sur la survie n’était observé pour la dose de 1 mg/kg ou pour un
post traitement au-dela de la 6™ heure. De plus il était démontré une diminution de la perméabilité capillaire
dans le modéle LPS, objectivée par la mesure de la diffusion du marqueur colorimétrique de bleu d’Evans. Ce
marqueur est largement utilisé pour étudier la perméabilité depuis le secteur vasculaire vers I’interstitium.
Apres injection intraveineuse ce colorant se fixe sur les protéines circulantes, essentiellement I’albumine. Sa
mesure dans les tissus, aprés soustraction du volume sanguin circulant, est donc un reflet de diffusion
protéique trans-endothéliale.

Devant les résultats de cette étude, nous avons entrepris d’explorer plus avant les mécanismes impliqués
dans les effets benéfiques du bevacizumab lors du sepsis, notamment sur les voies impliquant jonctions
intercellulaires et VEGF. Nous avons tout d’abord entrepris de reproduire les résultats de Jeong et al
concernant la survie dans un modeéle murin de sepsis. Trente souris C57BI/6 furent randomisées pour recevoir
soit du NaCl 0,9% soit du bevacizumab 0,5 mg/kg (Avastin®, Roche, France) (n=15/groupe) immédiatement
avant la réalisation d’un sepsis par ponction ligature caecale avec perforation transfixiante par une aiguille
21G. Les animaux recevaient en fin d’intervention une administration sous-cutanée d’ofloxacine (30 mg/kg),
de tramadol (40 mg/kg) et de NaCl (30 mL/kg). La survie était observée pendant 10 jours et comparée entre

les groupes par un test du Log-rank.
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Reésultats :

Aucune différence entre les groupes n’était observée (36 vs 27%, p=0,64). Afin de s’assurer que la voie
d’administration intra-péritonéale ne soit pas en cause nous avons procéde a une deuxieme série
d’expérimentation mais avec une voie d’administration intraveineuse chez 16 souris (n=8/groupe). Nous
n’avons également pas observé de différence sur la survie (42 vs 37%, p=0,74). Afin de nous assurer que ces
résultats n’étaient pas dis a un manque de puissance, nous avons rassemblé les données des deux
experimentations, mais toujours sans résultats sur la survie (38 vs 31%, p=0,56).

Il nous est donc apparu que dans notre modele le bevacizumab n’apportait pas de bénéfice sur la survie,
malgré une réalisation tres proche du modéle de Jeong et al. Une des explications pour la différence observée
pourrait étre le dosage légerement différent entre les 2 études. En effet dans le travail de Jeong et al les résultats
les plus bénéfiques étaient observés pour des doses faibles de 0,1 mg/kg alors que la dose de 1 mg/kg
n’apportait pas de bénéfice. Dans notre étude nous avons utilisé une dose intermédiaire de 0,5 mg/kg. Une
explication pourrait étre un retard a la cicatrisation par une inhibition trop importante de la voie VEGF et de
la néoangiogenese associée. Dans une méta-analyse récente, Zhang et al identifierent 1’utilisation de
bevacizumab comme facteur de retard a la cicatrisation post-opératoire carcinologique avec un odds-ratio de
2,32 [1,43-3,75]?®. Néanmoins aucun travail postérieur a celui de Jeong et al n’a démontré de bénéfice a
’utilisation du bevacizumab lors de sepsis expérimentaux. De plus 2 travaux prospectifs chez I’Homme ont
été déposes. Le premier, initié en 2010, visait a évaluer I’effet du bevacizumab (10 mg/kg 1V) lors du choc
septique chez 20 patients (NCT01063010). Le deuxiéme, initié en 2011, visait a évaluer le bevacizumab (10
mg/kg IV) chez 75 patients présentant un SDRA d’origine septique (NCT01314066). A ce jour les études ont
été arrétées sans qu’aucun patient n’y ait été randomisé. Tout ceci interroge sur la pertinence de 1’utilisation
de cet anticorps au cours des processus septiques. Nous n’avons donc pas souhaité poursuivre plus avant les

investigations sur cette molécule et avons publié nos résultats sous forme de lettre a I’éditeur.
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In a previous issue of Critical Care, Jeong et al. re-
ported a beneficial effect of bevacizumab (Bev), the
first humanized vascular endothelial growth factor
(VEGF)-neutralizing antibody, on vascular permeabil-
ity and mortality in a murine model of sepsis [1].
VEGF has been associated with mortality during
sepsis [2], and the administration of its natural an-
tagonist improved survival in experimental sepsis [3].
Jeong et al. demonstrated that Bev reduced mortality
in sepsis induced either by cecal ligature puncture
(CLP) or by endotoxemia. Despite promising experi-
mental data, no other study has yet confirmed these
results. A clinical study was planned to evaluate Bev
administration in critically ill patients but it was
withdrawn before enrolment (NCT01063010).

Thus, we aimed to reassess the potential benefit of Bev
during experimental sepsis. After approval by the Haute-
Normandie ethics committee (number 8092), male
C57Bl6 mice received intraperitoneal NaCl (control) or
Bev (0.5 mg/kg) immediately before CLP (# = 15/group),
performed as described previously [4]. Briefly, the cecum
was ligated (75% of total length) and punctioned bilat-
erally with a 21G needle. Topical lidocaine (2%) was ap-
plied and mice received a sub-cutaneous administration
of the antibiotic ofloxacine (30 mg/kg), the analgesic
tramadol (40 mg/kg), and NaCl (30 ml/kg). Survival was
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evaluated twice per day for 10 days and analyzed
through a log-rank test.

No significant difference in mortality was observed be-
tween the Bev and control groups (36 versus 27% at day
10, p = 0.64). To overcome any non-optimal effect
linked to the route of administration, and also to better
mimic clinical use, we repeated the experiments with
intravenous injection of Bev before surgery (n = 8/
group). Again, we did not observe any effect on mortal-
ity compared to CLP controls (42 versus 37% at day 10,
p = 0.74). Pooling the data between experiments (Bev
treatment either IP or IV versus controls; n = 23/group)
also did not show any statistical difference (38 versus
31%, p = 0.56; Fig. 1).

Even if our experimental procedure slightly varies,
notably regarding the severity of sepsis, with a larger
puncture site, and the use of intravenous route in
some of the mice, these results contradict those
described by Jeong et al. The absence of replication
of their results may be surprising, notably regarding
the suspected effects of the VEGF pathways in
sepsis. Although we cannot identify the origin of this
contradiction, the absence of new publications on
this topic, in association with our negative results,
raises the question of the clinical rational of anti-
VEGF treatment in septic patients.

© The Author(s). 2017 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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Fig. 1 Survival of septic mice treated with bevacizumab or NaCl
over a ten days period
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3.3. Partie 3 : impact d’un soluté de lactate de sodium molaire sur la microcirculation, la fuite capillaire et

la fonction cardiaque dans un modele murin de sepsis

Résumé

Ce travail est actuellement en cours de soumission dans des revues internationales

Rationnel :

Dans ce travail, nous avions pour objectif d’explorer les effets de I’administration d’un soluté de lactate de
sodium molaire (11,2%, osmolarité 2000 mosmol/L) sur la microcirculation, notamment sur la fuite capillaire
et la perfusion mésentérique. Nous avons également voulu évaluer les effets sur la fonction cardio-circulatoire
et sur I’inflammation.

A cette fin, nous avons réalisé un modeéle expérimental de sepsis par ligature et perforation caecale chez le
rat?85:28 et comparé les effets de 1’administration continue de divers solutés : NaCl 0,9% (contréle isotonique,
CLP-NaCl), bicarbonate de sodium 8,4% (controle hypertonique, CLP-HSB), lactate de sodium 11,2% (CLP-
HSL). Les groupes CLP-HSB et CLP-NaCl étaient supplémentés avec du glucose 8% afin d’obtenir les mémes
apports caloriques théoriques que le groupe CLP-HSL. Un groupe sham indemne de sepsis (mais avec
laparotomie et cervicotomie) a également été réalisé. Apres randomisation la procédure chirurgicale consistait
en une cervicotomie droite permettant une isolation de la veine jugulaire externe et la mise en place d’un
cathéter de 3F en polyuréthane. Une laparotomie médiane était ensuite réalisée afin d’extérioriser le caccum,
le ligaturer sur environ 75% de son volume, puis une petite quantité de selles était exprimée et déposée dans
le péritoine avant fermeture musculo-cutanée. Les animaux étaient analgésiés par une administration de
tramadol 20 mg/kg sous-cutané et lidocaine 1% topique. La perfusion continue intraveineuse des fluides au
débit de 2,5 mL/kg/h était débutée dés fermeture abdominale et aprés un bolus intraveineux de 1 mL de NaCl
0,9% pour compenser les éventuelles pertes sanguines per opératoire. Aprés 18 heures de perfusion les
animaux ¢taient sacrifiés pour les diverses expérimentations. En raison d’une surmortalité observée dans le
groupe CLP-HSB en cours de perfusion, nous n’avons pas poursuivi les inclusions dans ce groupe. Les
analyses ont donc porté uniquement sur les trois groupes sham, CLP-HSL et CLP-NaCl.

