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Titre : Implication des piéges extracellulaires dans la neuro-inflammation induite par infection ou par
traumatisme médullaire
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Résumé : Qu'il soit déclenché par une infection ou par un traumatisme, un déreglement de la réponse immunitaire peut
avoir de graves conséquences. Généralement étudiés indépendamment, ces origines différentes peuvent toutefois mettre
en jeu des mécanismes communs. Au cours de ma thése, j'ai donc cherché a étudier plusieurs de ces mécanismes. L'un
d'entre eux a plus particulierement retenu mon attention : la production de piéges extracellulaires (ETs). Pour évaluer ces
possibles interactions, j'ai travaillé sur deux pathologies : le sepsis, en tant que facteur infectieux, et la lésion de la moelle
épiniere, en tant que facteur d'origine traumatique. Les études menées aprés lésion de la moelle épiniere ont permis de
caractériser les types cellulaires produisant les ETs dans ce modele. Celles menées sur deux modeéles précliniques de sepsis
ont permis de caractériser et explorer les effets des ETs sur les troubles neuromusculaires au cours de cette pathologie. Ces
troubles peuvent étre atténués par I'administration d'un inhibiteur spécifique de la production de ETs ou par une modulation
spécifique du systeme adrénergique, ce qui a également permis de réduire les dysfonctions d'organes et d'améliorer la
survie. Cette piste thérapeutique semble prometteuse et pourrait étre envisagée afin d'améliorer la prise en charge des

patients atteints d'une neuro-inflammation excessive.

Title : Involvement of extracellular traps in neuroinflammation induced by infection or spinal cord injury
Keywords : sepsis, spinal cord injury, inflammation, extracellular traps, 31-blockers, nervous system.

Abstract : Whether triggered by infection or trauma, immune dysfunction can have serious consequences. Usually studied
independently, these different origins may nevertheless involve common mechanisms. In the course of my thesis, | set out
to study several of these mechanisms. One in particular caught my attention: the production of extracellular traps (ETs). To
assess these possible interactions, | worked on two pathologies: sepsis, as an infectious factor, and spinal cord injury, as a
factor of traumatic origin. Studies carried out after spinal cord injury enabled us to characterize the cell types producing ETs
in this model. Studies carried out on two preclinical models of sepsis have enabled us to characterize and explore the effects
of ETs on neuromuscular disorders in this pathology. These disorders can be alleviated by the administration of a specific
inhibitor of ETs production, or by specific modulation of the adrenergic system, which has also been shown to reduce organ
dysfunction and improve survival. This appears to be a promising therapeutic avenue which could be considered to improve

the management of patients with excessive neuroinflammation.
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ADN : acide désoxyribonucléique

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

ATP : adénosine triphosphate

BBB score : test de Basso, Beattie et Bresnahan

BDNF : facteur neurotrophique issu du cerveau

BETs : basophil extracellular traps

BHE : barriere hémato-encéphalique

BPI : protéine augmentant la perméabilité bactérienne

C2 : deuxiéme vertébre cervicale

C5a : composants du complément 5a

Ca?* :ion calcium

CASP : péritonite sur stent du colon ascendant

CLP : modele de ligature et ponction caecale

CMH : complexe majeur d'histocompatibilité

CRP : protéine C réactive

CSPG : protéoglycanes de chondroitine sulfate

CXCR : récepteur des chimiokines

DAMPs : modéles moléculaires associés aux dommages
ECFA : facteur chimiotactique de I'anaphylaxie des éosinophiles
EETs : eosinophil extracellular traps

ETs : pieges extracellulaires

FasL : ligand de Fas

FiO2 : fraction d'oxygene inspiré

fMLP : formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine

G-CSF : facteur de stimulation des colonies de granulocytes
GDNF : facteur neurotrophique dérivé des cellules gliales
GM-CSF : facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages
GSDMD : gasdermine D

H3 : histone-3

H3 citr : histone-3 citrullinée

HOCI : acide hypochloreux

Iba1 :ionized calcium-binding adapter molecule 1



ICAM-1 : molécule d'adhésion intercellulaire-1
ICUAW : faiblesse acquise en unité de soins intensifs
IFN : interféron

