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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
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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).
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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 so