Trois sets d’expérimentation étaient réalisés en raison de 1’incompatibilité technique a étre réalisés en méme
temps :

1) Experimentation 1 : nous avons analysé la microcirculation mésentérique par laser speckle imaging.
Aprés anesthésie profonde, une laparotomie médiane était réalisée et les anses intestinales étaient
exposées. La perfusion mésentérique distale était mesurée sur 4 sites intestinaux. Nous avons ensuite
réalisé une analyse de la fonction par échocardiographie permettant d’obtenir le débit cardiaque, la

fraction de raccourcissement ventriculaire gauche et les indices statiques de précharge ventriculaire :
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2)

3)

ratio du flux mitral E/A et diametre télédiastolique ventriculaire gauche. Les différents organes (coeur,
rein, foie, poumons, intestin, muscle) étaient ensuite prélevés pour analyse ultérieure, puis un
prélévement sanguin maximal était réalisé afin de mesurer différents parametres biochimiques (Na*,
K*, CI', urémie, glycémie), inflammatoires (TNFa, IL-1p, IL-10) et endothéliaux (VEGF, syndecan-
1). Nous avons également réalisé la mesure de divers paramétres métaboliques sanguins (lactate,
pyruvate, acétoacétate, 3-hydroxybutyrate). Nous avons inclus 10 animaux par groupe (calcul
d’effectif a priori basé sur le critére de jugement principal de 1’étude, i.e. la variation de la
microcirculation mésentérique).

Expérimentation 2 : cette expérimentation a été réalisée en collaboration avec le centre de recherche
clinique CHUS de I'université de Sherbrook (Canada, Dr D Coquerel, Pr O Lesur). La fuite capillaire
a été étudiée par épreuve au bleu d’Evans. Apres la fin de la perfusion du soluté étudié, une injection
de 30 mg/kg de bleu d’Evans était réalisée puis 45 min plus tard 1’animal était anesthésié et le secteur
vasculaire rincé au paraformaldéhyde. Les organes étaient alors prélevés, déshydratés 5 jours a 60°C
puis incubés 3 jours dans du formamide pour élution du bleu intra-tissulaire. L’absorbance du
surnageant était alors mesuré par spectrophotométrie a 620 nm. Nous avons inclus 5 animaux par
groupe.

Expérimentation 3 : nous avons approfondi 1’étude de la fonction cardiaque par cathétérisme cardiaque
gauche. A la fin de la perfusion du soluté, les animaux étaient anesthésiés et une cervicotomie droite
était réalisee. La carotide était cathétérisée puis une sonde micro-manométrique était montée jusque
dans le ventricule gauche (Millar Instrument) pour I’enregistrement des pressions et des volumes

ventriculaires.

Résultats :

Nous avons mis en évidence que la perfusion de HSL entrainait une amélioration significative de la

perfusion microcirculatoire mésentérique versus NaCl (712 £366 vs. 286 =129 unités, p=0.0006) ainsi qu’une
amélioration significative de la fuite capillaire. En effet la diffusion du bleu d’Evans était réduite dans le
groupe CLP-HSL versus CLP-NaCl pour le poumon (94 [78-136] vs 300 [253-452], p=0.006), I’intestin (37
[31-43] vs 113 [88-189], p=0.03) et le foie (24 [14-37] vs 70 [50-89], p=0.04). Aucune différence n’était
objectivée pour le ceeur. De méme, la balance hydrique (perfusion solutés - diurése) était fortement réduite
dans le groupe CLP-HSL versus CLP-NaCl (-1.5 [-1.7--0.7] vs 2.0 [1.6-2.2] mL/kg/hr, p=0.002). Le marqueur
d’agression du glycocalyx syndecan-1 n’était pas différent entre les groupes mais on observait une réduction
des taux plasmatiques de VEGF (198 [185-250] vs 261 [250-287] pg/mL, p=0,009).

La fonction rénale était améliorée par la perfusion de HSL vs NaCl avec une diminution de I’'urémie (9.6

[8.5-10.7] vs 16.2 [11.3-24.6], p=0.04) et une augmentation de la diurése. De plus, bien que la charge sodée
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soit plus importante par la perfusion de HSL, la natriurese était plus importante dans le groupe CLP-HSL,
conduisant a un bilan entrée-sortie sodé non significatif entre les 2 groupes (ANa™: 4.9 [2.7-6.2] vs 2.4 [2.4-
2.8], p=0.06) malgre une natrémie supra-normale dans le groupe CLP-HSL (153 [150-157] vs 141 [140-143],
p=0.02).

Concernant la fonction cardiaque, la perfusion d’HSL était associée a une amélioration de 1’index cardiaque
(0.34 [0.28-0.43] vs 5 0.14 [0.01-0.18] mL/min/g, p<0.0001) et de la fraction de raccourcissement
ventriculaire gauche (55 [46-73] vs 39 [33-52] %, p=0.009) versus NaCl. Il n’y avait pas de différence
concernant les indices statiques de précharge E/A et les diamétres télédiastoliques ventriculaires. L’étude
complémentaire par cathétérisation ventriculaire gauche a mis en évidence une amélioration par I’HSL versus
NaCl de la pente dP/dtmax, reflet d’une amélioration du travail myocardique. Néanmoins, puisqu’aucune
différence n’était observée entre les deux groupes concernant la relation pression-volume télésystolique
ventriculaire gauche, il est probable qu’une amélioration de la volémie ait pu participer a cette amélioration
du travail ventriculaire systolique gauche. D’un autre c6té, nous avons observé aprés HSL une amélioration
de la relation pression-volume télédiastolique ventriculaire gauche, témoin d’une amélioration de la
compliance cardiaque indépendante de la précharge.

L’analyse des parametres inflammatoires a mis en évidence une diminution importante de 1I’inflammation
systémique dans le groupe CLP-HSL versus CLP-NaCl (IL-1B: 272 + 215 vs 993 + 85 pg/mL, p=0.004,
TNFa : 28 + 23 vs 59 + 31 pg/mL, p=0.005, IL-10: 601 + 523 vs 1015 + 389 pg/mL, p=0.02). Ceci était
associé a une diminution de 1I’expression tissulaire myocardique du TNFa objectivée par PCR quantitative (-
30%, p<0,05).

Au niveau métabolique, la perfusion d’HSL induisait une augmentation significative de la lactatémie (6.7
+4.6 vs 3.5+ 1.5, p=0.04) mais également de la pyruvatémie (249 + 186 vs 122 + 51, p=0.03) et de la glycémie
(94 £ 45 vs 49 + 1.1, =0.002). Le ratio lactate/pyruvate n’est pas différent entre les groupes. Tout cela
témoigne de la métabolisation du lactate perfusé. Il existait également une augmentation du corps cétonique
3-hydroxybutyrate par la perfusion d’HSL (445 + 303 vs 212 + 105, p=0.03).

Ce travail met donc en évidence un effet bénéfique de I’administration de lactate de sodium molaire dans
un modéle expérimental de sepsis avec amélioration de la microcirculation, de la fonction cardiaque systolique

et diastolique, et de I’inflammation.
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Background: Hypertonic sodium lactate (HSL) fluid has shown beneficial effects during
endotoxemia, but the mechanisms are unknown and have not been appropriately studied. We
aimed to evaluate the effect of HSL on major outcomes during experimental sepsis in rats

(caecal ligation and puncture, CLP).

Methods: Three groups were analyzed (n=10 per group): Sham; CLP-NaCl 0.9%; CLP-HSL
(2.5 mL/kg/h of fluids for 18 hours after CLP). Mesenteric microcirculation,
echocardiography, cytokines and biochemical parameters were evaluated. Two additional
experiments were performed for capillary leakage (Evans Blue, n=5/group) and pressure-

volume (PV) cardiac loops (n=7/group).