IL : interleukine

iNOS : oxyde nitrique synthase inductible

IRA : insuffisance rénale aigue

LBP : protéine de liaison au LPS

LPS : lipopolysaccharides

MBP : mannose binding protein

MCETs : mast cell extracellular traps

Mcl-1 : leucémie a cellules myéloides

METs : monocyte extracellular traps

MFI : intensité de fluorescence moyenne

MiETs : microglia extracellular traps

MMP : métalloprotéinase matricielle

MPO : myéloperoxidase

mTOR: mammalian target of rapamycin

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NE : élastase neutrophile

NETs : pieges extracellulaires des neutrophiles

NK : natural killer

NO : oxyde nitrique

NOX : NADPH oxydase

OMS : Organisation mondiale de la santé

PAD4 : peptidylarginine déiminase 4

PAM : pression artérielle moyenne

PAMPs : motifs moléculaires associés aux pathogénes
paO2 : pressions partielles en 02

PEM : potentiel évoqué moteur

PEMdia : potentiel évoqué moteur diaphragmatique
pETs : plasmacytoid dentritic cell extracellular traps

PG : peptidoglycane
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ABREVIATIONS

PGE2 : prostaglandine E2

PGI2 : prostacycline

PICS : syndrome d'immunosupression, de catabolisme et d’inflammation persistante
PIP2 : phosphatidylinositol (4,5) trisphosphate

PKA : protéine kinase A

PKC : protéine kinase C

PMA : Phorbol 12-myristate 13-acetate

PMN : leucocytes polymorphonucléaires

PPA : protéines de phase aigué

PPC : phénomeéne phrénique croisé

rMS : stimulation magnétique répétitive

rTMS : stimulation magnétique transcranienne répétée
ROS : especes réactives de I'oxygene

SAE : encéphalopathie associée au sepsis

SDRA : syndrome de détresse respiratoire aigué

SIRS : syndrome de réponse inflammatoire systémique
SK3 : canal potassique-3

SNA : systéme nerveux autonome

SNC : systeme nerveux central

SNP : systéme nerveux périphérique

SNPa : systéme nerveux parasympathique

SNS : systeme nerveux sympathique

SOFA : sequential sepsis-related organ failure assessment
STNFR : récepteur soluble du TNF-a

TF : facteur tissulaire

TGF : facteur de croissance transformant

TLR : récepteur de type Toll

TMS : stimulation magnétique transcranienne

TNF : facteur de nécrose tumorale

VCAM-1 : molécule d'adhésion cellulaire vasculaire-1
VEGF : facteur de croissance endothélial vasculaire

WEFA : agglutinine de glycine floribunda
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INTRODUCTION

La réponse immunitaire est un processus de défense mis en place pour protéger un
organisme afin de répondre a une agression par un facteur d'origine infectieux ou stérile. Elle

comprend la réponse inflammatoire.

L'inflammation d'origine infectieuse est déclenchée par la présence d'agents pathogénes
tels que des bactéries, des virus ou des champignons. Cependant, celle-ci est parfois dérégulée
et aboutit alors a une réponse disproportionnée de I'organisme. Dans les cas les plus graves, cela
peut engendrer un sepsis, défini comme une dysfonction d’'organes potentiellement mortelle

causée par une réponse dérégulée de I'héte a une infection (M. Singer et al. 2016).

Dans cette pathologie, I'infection d’'abord localisée, se propage et affecte plusieurs organes,
dont le systeme nerveux central. L'inflammation cérébrale qui en résulte peut alors entrainer divers
symptomes neurologiques qui pourront perdurer et laisser des séquelles chez les patients

survivants, notamment au niveau neuromusculaire.

Ces symptomes neuro-inflammatoires peuvent aussi se retrouver dans l'inflammation de
type stérile. Il s'agit d'une réponse immunitaire déclenchée sans origine infectieuse, qui fait suite
a des dommages tissulaires comme lors de traumatismes, ou a une ischémie-reperfusion ou des
réactions auto-immunes comme lors de I'encéphalomyélite auto-immune (qui provoque une
réaction auto-immune dirigée contre la myéline pour provoquer une démyélinisation et des

dommages axonaux) par exemple.

Dans ce contexte, la compréhension des acteurs impliqués dans la neuro-inflammation,
définie comme une réponse inflammatoire mise en place dans le systéme nerveux central, est
importante pour développer des traitements efficaces. Au cours de ma thése, j'ai donc cherché a
comprendre le role de certaines cellules immunitaires impliquées dans la réponse innée et la
protection du systeme nerveux central dont la microglie (population de cellules immunitaires la
plus abondante dans le SNC, elle correspond aux macrophages résidents), les neutrophiles et les
monocytes infiltrants. Plus particulierement, je me suis intéressé aux pieges extracellulaires

pouvant étre produits par ces trois types cellulaires en réponse a une inflammation.

En paralléle, j'ai étudié les effets d'un traitement sur le systeme nerveux central a I'aide de
deux modéles de sepsis : les B1-bloquants adrénergiques, ayant déja montré un intérét dans

d'autres tissus comme le cceur, le foie ou le rein. Enfin, j'ai évalué I'efficacité de la stimulation
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magnétique transcranienne répétée, un traitement non invasif utilisé en clinique pour traiter des

maladies liées a la neuro-inflammation, sur l'inflammation suite a une lésion de la moelle épiniére.
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LA REPONSE INFLAMMATOIRE

1. DEFINITION

L'inflammation, ou réaction inflammatoire, est un mécanisme naturel qui se met en place
lorsque I'organisme subit une agression de type chimique, toxique, microbienne ou traumatique
(Medzhitov 2008), ou lors de maladies auto-immunes. Elle peut concerner tous les organes sans
distinction, et agit en éliminant les stimuli nuisibles et en initiant le processus de guérison (Ferrero-
Miliani et al. 2007). Pour cela, I'inflammation déclenche une cascade de signalisation qui active les
cellules immunitaires résidentes et, via le chimiotaxisme leucocytaire, attire les cellules
immunitaires sanguines au site subissant I'agression. Ces cellules activées produisent des
cytokines qui modulent cette réponse inflammatoire (Jabbour et al. 2009). L'inflammation est donc
un mécanisme de défense indispensable pour maintenir I'homéostasie du corps (Nathan et al.

2010), mais qui doit étre régulé afin d'éviter des dommages a I'organisme (Headland et al. 2015).

La réponse inflammatoire peut étre qualifiée d'aigué ou de chronique. L'inflammation aigué
est non spécifique et se met en place tres rapidement en faisant intervenir les cellules
immunitaires capables de détruire I'élément déclencheur. Elle dure peu de temps: une fois
I'agression controlée, le tissu est réparé et I'inflammation prend fin. Néanmoins, méme aigue,
I'inflammation peut parfois prendre des proportions démesurées et conduire a de graves
complications, comme lors d'un sepsis. Si l'inflammation n'est pas contrdélée et perdure dans le
temps, elle devient alors délétére : il s'agit de I'inflammation chronique, avec l'intervention de
mécanismes immunitaires plus spécifiques qui se produisent lorsque le pathogene n‘a pu étre

éliminé ou bien encore lorsqu’une pathologie auto-immune est apparue (Gusev et al. 2019, 2022).
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2. MECANISMES MIS EN JEU DANS LA REACTION INFLAMMATOIRE

La réaction inflammatoire peut étre subdivisée en trois étapes. Dés le stimulus déclencheur,
la phase d'initiation, ou phase vasculaire, se met en place pour permettre le recrutement des
cellules immunitaires. La, des molécules vasodilatatrices vont étre libérées : elles permettront
I'afflux de cellules immunitaires lors de la phase d’amplification (Kolaczkowska et al. 2013). Durant
cette deuxieme phase, les cellules immunitaires telles que les neutrophiles et les monocytes
sanguins vont venir en renfort des macrophages résidents sur le site de I'inflammation. Enfin, la
phase de résolution et de réparation permet de restaurer I'intégrité des tissus et de revenir a
I'homéostasie. Cette derniére étape dépend de la sévérité de la Iésion et peut prendre entre 10 et
15 jours (figure 1). Lorsque I'inflammation persiste ou n'est plus controlée, la réponse immunitaire
et inflammatoire peut devenir disproportionnée, comme lors d’un sepsis (Beutler et al. 2001), dont

les mécanismes mis en jeu seront développés ultérieurement.
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Figure 1 : Représentation simplifiée des événements impliqués dans une réponse inflammatoire.