Results: HSL improved mesenteric microcirculation (CLP-HSL 736 [407-879] vs. CLP-NaCl
241 [209-391]UT/pixel, p=0.0006), cardiac output (0.34 [0.28-0.43] vs. 0.14 [0.10-0.18]
mL/min/g, p<0.0001), left ventricular fractional shortening (55 [46-73] vs. 39 [33-52] %,
p=0.009). PV loops showed raised dP/dtmax slope (6.3 [3.3-12.1] vs. 2.7 [2.0-3.9] 10?
mmHg/s, p=0.04), and a lower left ventricular end-diastolic pressure-volume relation (1.9
[1.1-2.3] vs. 3.0 [2.2-3.7] RVU/mmHg, p=0.005). HSL reduced Evans Blue diffusion in the
gut (37 [31-43] vs. 113 [63-142], p=0.03), the lung (108 [82-174] vs. 273 [222-445], p=0.006)
and the liver (24 [14-37] vs 70 [50-89] ng EB/mg, p=0.04). Plasma levels of lactate and 3-
hydroxybutyrate were higher in HSL (6.03 [3.08-10.30] vs. 3.19 [2.42-5.11] mmol/L, p=0.04;
400 [174-626] vs. 189 [130-301] pmol/L, p=0.03). Plasma cytokines were reduced in HSL
(IL-1B: 172 [119-446] vs. 928 [245-1470] pg/mL, p=0.004; TNFa: 17.9 [12.5-50.3] vs. 53.9
[30.8-85.6] pg/mL, p=0.005; IL-10: 352 [267-912] vs. 905 [723-1243] pg/mL) as well as
plasma VEGF-A (198 [185-250] vs. 261 [250-269] pg/mL, p=0.009).

Conclusions: Hypertonic sodium lactate fluid protects against cardiac dysfunction, mesenteric

vascular alteration and capillary leakage during sepsis, and simultaneously reduces

inflammation and enhances ketone bodies.
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Introduction

Sepsis is a major public health issue, estimated to be responsible for about 6 million
deaths per year worldwide, and septic shock has an estimated mortality up to 30%"?2. Fluid
infusion is essential to maintain or restore cardiac preload and therefore end-organ perfusion
and oxygenation. However, excessive fluid therapy may lead to a positive fluid balance that
has been previously described to be associated with mortality during septic shock>*.
Moreover, intravenous fluids may augment septic endothelial dysfunction, potentially
negating the beneficial hemodynamic effects of fluid resuscitation®. The nature of the
administrated fluid may be of importance and is currently the focus of an extensive
literature®’. Indeed, 0.9% sodium chloride (NaCl) is widely used but its administration may
lead to hyperchloremia and induce metabolic acidosis, but also to renal vasoconstriction and a
subsequent reduction in glomerular filtration® '°. Moreover, experimental study suggested a
negative impact of NaCl on inflammatory processes!!!2. “Balanced fluids” containing a low
chloride concentration, may limit these negative effects and result in less use of renal
replacement therapy and fewer persistent renal dysfunction’. Lactate-containing fluids may
also be of interest because of the absence of chloride, and may provide merits in critically ill
patients, since resuscitation using hypertonic saline may result in volume expansion with a
reduced infused volume. Moreover, lactate molecule itself may provide an additional energy
supply through its oxidation'®. Energy crisis constitutes a major pathophysiology element of
septic organ failure. Indeed, several metabolic pathways are disturbed with alteration of
mitochondrial function, resistance to insulin (and subsequent hyperglycemia) and defect in -
oxidation'*'®, Several data now argue that L-lactate is a major metabolite during
inflammation and sepsis and represent an important source of energy for various organs,
including the heart'”"'°, Thus, the interest of lactate administration during critical illness is

rising?’. Some experimental and human studies observed beneficial effects of molar
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hypertonic sodium lactate (HSL) in various settings, notably during brain injury or cardiac
dysfunction?!"2*, Moreover, its administration during endotoxemia in pigs showed
improvement in microcirculation, hemodynamic, oxygenation, renal function and fluid
balance, even in comparison with the hypertonic balanced control sodium bicarbonate? .
Nevertheless, these studies presented several limits: 1) the improvement of cardiac function
was not properly assessed; 2) the capillary leakage, suggested by the improvement of fluid
balance, was not specifically evaluated; 3) the transposition of endotoxemia to sepsis remains
limited?®. In contrary, in an ovine model of septic shock, administration of HSL was
associated with more pronounced decreases in blood pressure and cardiac function, earlier
onset of impaired tissue perfusion, and shorter survival time?’.

We therefore explored the effects of HSL in a murine model of sepsis to challenge these
results and to deepen the underlying mechanisms. The main objective of this experimental

study was to evaluate the effects of HSL on the mesenteric microcirculation using a septic

model.
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Material and methods

We realized a prospective, randomized, controlled experimental study. All experiments were
approved by the Regional Ethics Committee for Animal Research and the Ministeére de la
I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de [’Innovation under the approval number
#8093-2016112515181383. All procedures were performed in accordance with the French
Ethics Committee as well as the guidelines of the European Parliament directive 2010/63/EU
and the Council for the Protection of Animals Used for Scientific Purposes under the
supervision of an authorized investigator. The elaboration of this manuscript adheres to the

ARRIVE guidelines.

Animal procedures

The primary objective of our study was to assess the impact of HSL versus 0.9% NaCl on
microcirculation. Randomization was performed using sealed envelopes. In case of
unexpected death before the end of infusion, an additional randomization was performed.
Based on previous data?’, we a priori calculated a number of 10 animals per group to be
sufficient to identify a difference of 20% in mesenteric microcirculatory flow between groups
with a 5% a-risk and 90% power. Some secondary objectives necessitated additional animals
because of incompatibility with the microcirculation study. Based on our previous experience,
5 animals per groups were included for Evans Blue and 7 animals per group for pressure-

volume loops.

Study Design
Male Sprague-Dawley rats, weighting 400-500g (Janvier Labs, France), were housed at a
constant temperature (21°C) with 14 h/10 h light/dark cycle. All animals had free access to

standard chow and drinking tap water until the beginning of the study. The model of sepsis
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consisted in a peritonitis by caecal ligation and puncture (CLP). The day of the experiment,
animals were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine/xylazine (75/5 mg/kg).
After skin sterilization (alcoholic-povidone-iodine), a cervicotomy was performed to insert a
3F polyurethane perfusion catheter (Instech Laboratories, USA) in the right external jugular.
The catheter was tunnelled under skin and connected to a perfusion harness (Instech
Laboratories, USA). A median laparotomy was then performed to expose the caecum. After
ligation of 75% of its volume, a 16G puncture was performed to externalize feces in the
peritoneal cavity. Muscular facia and skin were sutured using 2.0 vicryl (Ethicon, USA).
Analgesia was performed using topical 1% lidocaine and subcutaneous tramadol (20 mL/kg).
One mL of 0.9% NaCl was i.v injected at the end of procedure. This model of sepsis has been
observed to produce a 60% mortality at 48 hrs (data not published).

The study design is presented in figure 1. At the end of procedure, animals were randomized
in four groups: HSL receiving 11.2% sodium lactate (1000 mmol/L of sodium + 1000
mmol/L of lactate, APHP, France); NaCl receiving 0.9% NaCl (154 mmol/L of chloride +
154 mmol/L of sodium); HSB receiving 8.4% sodium bicarbonate (1000 mmol/L of
bicarbonates + 1000 mmol/L of sodium); sham with cervicotomy and laparotomy but no
catheter/CLP. Unfortunately, only 2 over the 6 first rats in the HSB group survived. For
ethical reasons, and in accordance with the legislative authorizations delivered for this study,
we did not complete this group and continued the inclusions in the 3 other groups (Sham,
CLP-NaCl and CLP-HSL). Except for the sham group, rats received a 2.5 mL/kg/h infusion
of fluids for a 18 h period*’. Because lactate provides 0.32 kcal/mL, NaCl group received an
equivalent number of calories by the addition of 0.087g/mL of dextrose in the perfused
fluid®. Only sham had free access to water during the experiment. Three different set of
experiments were realized: 1) echocardiography and laser speckle (n=10/group); 2) evans

blue (n=5/group); 3) pressure-volume loops (n=7/group).
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Echocardiography

Transthoracic echocardiography was performed using a Vivid 7 ultrasound device (GE
Healthcare, France) using a 11 Mhz linear probe. The heart was imaged with a two-
dimensional parasternal short axis view. After visualization of the pillars of mitral valve, M-
Mode imaging was performed measuring the left ventricular end-diastolic and end-systolic

diameters (LVEDD and LVESD). Left ventricular fractional shortening (LVFS) was

LVEDD — LVESD

LVFS=( = )xlOO

calculated as . Then, an apical view of the left ventricle was
performed and a pulsed wave Doppler was used for acquisition of mitral peak velocity flow

during diastole. The ratio between early (E) and late (A) peak velocities was calculated (E/A
ratio). Proximal pulmonary artery (PA) was recorded for heart rate (HR), radius and velocity

time integral (VTI), allowing the calculation of stroke volume

SV =mx PA Uradius1'2 xVTI) and cardiac output (CO=SV x HR), expressed per gram

of animal.