La stimulation de la réponse inflammatoire commence par provoquer la réponse vasculaire, qui est suivie d'un
dfflux de leucocytes polymorphonucléaires (PMN) vers la zone inflammée. Aprés avoir atteint les tissus, les
monocytes se transforment en macrophages et phagocytent activement les débris. Les lymphocytes, qui sont
des cellules du systeme immunitaire adaptatif, modulent ensuite cette réponse initiale. Une fois l'élément
déclencheur de l'inflammation éliminé, il se met en place une phase de résolution de l'inflammation afin de
revenir a 'homéostasie. L'échec de cette résolution conduit a la persistance de l'inflammation, entrainant un
état inflammatoire chronique responsable des lésions tissulaires durables. (PGE2 : prostaglandine E2; PGI2 :
prostacycline) (Suthahar et al. 2017).
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3. LES CYTOKINES

La réponse inflammatoire est en partie régulée par les cytokines qui peuvent I'amplifier, ou

au contraire la diminuer.

3.1. Généralités

Les cytokines sont des protéines solubles qui régulent la réponse immunitaire. Elles sont
synthétisées en réponse a un signal activateur et jouent un rble clé dans la régulation de
I'inflammation. Il existe deux types de cytokines : les cytokines pro-inflammatoires qui stimulent
I'inflammation, et les cytokines anti-inflammatoires qui l'inhibent et favorisent le retour a

'hnoméostasie.

Les principales cytokines pro-inflammatoires précoces sont l'interleukine-Ta (IL-1a), I'lL-1B,
I'IlL-6 et le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-o). Il en existe d'autres, plus tardives, telles que
I'interféron-y (IFN-y), le facteur de croissance transformant-p (TGF-p), le facteur de stimulation
des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF), et les interleukines IL-8, IL-11, IL-12, IL-17,
IL-18 et IL-33. Les cytokines pro-inflammatoires précoces (IL-1, IL-6, TNF-a) agissent comme des
pyrogénes endogenes en induisant de la fiévre, et régulent a la hausse la syntheése de médiateurs
secondaires et d'autres cytokines pro-inflammatoires. Elles stimulent la production des protéines
de phase aigué (comme la protéine C réactive) ou attirent les cellules immunitaires (Holdsworth
et al. 2015). Pour ce faire, des chimiokines, qui sont des cytokines chimiotactiques, sont sécrétées
dans l'espace extracellulaire. L3, elles restent solubles ou se lient a la matrice extracellulaire,
formant ainsi des gradients de concentration transitoires (si elles sont solubles) ou stables (si elles
sont liées). Les cellules immunitaires détectent ensuite ces chimiokines et leurs gradients par

liaison a des récepteurs spécifiques, ce qui permet leur recrutement (Sokol et al. 2015).

Quant aux cytokines anti-inflammatoires, il s'agit d'un groupe de molécules
immunorégulatrices impliquées dans la prévention des effets potentiellement nocifs des réactions
inflammatoires persistantes ou excessives. Les principales cytokines anti-inflammatoires

comprennent I'IlL-10, I'lL-11, I'IL-13, I'antagoniste des récepteurs de I'lL-1 (IL-1Ra), I'IL-4, I'lL-6
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(Opal et al. 2000) et le sTNFR qui est un récepteur soluble du TNF-a (Waetzig et al. 2005).

Il existe de trés nombreuses cytokines : j'ai donc pris le parti de mettre |'accent sur certaines
d'entre elles, celles majoritairement impliquées dans la mise en place de la réponse immunitaire

dans les modeéles que j'ai étudiés au cours de ma these.

3.2. Les principales cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires permettent d'initier et de diriger la réponse immunitaire
en favorisant I'inflammation (tableau 1). Certaines sont exprimées précocement, comme le TNF-a
et I'lL-1f qui sont les premieres a intervenir, alors que d'autres le sont plus tardivement, comme

I'lFN-y.

Le TNF-a est produit essentiellement par les macrophages activés, mais il peut également
I'étre par de nombreux autres types de cellules, comme les lymphocytes T auxiliaires, les
lymphocytes NK, les neutrophiles, les éosinophiles, les mastocytes et les neurones. Il est exprimé
dés le début de la réponse inflammatoire parce qu'il déclenche la fievre et stimule la phase de
réponse aigué de linflammation en permettant le recrutement des neutrophiles et des

lymphocytes (Locksley et al. 2001).

L'IL-1B, aussi connue sous le nom de cataboline (March et al. 1985), est produite par les
macrophages activés sous forme d’'une pro-protéine qui subira une modification protéolytique
en sa forme active par la caspase-1. Elle est également exprimée précocement parce que son
implication dans diverses activités cellulaires, notamment la prolifération, la différenciation et

I'apoptose, en font un médiateur important de la réponse inflammatoire (Dinarello 2009).

L'IL-6, aussi appelée interféron-f2 ou facteur de stimulation des lymphocytes B2, est une
cytokine pro-inflammatoire majeure (Hirano et al. 1986) sécrétée par les lymphocytes T et les
macrophages pour stimuler la réponse immunitaire a la suite d'un traumatisme. Les macrophages
peuvent également la produire suite a la reconnaissance de PAMPs (motifs moléculaires associés
aux pathogenes) bactériens par les TLR (récepteurs de type Toll) (Larsson et al. 1999). Cette
cytokine a plusieurs roles : elle aide a réguler la réponse immunitaire en favorisant non seulement

I'activation et la différenciation des lymphocytes T et B, mais aussi la libération de granulocytes et
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de monocytes (Galanaud et al. 1989).

D'autres cytokines sont sécrétées plus tardivement. C'est le cas de I'IlL-8 qui est une
chimiokine produite par les macrophages et par d'autres types cellulaires comme les cellules
épithéliales et endothéliales (Strieter et al. 1989). Il s'agit de I'un des médiateurs majeurs de la
réponse inflammatoire. En effet, sa fonction principale est I'induction de la chimiotaxie de cellules
cibles telles que les neutrophiles via la liaison sur son récepteur CXCR2 : elle les attire vers le site
de l'inflammation, ce qui lui confére aussi le nom de facteur chimiotactique des neutrophiles

(Colditz et al. 1989).

L'IL-18 est une cytokine pro-inflammatoire produite entre autres par les macrophages
(Boraschi et al. 2006). Elle peut induire une immunité a médiation cellulaire en réponse a une
infection par des produits microbiens tels que le LPS (Biet et al. 2002). En effet, I'IL-18 peut stimuler
les lymphocytes NK et certains lymphocytes T pour libérer I'lFN-y ou l'interféron de type Il, qui

jouent un réle important dans l'activation des macrophages notamment (Tschoeke et al. 2006).

L'IFN-y est une cytokine essentielle pour le controle des tumeurs, et pour I'immunité innée
et adaptative contre les infections bactériennes, virales et intracellulaires. En effet, c'est un
activateur important des macrophages et il induit I'expression des molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe Il (Schoenborn et al. 2007). L'IFN-y est produite par les lymphocytes
T CD4 et CD8 lors de la stimulation antigénique, et par les lymphocytes NK dans la réponse

immunitaire innée (Schoenborn et al. 2007).

Quant a GM-CSF, elle est sécrétée par les macrophages, les lymphocytes T, les mastocytes,
les cellules endothéliales et les fibroblastes (Ushach et al. 2016). Elle induit la différenciation des
cellules souches en neutrophiles, éosinophiles, basophiles et monocytes (Hamilton 2002), en plus

de sa fonction pro-inflammatoire (Hamilton et al. 2004).

En ce qui concerne I'lL-17, elle est produite par les lymphocytes T auxiliaires et est induite
par I'lL-23 (Costa et al. 2010). Elle intervient dans la régulation de I'hématopoiése et de
I'inflammation en augmentant la production de chimiokines dans divers tissus pour recruter des
monocytes (Shahreyar et al. 2018) et des neutrophiles (Witowski et al. 2000) sur le site de

I'inflammation. Elle stimule également la production de nombreuses autres cytokines.
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3.3. Les principales cytokines anti-inflammatoires

Les cytokines anti-inflammatoires sont des molécules immunorégulatrices (tableau 1)
impliquées dans la prévention des réactions inflammatoires persistantes ou excessives, sécrétées

de maniére précoce ou plus tardive selon le type. Deux d'entre elles jouent un réle majeur.