Analysis of mesenteric perfusion

After echocardiography, a wide median laparotomy was performed. The ileum was disposed
in a similar manner in all animals. Microcirculation acquisition was performed by Laser
Speckle Contrast Imaging at a 20 cm distance and a 1500 frames/256 colors acquisition
(MoorLFPI-2 Full Field Laser Perfusion Imager — Moor Instruments, UK). Image analysis
was performed in four similar regions of interest on the gut, distant from the jejunal site, and

mean values are expressed as perfusion units (PU).

Capillary leakage and Evans Blue assay
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Thirty mg/kg of 1% Evans blue (Sigma, France) was injected intravenously over a 2 min
period. 45 min later, the animal was anesthetized and, after opening of the right auricula, a
18G cannula was inserted through the left ventricle into the ascending aorta to flush away
intravascular dye from the bloodstream by 1% paraformaldehyde (PFA) perfusion in
heparinized saline solution, at a pressure of 120 mmHg for 3 min. Heart (left ventricle), lungs,
gut and liver samples were taken and dehydrated at 60°C for 5 days. The samples were
incubated in a 10% solution of formamide (10 pL/mg of tissue, Sigma, France) at 37°C for 3
days and then centrifuged at 3000G for 15 min. The absorbance of the supernatant was
measured using spectrophotometry at 620 nm.

Fluid-Balance was recorded in NaCl and HSL rats by measuring urine output and subtract

from fluids infused.

Hemodynamics

Left-ventricular (LV) pressure-volume loops and hemodynamics were obtained using a
miniaturized combined conductance catheter-micromanometer (model SPR-671, Millar
Instruments, USA) connected to a pressure-conductance unit (MPCU-2000, Millar
Instruments, USA), after insertion through the right carotid into the LV under pressure
control. LV end-systolic pressure (LVESP), LV end-diastolic pressure (LVEDP), dP/dtmin,
dP/dtmax and LV relaxation constant Tau (Weiss Method) were recorded/calculated. Pressure-
volume loops were recorded at baseline and during gently occlusion of abdominal aorta to
calculate LVESP and LVEDP- relation (LVESPVR and LVEDPVR) calculated as indicators
of load-independent LV contractile function and LV compliance. Blood pressure was

measured immediately before crossing the aortic valve.

Biological parameters
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At the end of procedure, a maximal volume of blood was sampled form the abdominal aorta
and then centrifuged at 1500 G for 15 min before immediate freezing in liquid nitrogen and
storage at -80°C until assays.

Inflammation and capillary leakage related markers: IL-1f, TNFa and IL-10,
Vascular Endothelial Growth Factor type (VEGF-A) and syndecan-1 were measured using
ELISA specific kit (VEGF-A, syndecan-1: MyBioSource, USA; others: RD-system, USA).
Urea, sodium, potassium and chloride were measured (Catalyst One, IDEXX, USA). Urine
concentration of sodium, potassium and chloride were also measured, and absolute quantity of
ions excreted during the experiment was calculated. Then, the difference between the infused
and excreted amount of ion during the whole experiment was calculated as Aion=(ion fluid
concentration)*(volume of infused fluid)-(ion urinary concentration)* (volume of urine) and
reflected the body excess of ion over the infusion period.

Metabolism: metabolization of lactate may take place through its oxidation into
pyruvate, which in turn may proceed to either the oxidative pathway, the gluconeogenesis
route or the production of ketone bodies. Glucose blood content was performed using portable
meters (Accu-check® performa, Roche, USA). Deproteinization of blood was performed
before measurement of plasma concentration of lactate, pyruvate, 3-hydroxybutyrate and
acetoacetate: perchloric acid was added to blood in a 1:1 ratio and then 3 rounds of

centrifugation at 3500 G during 15 min were realized before frozen at -20°C.

Statistical Analysis

The distribution of data was evaluated using a d’ Agostino test. Data are presented as medians
with interquartiles (IQ1-IQ3) or means with standard deviations (£SD), according to the
normality of distribution. Comparisons between groups were realized using a non-parametric

test (Kruskall-Wallis or Mann and Whitney) or a parametric test (ANOVA or t-student), and
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in case of significant results, post-hoc analyses were performed using either a Dunn’s or a
Holm-Sidak’s multiple comparisons test. Two comparisons were realized: CLP-NaCl group
versus Sham and CLP-NaCl group versus CLP-HSL. The comparison between Sham and
HLS was not relevant to the study and may reduce the power of the analyses. All comparisons
were realized using Prism v6.0 (GraphPad, USA). P<0.05 was considered significant. In case
of missing data concerning the secondary endpoints of each set of experiments, the median

value of the control group was applied to favor the null hypothesis.

73



o JoyU s WN -

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Results
Over the 22 rats per group (for the 3 sets of experiments), 2 in the HSL group and 1 in the

NaCl group died before the end of the perfusion.

Mesenteric Perfusion

The mean value of mesenteric perfusion was markedly reduced in the CLP-NaCl group in
comparison with the sham group (286 £129 vs. 957 £169 PU, p<0.0001). On the contrary,
HSL greatly enhanced perfusion in comparison with NaCl in CLP rats (712 +366 vs. 286

+129 PU, p=0.0006, figure 2).

Capillary leakage

Evans blue diffusion increased in the CLP-NaCL compared with sham, in lungs (300 [253-
452] vs 149 [83-152], p=0.04), gut (113 [88-189] vs 35 [21-41], p=0.009) and liver (70 [50-
89] vs 18 [15-26], p=0.02) (figure 3). No difference was observed for the heart. Conversely,
in CLP rats, HSL resulted in a reduction of Evans Blue diffusion in comparison with NaCl for
lungs (94 [78-136] vs 300 [253-452], p=0.006), gut (37 [31-43] vs 113 [88-189], p=0.03) and
liver (24 [14-37] vs 70 [50-89], p=0.04), but not for the heart (figure 2). Similarly, diuresis
and fluid balance were drastically improved by HSL versus NaCl (respectively 3.9 [3.2-4.1]

vs 0.3 [0.3-0.8] mL/kg/h, p=0.008 and -1.5 [-1.7--0.7] vs 2.0 [1.6-2.2] mL/kg/hr, p=0.002,

figure 3).

Echocardiography
The CLP-NaCl group presented a reduced cardiac output in comparison with sham (0.14
[0.01-0.18] versus 0.30 [0.26-0.34] mL/min/g, p=0.004) despite the absence of difference for

LV fractional shortening (39 [33-52] vs 44 [41-47]%, p=0.9) (figure 4). Concerning the
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preload static index available in our model, LVEDD was reduced in CLP-NaCl group versus
Sham (6.2 [5.2-7.3] vs 9.4 [8.8-9.6] mm, p=0.001) but no difference was observed concerning
the E/A mitral flow ratio (1.3 0.4 vs 1.7 £0.5, p=0.2). Left ventricular systolic function was
greatly improved by HSL vs NaCl in CLP rats with higher cardiac output (0.34 [0.28-0.43] vs
0.14 [0.01-0.18] mL/min/g, p<0.0001) and shortening fraction (55 [46-73] vs 39 [33-52] %,
p=0.009). No difference concerning the preload static index was observed (LVEDD: 6.5 [6.3-

6.8] vs 6.2 [5.2-7.3] mm, p=0.6; E/A ratio: 1.4 £0.5 vs 1.3 +0.4, p=0.8).

LV Pressure-Volume Loops

Results are presented in table 1. In comparison with Sham, CLP-NaCl presented reduced
mean, diastolic, systolic and pulse arterial pressure. Pressure tracings showed a reduction in
dP/dtmax and LVESP, resulting from a reduction in ventricular inotropism. Nevertheless,
LVESPVR was not different, suggesting that the alteration of inotropism may be related to an
alteration of cardiac pre- and afterload. On the contrary, dP/dtmin and LVEDPVR were
modified in CLP-NaCl rats, suggesting an alteration of ventricular compliance, independent
from the cardiac pre-load.