L'IL-10 est la cytokine clé des réponses anti-inflammatoires. Elle est principalement produite
par les monocytes, et dans une moindre mesure par les lymphocytes. L'IL-10 inhibe |'expression
des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, et GM-CSF dans les monocytes, les

macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes NK (Opal et al. 2000).

L'IL-1Ra est sécrétée lors de la phase aigué de l'inflammation : elle joue donc un réle
modulateur de la réponse inflammatoire. Elle entre en compétition avec les cytokines pro-
inflammatoires IL-1a et IL-1f dans la liaison au récepteur de I'IL-1 et bloque leur fonction, régulant
ainsi la réponse immunitaire (Schreuder et al. 1997). Certaines cytokines anti-inflammatoires telles
que I'IL-10 et I'lL-13, augmentent la synthese d'IL-1Ra mais inhibent également la synthése d'IL-

1B (Dinarello 1997).
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Cytokine | Famille Source principale Roles
Pro-inflammatoire, prolifération,
IL-1B IL-1 Monocytes, macrophages o o
apoptose et différenciation
. Pro-inflammatoire, différenciation,
IL-6 IL-6 Macrophages, lymphocytes T, adipocytes . . .
induction d'autres cytokines
L8 oxc Macrophages, cellules endothéliales et Pro-inflammatoire, chimiotaxisme,
épithéliales angiogenese
Anti-inflammatoire, inhibition des
IL-10 IL-10 Monocytes, lymphocytes B et T . . .
cytokines pro-inflammatoires
12 IL-12 Macrophages, neutrophiles, cellules Pro-inflammatoire, différenciation,
dendritiques activation des cellules NK
Pro-inflammatoire, production de
Macrophages, cellules NK, lymphocytes . L R
TNF-o TNF . cytokines, prolifération, apoptose et role
et adipocytes . .
anti infectieux
Pro-inflammatoire, réponse immunitaire
IFN-y IFN Lymphocytes T, cellules NK o, .
innée et adaptative
Pro-inflammatoire, activation des
EM-CSF L4 Macrophages, fibroblastes, lymphocytes macrophages, augmentation de la
T production des neutrophiles et des
monocytes
L1 L1 Cellules immunitaires, épithéliales et Anti-inflammatoire, inhibition des effets
“1ra .
adipocytes de I'lL-1p

Tableau 1 : Origine et réles des principales cytokines impliquées dans la réponse inflammatoire (Chen et al.

2017).
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En plus des cytokines, la réponse inflammatoire implique un réseau hautement coordonné
de nombreux types cellulaires qui peuvent étre résidents ou recrutés. Dans le prochain
paragraphe, je vais décrire plus particulierement les cellules myéloides et leurs rbles dans la

réponse inflammatoire innée.
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4. LES CELLULES MYELOIDES DE LA REPONSE INNEE

L'ensemble des travaux présentés dans ma these sont relatifs a la réponse immunitaire

innée, c'est pourquoi par la suite, uniquement celle-ci sera décrite.

Le systeme immunitaire inné constitue la premiere ligne de défense de I'organisme. Il réagit
de la méme maniére a tous les germes et substances étrangeéres, c'est pourquoi on l'appelle
parfois le systeme immunitaire « non spécifique ». Il agit également trés rapidement, au contraire
du systeme adaptatif qui est spécifique et intervient plus tardivement (8 a 15 jours), avec la mise

en place de cellules spécifiques telles que les lymphocytes T et B.

Les cellules impliquées dans cette réponse immunitaire innée dérivent de la lignée
hématopoiétique. Ces cellules, appelées cellules myéloides, sont les granulocytes (neutrophiles,
éosinophiles et basophiles) et les monocytes, qui sont des descendants différenciés de
progéniteurs communs dérivés de cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse. Leur
différenciation vers I'un ou l'autre type cellulaire est sous le controle de facteurs de transcriptions
distincts et de facteurs de stimulation des colonies comme le GM-CSF. Lorsque I'organisme est
en présence d'un agent pathogéne, ces cellules myéloides sont rapidement libérées de la moelle
osseuse vers le sang. Elles doivent ensuite étre mobilisées vers les tissus nécessitant leurs actions

(Kawamoto et al. 2004).