The administration of HSL did not result in different level of arterial blood pressure versus
NaCl, but a higher dP/dtmax and no difference in LVESPVR, suggesting an improvement in
inotropism but possibly related to an increase in preload, and an improvement in LVEDPVR,

suggesting an improvement in ventricular compliance independently from the cardiac preload.

Biological parameters
Results are presented in table 2. In CLP rats, infusion of HSL was associated with a
significant rise in sodium plasma concentration, and in sodium urinary excretion, while

plasma chloride and potassium were reduced. ANa®, representing the body accumulation of
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sodium over the infusion period, was not significantly different between HSL and NaCl
groups.

Urea was two-fold higher in CLP-NaCl compared to Sham , whereas HSL resulted in a lower
plasma level.

Concerning metabolism, the CLP-NaCl group presented a two-fold reduction in glycemia
versus sham with a reduction in plasma 3-hydroxybutyrate. Conversely, HSL was associated
with higher plasma levels of glucose, lactate, pyruvate and 3-hydroxybutyrate in comparison

with NaCl. No difference was observed for acetoacetate.

Inflammation

The CLP-NaCl group presented an enhanced inflammation in comparison with sham with an
important rise in cytokines IL-18, TNFa and IL-10 (figure 5 and table 2). HSL reduced
plasma levels of IL-18, TNFa, IL-10 versus NaCl.

No difference was observed for VEGF-A or syndecan-1 between sham, NaCl and HSL groups

except a slight reduction in VEGF-A levels between NaCl and HSL groups.

11
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Discussion
Our study highlights the beneficial effects of HSL on micro and macro-circulation, cardiac
function and inflammation during sepsis. Our results suggest that these beneficial effects may

be, at least partially, due to an improvement in cell bioenergetics with oxidation of lactate.

HSL modulation of CLP-induced alteration in mesenteric microcirculation

Vascular dysfunction precedes tissue damage and end-organ dysfunction in sepsis. HSL
greatly improved microcirculation with 1) tissue perfusion comparable to sham animals, 2)
reduction in capillary leakage, 3) reduction in fluid-balance. The endothelium is essential for
the regulation of fluid movement across the endothelium and is notably regulated by the

glycocalyx layer at the surface of endothelial cells®!2

, and the adherens junctions between
these cells®®. Endothelial junctional complexes are regulated by several signaling pathways,
among which the VEGF-A/VEGEF-R system plays a major role. VEGF-A is known for its
endothelial barrier-breaking properties and for its potential stimulation of vascular
permeability, promoting the endocytosis of the adhesion molecule VE-cadherin®*. High levels
of VEGF-A may lead to an enlargement of intercellular gap and therefore fluid shift to
interstitium and have been described to be associated with severity of sepsis®’. Our results
highlight a reduction in the circulating levels of VEGF-A in the HSL group. We can
hypothesize that the reduction of vascular permeability may be in part secondary to this
reduction in VEGF-A levels. Nevertheless, many other factors are implicated in regulation of
vascular permeability, such as Angiopoietin-2, Slit/Robo4 or Heparin-Binding-Protein*?, and
may explained the observed discrepancy between an important improvement in capillary
leakage and a small difference in VEGF-A levels. Despite several publication described a

32,36-38

degradation of glycocalyx during sepsis , we did not observe any difference concerning

the proteoglycan syndecan-1. Nevertheless, our model focused on the early phase of sepsis

12
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and a destruction may have been delayed in the pathogenesis. Indeed, syndecan-1 levels have
been described to be elevated at day-2 after in septic patients, and correlated with fluid-
balance®, whereas its dosage at admission was not associated with modification of fluid-
balance, suggesting a time-dependent variation of this marker’’. Moreover, inflammation
occurring during sepsis may activate many proteolytic processes such as metalloproteinases,
heparanase, and hyaluronidase, leading to vascular hyper-permeability through the
degradation of many compounds of the glycocalyx, and we cannot rule out that other specific
elements such as heparan-sulfate have been released. Indeed, we demonstrated in our model
that inflammation is deeply reduced by the administration of HSL. This may be explained by
the non-specific improvement in various functions (cardiac, microcirculation, renal), but also
by a specific effect on inflammation pathways. Lactate may act through the G protein-coupled
receptor GPR81, also known as Hydroxycarbolylic acid receptor, which senses both lactate
and hydroxybutyrate and is widely distributed within the organism, notably in endothelial
cells of the brain, heart and kidney*®. This receptor has been demonstrated to modulate the
expression of the inflammasome component NLRP3 and to reduce the production of IL-1f,
IL-6 and IL-12*#!, Thus, regulation of inflammatory process by HSL may be a corner stone

of the improvement in endothelial dysfunction and microcirculation.

Cardiac function

In our CLP model, HSL improved both compliant and contractile cardiac functions.
Improvement in cardiac output was associated with an improvement in myocardial efficiency
as evidenced by the improvement in LVEF (TTE) and systolic slope dp/dt max (PV). The
improvement in preload may be partly responsible for these changes, since left-ventricular
end-diastolic pressure-volume relation was similar in the HSL and NaCl groups. However, it

is likely that the contribution of volemia may be limited because of: 1) an absence of
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difference in echocardiographic mitral flow and left ventricular end-diastolic diameters; 2) an
absence of difference in blood pressure; 3) a non-significant increase in global sodium
accumulation between groups (ANa"). Moreover, our results show a preload-independent
improvement in cardiac compliance — diastolic function, as observed by a reduction in the
left-ventricular end-diastolic pressure-volume relation.

The improvement of cardiac function by HSL had already been demonstrated in non-septic
situations. In an endotoxinic model, it improved cardiac output, blood pressure and oxygen
transport, even compared to a hypertonic control group (sodium bicarbonates)**. Half-molar
lactate in healthy volunteers induced an increase in cardiac output and preload??. Its
administration in post-operative cardiac surgery increased cardiac index'®. There are different
possible mechanisms for these beneficial effects. First, the early and aggressive fluid-
management by a hypertonic fluid may enhance cardiac performance. This is not fully
satisfactory because the use of HSL vs. hypertonic bicarbonates presented similar effects on

1% and we discussed above the limited

cardiac outputs in a previous endotoxinic mode
evidence for an enhanced volemia in our model. Second, the intense modulation of
inflammation by HSL may have protected the heart from injuries because proinflammatory
cytokines, including TNF-a and IL-1B, mediate sepsis-induced cardiac dysfunction*>*, Third,
the heart changes its metabolic substrate during shock, shifting from free fatty acids to lactate

oxidation, and HSL may supply this important cardiac fuel**. Indeed, systemic lactate

deprivation is associated with cardiovascular collapse and early death of animals®.

Renal function
HSL improved renal function with an increase in diuresis and a reduction in urea. Hypertonic
lactate has been previously described as beneficial on kidney function during experimental

endotoxemia?’ and protected animals from thrombosis of glomerular capillaries?®. HSL

14
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contains no chloride and reduced both chloride blood content and (ACI"). Chloride excess
participates to kidney injury*®, notably through effects on the renal blood flow®. Moreover, the

GPR8I1 receptor is expressed in the kidney and suggests a potential specific effect of lactate®’.

Metabolism

Lactate is a major element of bioenergy, at the crossroad of many energetic pathways. It can
produce ATP through its oxidation via pyruvate transformation and the citric acid cycle, the
production of ketone bodies, or even neoglucogenesis and further utilization of glucose.
Contrary to glucose, its transport into cells and mitochondria is regulated by a membrane-
transporter independent from insulin'>!°, Inflammation, and notably sepsis, induces a defect
in glucose utilization through a resistance to insulin and a reduction in neoglucogenesis,
resulting in reduction in glucose availability for tissues*®. Thus, lactate may be a source of
energy even when glucose utilization is limited by inflammation. We demonstrated that HSL
raised both lactate and pyruvate levels, suggesting that lactate may be a better energy
precursor than glucose in this model'®. The deprivation of circulating lactate levels has been
described as detrimental for the septic heart*’, highlighting the key role of this molecule in the
metabolic pathways during sepsis'®. Ketone bodies acetoacetate and 3-hydroxybutyrate can be
produced from pyruvate-derived acetyl-CoA and provide ATP in various organs, including
the brain and the heart, notably in conditions with reduced cellular availability of oxygen and
glucose. Moreover, they preserve mitochondrial coupling function®. 3-hydroxybutyrate has
been demonstrated to improve cardiac systolic function in patients with chronic heart
insufficiency’’. We demonstrated that HSL rises lactate, pyruvate but also 3-hydroxybutyrate
blood levels. Thus, the observed improvement in cardiac function may also be secondary to
this rise of ketones, because caloric intakes in both NaCl and HSL groups were similar. We

also demonstrated that HSL enhanced glucose blood content, despite the fact that the NaCl
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group received an additional infusion of dextrose. This is possibly due to the significant rise
in lactate blood level in HSL, resulting in neoglucogenesis from lactate or/and a sparring
effect of glucose utilization because of the oxidation of lactate!®>. To conclude, HSL seems to

be highly beneficial to metabolism during sepsis.

Strengths and Limits

Our study has several limitations. The main one is the absence of a hypertonic control group
because of the high mortality rate in the “hypertonic bicarbonates” group. The reasons are
unclear. Nevertheless, in a previous work, the use of HSL was associated with a better

microcirculation, inflammation and renal function during endotoxemia®2

in comparison with
HSB, making it less interesting in our work to carry out this group. Moreover, we discussed
above that the hypertonic nature could not explain all the beneficial effects observed. Another
limitation is the choice of the model studied. Indeed, the transposition of rodent models to
Humans is questionable?®. Nevertheless, the use of a septic model in rats allowed us to
explore many aspects of organ dysfunction in a standardized model, with a robust
methodology. We also observed improvement of inflammation but we currently cannot assess
if it is the cause of the consequence of the global improvement. Finally, we evoked the

specific effect of HSL through its GPR81 receptor but this hypothesis needs further

explorations.

In conclusion, the use of hypertonic lactate-containing fluid in an experimental sepsis model
improves microcirculation, capillary leakage, cardiac and renal functions, potentially through

metabolic and inflammatory pathways. Both experimental and humans studies are warranted
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to deepen the mechanisms of sepsis improvement by HSL and the possible transposition to

clinical sepsis.
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Figure legends:
Figure 1: schematic representation of the study design. HSL: CLP: Caecal Ligature and
Punction; Hypertonic Sodium Lactate; NaCl: Sodium Chloride; TTE: transthoracic

echocardiography.

Figure 2: Mesenteric microcirculation evaluated by laser speckle imaging (n=10/group).
Three examples are presented: A) Sham; B) CLP-NaCl; C) CLP-HSL. D) mean + SD values
of perfusion units in the 3 groups. Red symbols represent the value of the presented examples.

**%: p<0.001.

Figure 3: Capillary leakage explored using Evans Blue assay (n=5/group) in the Lungs (A),
Gut (B), Liver (C), Heart (D) and E) fluid balance . Results are expressed as medians and
interquartiles and compared using a kruskall-wallis or Mann-Whitney test.*: p<0.05, **:

p<0.01, ***: p<0.001.

Figure 4: Trans-Thoracic Echocardiography (n=10/group). A) end-diastolic Left-Ventricular
diameter; B) E peak velocity / A peak velocity ratio of the mitral flow; C) Shortening fraction
evaluated by Time-Movement mode; D) Cardiac output. Examples are presented in the lower

part of the figure for the shortening fraction (time-movement image) and Velocity-Time
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Integral (pulse-wave image). Results are presented as median with interquartiles and

compared using a kruskall-wallis test. **: p<0.01, ***: p<0.001.

Figure 5: Plasma levels of cytokines, VEGF-A and Syndecan-1. Results are expressed as

mean + SD and compared using an ANOVA test. *:p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001.
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Table 1

P value
Sham CLP-NaCl CLP-HSL NaCl vs. HSL vs.
Sham NaCl
Pulse Pressure 45 [33-48] 22 [19-32] 35 [30-37] 0.006 0.2
(mmHg)
Systolic Blood 120+ 19 73+23 88 +32 0.006 0.5
Pressure (mmHg)
Diastolic Blood 79 +13 50 +20 55429 0.03 0.8
Pressure (mmHg)
LVEDP (mmHg) 2.3[1.2-44] 2.6 [1.7-4.4] 2.8[1.9-3.6] 0.9 1
LVESP (mmHg) 114 +21 68 +22 87 +£32 0.006 0.3
dP/dt max (mmHg/s) | 7997 + 2347 2974 + 988 7110 + 4582 0.01 0.04
dP/dt min (mmHg/s) | 6492 + 2045 3079 + 1503 5489 + 3564 0.04 0.2
LVESPVR 22+3 21+13 2043 ns
LVEDPVR 1.0+0.3 32412 1.6 +0.8 0.0002 [ 0.005
Tau 8.2+3.1 10.6 + 1.8 9.5+3.6 ns

Table 1: Invasive hemodynamic parameters and pressure-volume loops (n=7/group). Results are presented as
means + standard deviations or medians with first and third quartiles according to the normality of the
population. Only results of the post-test are presented as numerical data. In case of a non-significant primary
test, results are presented as “ns”. LVEDP: Left Ventricular End Diastolic Pressure. LVESP: Left
Ventricular End Systolic Pressure. LVEDPVR: Left Ventricular End Diastolic Pressure-Volume Relationship.
LVESPVR: Left Ventricular End Systolic Pressure-Volume Relationship. Tau: Isovolumic Relaxation
Constant. NaCl: sodium-chloride. HSL: hypertonic sodium lactate.
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Table 2

P value
Sham CLP-NaCl CLP-HSL Sham vs. HSL vs.
NaCl NaCl
Blood ionogram (n=6)
Na’, (mmol/L) 138 [138-143] | 141 [140-143] 153 [150-157] 1 0.02
K" (mmol/L) 4.8 [4.5-5.0] 4.7[4.2-5.2] 3.7[3.1-4.0] 1 0.02
CI' (mmol/L) 98 [96-99] 100 [99-101] 97 [94-99] 1 0.02
Urea (mmol/L) 6.9 [5.7-8.3] 16.2 [11.3-24.6] | 9.6 [8.5-10.7] <0.0001 0.04
Urine ionogram (n=6)
Na'*, (mmol/L) 149 [58-163] | 26 [21-39] 441 [362-509] 0.2 0.0004
Na', (mmol/day) 2.5[2.1-2.8] 0.1]0.1-0.1] 9.9 [8.2-12.5] 0.1 0.0003
A Na* (mmol) 2.4[2.4-2.8] 4.9 [2.7-6.2] 0.06
K™ (mmol/L) 254 [196-282] | 325 [295-406] 104 [88-142] 0.2 0.0005
K (mmol/day) 4.6 [3.9-4.8] 1.3[0.7-2.2] 2.6 [2.0-2.9] 0.001 0.3
A K (mmol) - 1.3]0.7-2.2] -2.6[2.0-2.9]
CI' (mmol/L) 185 [143-231] | 89 [67-126] 107 [85-137] 0.02 0.8
CI' (mmol/day) 3.4[2.9-3.7] 0.3 [0.1-0.8] 2.5[1.9-3.2] 0.002 0.03
A CI' (mmol) 2.2 [2.0-2.4] -2.5[1.9-3.2] 0.002
Blood Metabolic parameters (n=10)
Glucose (mmol/L, 10.5+2.4 49+1.1 94+45 0.0006 0.002
n=10)
Lactate (mmol/L) 1.6+1.0 35+1.5 6.7+4.6 0.1 0.04
Pyruvate (umol/L) 32+22 122 £51 249 + 186 0.09 0.03
3-hydroxybutyrate 514 +249 212+ 105 445 + 303 0.02 0.03
(umol/L)
Acetoacetate 317 £ 198 149 + 77 216 + 137
(umol/L) n
Blood Inflammation and capillary leakage parameters (n=10
IL-18 (pg/mL) 48+ 11 993 + 851 272 +215 0.0006 0.004
TNFa (pg/mL) 6+2 59 + 31 28 +23 <0.0001 0.005
IL-10 (pg/mL) 207 +29 1015 + 389 601 + 523 0.0001 0.02
VEGF-A (pg/mL) 240 [226-280] | 261 [250-287] 198 [185-250] 0.4 0.009
Syndecan-1 (pg/mL) | 8.5+4.0 9.7+£2.6 7.7+2.0 ns

Table 2 : Biological parameters. A ion= ion administrated (mmol) - ion excreted (mmol). NaCl: sodium-
chloride. HSL: hypertonic sodium lactate.
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figure 1
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4. Synthése générale et perspectives

4.1. Balance hydrique au cours du choc non septique

Au cours de ce doctorat nous avons donc confirmé chez I’Homme que 1’accumulation de fluides corporels
était associée a un mauvais pronostic chez les patients de réanimation les plus séveres.

Dans la premiere partie de notre travail, portant sur la balance hydrique des patients traités par ECMO
veino-artérielle pour choc cardiogénique réfractaire, nous avons pu confirmer les données précédentes de
Schmidt et al et de Kim et al démontrant une association entre mortalité et balance hydrique. Notre travail
permet d’outrepasser certains biais des études précédentes. Notre durée d’inclusion était plus faible pour une
plus grande homogénéité des pratiques (3 ans versus 10 ans pour I’étude de Kim et al). L’analyse de la période
initiale avait lieu avant J3 post-ECMO, la ou le stress inflammatoire est le plus important (et donc
potentiellement la fuite hydrique), alors que Schmidt et al avaient exclu ces patients. A la lumiere de ces trois
études, les patients en chocs cardiogéniques traités par ECMO présentent donc une accumulation hydrique,
tres probablement secondaire a des mécanismes physiopathologiques proches de ceux du sepsis, et devraient
donc bénéficier de stratégies prudentes de gestion des fluides comme celles développées pour le sepsis (cf
supra). L’un des principaux écueils a la limitation de I’administration des fluides est 1’absence d’outil
d’analyse de la précharge dépendance de ces patients. En raison du caractere centrifuge et continu du débit
circulatoire généré par ’ECMO, et d’un circuit sanguin en grande partie extracorporel, tous les indices de
précharge dépendance, dont ceux basés sur les interactions cceur poumons, sont inutilisables. Le seul utilisable
a ce jour est le fluid challenge permettant de restaurer un débit de pompe lorsque celui-ci s’effondre. Les
perspectives d’amélioration de la gestion volémique/hydrique de ces patients pourraient donc se baser sur
plusieurs axes :

- Limiter le développement du processus inflammatoire propre au circuit d’ECMO, peut-étre grace
a 'utilisation de membrane adsorbante de cytokines?®’. Ceci a pour I’instant fait le cas de quelques
descriptions cliniques mais aucune étude randomisée n’a exploré leur effet a ce jour. Dans une série
de 6 cas, Lother et al utilisérent le systeme CytoSorb™ (CytoSorbents Europe) en dérivation sur
I’oxygénateur de ’ECMO pour des patients traités par ce dispositif dans le cadre de chocs septiques
(n=4) ou d’arréts cardiaques (n=2)%8. Les taux d’IL-6 mesurés chez deux patients diminuaient de fagon
importante (-85%) et chez les 2 patients traités pour arrét cardiaque la balance hydrique diminuait
également. Ce dispositif pourrait donc étre d’intérét pour limiter I’inflammation et ses conséquences
déléteres sur la fuite capillaire.

- Développer des thérapeutiques ciblant spécifiquement I’endothélium et les acteurs de la fuite
capillaire (anti-VEGF, anti-Ang2, augmentation de 1’activité phosphatase sous-membranaire...)

- Développer des outils de précharge dépendance adaptés a ces patients afin de limiter les apports

inutiles
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4.2. VEGEF et sepsis

Nous avons ensuite testé plusieurs molécules ayant potentiellement un intérét pour limiter ces phénomeénes
cedémateux. La premiére molécule que nous avons testée est 1’anticorps anti-VEGF bevacizumab. Son
utilisation dans notre modéle s’est avérée un échec. Plusieurs hypothéses ont été soulevées : 1’altération des
processus de cicatrisation péritonéale (modele chirurgical de CLP) par inhibition de I’angiogenese VEGF, ou
bien la non-selectivité du bevacizumab contre le VEGFies. En effet cet anticorps cible une portion non
spécifique du VEGF, commune a la plupart des variants peptidiques alors méme que ceux-ci peuvent avoir
des effets antagonistes. Ainsi, si la plupart des effets pro-perméabilisants du VEGF sont dus a son variant
VEGFs6sa, le variant VEGFesh présente des effets opposes, régulateurs du VEGFiesa sur la perméabilité
capillaire et I’angiogenése'®®. De plus d’autres variants (VEGF121, VEGFiss...) exercent des effets pléiotropes
d’intérét. Bloquer de fagon non spécifique tous les variants pourrait donc aboutir a I’absence d’effet, voir a
des effets délétéres. L’absence d’essais cliniques ou de nouvelle publication expérimentale sur le bevacizumab
en contexte inflammatoire aigu, en association avec nos propres résultats, interroge sur ’intérét de cette
molécule dans le sepsis. L’utilisation d’anticorps plus spécifiques tel que le pegaptanib, anticorps spécifique
du VEGF1es pourrait étre une voie envisagée. Une alternative pourrait également étre le blocage combiné des
2 voies de signalisation Ang2 et VEGF, toutes deux fortement impliquées dans la fuite capillaire. Dans une
étude expérimentale de sepsis polymicrobien par ligature ponction caecale chez la souris, Hauschildt et al ont
mis en évidence que I’utilisation d’un anticorps hétérodimérique et bispécifique dirigé contre 1’Ang2 et le
VEGF (A2V, Roche n°R06872840-000-006) induisait une diminution de I’expression d’ICAM-1 et de
’infiltrat leucocytaire, avec diminution de 1’inflammation tissulaire, mais également une amélioration de la
perméabilité in vivo et dans un modele cellulaire in vitro, et in fine une amélioration de 38% de la survie?®,
Ce travail illustre la nécessité de combiner les approches afin d’optimiser les chances de succes, mais illustre
également I’interconnexion entre les voies physiopathologiques, puisque 1’inhibition de deux voies impliquées
dans la fuite capillaire (Ang2/Tie2 et VEGF/VEGF-R) se traduit certes par une diminution de la fuite, mais
également par une diminution du recrutement leucocytaire et de sa diapédese, avec une réduction de
I’inflammation. Nous avons détaillé précédemment que le VEGF était impliqué dans la régulation de la
phosphorylation des VE-cadhérines et donc de la perméabilité paracellulaire. Nous avons également détaillé
d’un c6té I’association entre le VEGF ou son récepteur soluble sFlt-1 et la séverité/mortalité des patients
septiques, et d’un autre c6té 1’association entre balance hydrique et mortalité. Cependant a ce jour aucune
¢tude n’a corrélé 1’apparition d’un syndrome cedémateux avec la présence d’une augmentation des taux de
VEGF ou de sFlt-1 afin de confirmer leur implication dans ce syndrome. A I’heure de la médecine
personnalisée et de I’avénement de la biologie moléculaire au lit du patient, ou 1’avenir semble étre au
profilage phénotypique des patients afin de délivrer un traitement ciblé et adapté a la situation, on pourrait
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envisager ’administration de thérapies ciblant la voie du VEGF chez des patients présentant des taux élevés.
Néanmoins il parait indispensable de préciser I’implication de ces voies dans la symptomatologie observée.
A cette fin, nous réalisons actuellement avec le Dr Boyer (co-investigateur du projet) une étude
translationnelle et observationnelle visant a corréler les taux de VEGF et sFlt-1 avec 1’apparition d’un
syndrome cedémateux et d’une dysfonction microcirculatoire. Cette étude prévoit 1’inclusion de 100 patients
en choc septique au sein des Réanimations Médicale et Chirurgicale du CHU de Rouen. Le syndrome
oedeémateux est objectivé par la balance hydrique mais également par des mesures de bio-impédancemétrie.
La mesure de la microcirculation est réalisée par Sidestream DarkField Imaging couplée a I’analyse logicielle
de I’épaisseur du glycocalyx (Peripheral Boundary Region, glycocheck™, microvision medical USA). Le
protocole est présenté annexe 5.

4.3. Impact d’un soluté de lactate de sodium molaire sur la microcirculation, la fuite capillaire et la fonction
cardiaque

Le second traitement que nous avons étudié est la perfusion de lactate de sodium. Nous avons montré que
la perfusion de lactate de sodium molaire au cours du sepsis expérimental améliorait la microcirculation et la
fuite capillaire. Cette amélioration est probablement due a plusieurs mécanismes : diminution de la production
de VEGF, réduction du processus inflammatoire, et peut-étre aussi par un effet osmotique de la solution. De
plus, sa perfusion induisait une amélioration importante de la fonction cardiaque pouvant étre due a la fois a
la charge sodée, présentant en elle-méme des effets tonicardiaques, mais également a I’augmentation du corps
cétonique 3-hydroxybutyrate dont nous avons vu précédemment les effets bénéfiques sur le coeur?®. Un
élément important ressortant de ce travail est la métabolisation effective du lactate perfusé. En effet la
glycémie est augmentée, témoin de 1’utilisation du lactate pour la néoglucogenése hépatique et rénale (cycle
de Cori). De plus, ’augmentation de la production de pyruvate par la lactate deshydrogénase, sans
modification du ratio Lactate/Pyruvate, témoigne de I’absence de saturation de cette enzyme. Le pyruvate
ainsi formé peut ensuite intégrer le cycle de Krebs dans les tissus a hauts besoins energétiques (coeur, cerveau)
ou aboutir a la formation de corps cétoniques (essentiellement dans le foie) pouvant étre secondairement
utilisés pour oxydation dans le myocarde. Ce travail démontre donc pour la premiére fois I’effet bénéfique de
la perfusion de lactate de sodium en condition septique, alors que jusqu’a présent les effets bénéfiques avaient
été observés uniquement dans des modéles endotoxiniques®’52'8 et de traumatisme cérébral?”>?%, ou encore
chez ’'Homme sur la fonction cardiaque®’%?"+?%!, Les effets bénéfiques observés sur la microcirculation
pourraient résulter de trois hypothéses principales. La premiere reposerait sur la régulation du processus
inflammatoire puisque la molécule de lactate peut se fixer sur son récepteur membranaire gpr81 et moduler
’expression du NF-kB2’°. Nous avons décrit précédemment comment le stress inflammatoire pouvait

entrainer une fuite capillaire et une dysfonction microcirculatoire. Sa prévention pourrait donc participer a la
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préservation de la fonction endothéliale. La deuxiéme hypothése pourrait étre 1’amélioration de la fonction
cardiaque et donc de la perfusion globale, limitant I’apparition de stress d’ischémie reperfusion et donc la
génération d’espéces réactives de I’oxygéne hautement délétére pour 1’endothélium?®?, La troisiéme hypothése
pourrait étre une action directe sur la cellule endothéliale par la perfusion de lactate, utilisable pour le
métabolisme de cette cellule. S’il est probable que la charge osmotique ait pu participer a la restauration
hémodynamique, il est moins évident qu’elle ait pu induire des modifications si importantes des fonctions
d’organes étudiées. En effet, dans les travaux de Duburcq et al, si I’administration d’HSB (controle
hypertonique) induisait une amélioration de la fonction cardiaque, I’HSL présentait des effets plus importants
sur cette fonction, mais également sur la microcirculation et la balance hydrique. De plus ce soluté était le seul
qui induisait une amélioration de I’inflammation, de I’hématose (et donc probablement de la fuite capillaire)
et du transport artériel en O2?'"?8. L.’administration de sérum salé hypertonique (NaCl 3%) chez des patients
admis au service de d’accueil des urgences pour sepsis ne modifiait pas les taux d’IL-6, IL-8 ou IL-10
comparativement au NaCl 0,9%2%. Dans une méta-analyse portant sur 381 patients dans 8 essais randomisés,
I’utilisation de sérum salé hypertonique ne modifiait pas le pronostic des patients méme si cela permettait
d’obtenir un profil hémodynamique stable avec un volume moindre?,

Toutes ces données plaident donc pour un effet propre de la perfusion de lactate au cours du sepsis mais
dont les effets précis nécessitent d’étre approfondis. En effet il ne nous a pas été possible de distinguer les
effets propres du lactate de sodium sur I’inflammation afin de déterminer qui de la voie inflammatoire ou de
la part métabolique présentent un effet notable. A cette fin nous poursuivons actuellement les investigations
au sein de 1’unité U1096 avec la mesure du métabolisme énergétique et mitochondrial dans le méme modele
expérimental de CLP (Master 2 Perrine Leprétre). Nous explorons la production d’ATP (ratio ATP/ADP), la
cinétique des divers métabolites et la structure mitochondriale. Dans un second travail, nous souhaitons
explorer spécifiquement 1’effet du lactate sur I’endothélium par 1’étude de la perméabilité de cultures
cellulaires HUVEC exposées a un stress inflammatoire au LPS et mises en contact de concentration croissante
de lactate. Un deuxiéme volet de cette étude endothéliale sera 1’exploration de la vasoréactivité ex vivo par
artériographie au flux d’animaux septiques et exploration des effets ex vivo du lactate sur artéres isolées. Ceci
permettra de bien différencier les effets spécifiques sur la microcirculation ou via une amélioration de la

macrocirculation . Ce projet sera développé lors de I’année 2020-2021.

5. Conclusion
Pour conclure, I’altération de la fonction barriére endothéliale, ou fuite capillaire, est un élément de mauvais
pronostic chez les patients graves de réanimation. L’avénement de nouvelles voies thérapeutiques ciblant ce
mécanisme pourrait étre d’intérét mais actuellement aucune n’a fait la preuve de son efficacité chez I’Homme.
Les traitements ciblant la voie du VEGF par le bevacizumab sont décevants et nécessitent éventuellement une
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autre approche. De fagon plus intéressante, la perfusion de lactate permet une amélioration de la fuite capillaire
dont les mécanismes nécessitent d’étre approfondis mais sont associés a une amélioration globale du
métabolisme et de la fonction d’organes. Des études évaluant au mieux ces mécanismes d’action restent

nécessaires avant d’évaluer I’impact thérapeutique potentiel de la perfusion de lactate chez le patient agresse.
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6. Abbreviations

ABP: Actin-Binding Protein

ADAMTS-13: A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin type | repeats 13
ADN: Acide DésoxyriboNucléique

ADP: Adénosine DiPhosphate

Akt: Protein kinase B

AMPc: Adenosine MonoPhosphate cyclique
AP-1: Activator Protein 1

ARN: Acide RiboNucléique

ARRB2: Arrestin Beta 2

ATP: Adénosine TriPhosphate

BH4: tetrahydrobioptine

CD: Cluster of Differentiation

CDCA42: Cell Division Control protein 42
CCL: CC Chemokine Ligand

CLP: Caecal Ligation and Puncture

DAMP: Damage Associated Molecular Pattern
DEP-1: Density-Enhanced Phosphatase — 1
ELISA: Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay
EV: Expansion Volémique

FAD: Flavine Adenine Dinucleotide

FAK: Focal Adhesion Kinase

FT: facteur Tissulaire

FMN: Flavine MonoNucleotide

GMPc: Guanosine MonoPhosphate cyclique

I- kB: Inhibitor of NF- xB

ICAM-1: Intracellular Cell Adhesion Molecule-1
IL: Interleukines

INF: Interferon

JAK: Janjus Kinase

JAML: Junctional Adhesion Molecule

LFA-1: Leukocyte Function Antigen - 1

LPS: LipoPolySaccharide

MAPK: Mitogen Associated Protein Kinase
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MCT: MonoCarboxylate Transport

MLC: Myosin Light Chain

MLCK: Myosin Light Chain Kinase

mLOC: mitochondrial Lactate Oxidation Complex
MYDB88: Myeloid Differentiation primary response protein 838
NADP: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
NF- «B: Nuclear Factor kB

NO: Monoxyde d’Azote

NOS: NO Synthase

NRLP3: NOD-like Receptor Pyrin domain containing 3
PALI: Plasminogen Activator Inhibitor

PAM: Pression Artérielle Moyenne

PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern
PSGL-1: P-selectin Glycoprotein Ligand - 1

PKA: Protein Kinase A

PLC: PhosphoL.ipase C

P13K: Phospholnositide 3-Kinase

PRR: Pattern Recognition Receptor

PTP1B: Protein-Tyrosin Phosphatase - 1B

RAC-1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
ROCK: Rho-associated protein Kinase

ROS: Reactive Oxygen Species

RL: Ringer Lactate

SID: Strong lon Difference

SIG: Strong lon Gap

SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrom
SHP-2: Src Homology region 2 domain-containing Phosphatase
SOFA: Sequential Organ Failure Assessment

TGF: Transforming Growth Factor

TFPI: Tissue Factor Pathway Inhibitor

TNF: Tumor Necrosis Factor

TLR: Tool-Like Receptor

TSAd: T-cell Specific Adaptator

VCAM-1: Vascular Cell Adhesion Molecule —1
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VE-Cadherin: Vascular Endothelial Cadherin

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

VE-PTP: Vascular Endothelial Protein Tyrosine Phosphatase
VLA-4: Very Late Antigen — 4

VWHI: von Willebrandt factor
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