4.1. La mobilisation leucocytaire

La migration des leucocytes du sang vers les tissus comprend quatre phases successives :
tout d'abord les leucocytes sont mobilisés et libérés depuis la moelle osseuse (phase de
mobilisation et de libération), puis ils scrutent I'endothélium pour détecter des signaux de
migration (phase de capture). Ensuite intervient la phase de diapédese leucocytaire qui est elle-
méme divisée en plusieurs étapes : la margination et le roulement, suivie par I'adhérence et enfin,

la transmigration (figure 2).

Dans la moelle osseuse, le facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF) et
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le facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) régulent la
granulopoiése, qui est le processus de fabrication des granulocytes tels que les neutrophiles
(Kovach et al. 2012). Les chimiokines et les molécules d'adhésion exprimées sur les cellules
endothéliales de la moelle osseuse et les neutrophiles régulent la libération de ces derniers dans
la circulation sanguine. Dans des conditions normales, le récepteur de chimiokine CXCR4 interagit
avec son ligand (ligand du récepteur de chimiokine CXCL12) pour médier leur rétention, et CXCR2
interagit avec CXCL1 ou CXCL2 pour déclencher leur libération. Dans ce cas, I'équilibre des
chimiokines et de leurs récepteurs aide a maintenir les leucocytes dans la moelle osseuse, avec
seulement une petite fraction de neutrophiles matures libérés dans la circulation pour permettre

une veille immunitaire et une mobilisation rapide en cas d'infection (Capucetti et al. 2020).

La phase de migration et de roulement des leucocytes implique |'expression des E et P-
sélectines endothéliales, qui présentent des interactions de faible affinité avec la L-sélectine
exprimée a la surface des leucocytes (figure 2). Ceci permet la liaison initiale des leucocytes et leur
interaction avec les cellules endothéliales avant la phase d'adhésion. Cette étape implique
I'interaction des B-intégrines exprimées a la surface des leucocytes, et leurs ligands exprimés a la
surface de I'endothélium : ICAM-1 (molécule d'adhésion intercellulaire-1) et VCAM-1 (molécule

d'adhésion cellulaire vasculaire-1) (Tedder et al. 1995).

La phase de transmigration des leucocytes correspond a leur passage a travers les jonctions
serrées de I'endothélium vasculaire. Cette étape nécessite des chimio-attractants leucocytaires,
tels que la formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine (fMLP), le facteur d'activation plaquettaire, le
composants du complément 5a (C5a), le leucotriéne B4 et I'lL-8, qui se lient aux récepteurs de

chimiokines CXCR2 exprimés sur les leucocytes comme les neutrophiles (Cacalano et al. 1994).
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Figure 2 : Migration des leucocytes.

La migration des leucocytes se déroule en plusieurs étapes: les phases de ralentissement, d'arrét, puis
d'adhésion a l'endothélium, qui font intervenir les sélectines et les B-intégrines. Ensuite, il y la phase de
transmigration, qui correspond au passage du leucocyte entre les jonctions serrées de l'endothélium vasculaire
pour atteindre le foyer d'infection (Shen et al. 2017).

Une fois les cellules myéloides mobilisées, elles vont pouvoir agir en fonction de leurs

spécificités.

4.2. Les éosinophiles

lIs ont pour fonction principale la libération de médiateurs cytotoxiques par un mécanisme
de dégranulation lors de réactions allergiques par exemple. Si I'organisme réagit de maniere
excessive a la présence d'un allergéne, il va y avoir une augmentation importante du nombre
d'éosinophiles, ce qui peut avoir pour effet des troubles inflammatoires, des rhinites allergiques
ou des eczémas, ainsi que des dommages tissulaires causés par la libération excessive de

molécules inflammatoires.
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Les éosinophiles peuvent aussi étre impliqués dans la réponse immunitaire innée précoce
via leur capacité a exprimer des a-défensines et des récepteurs de I'immunité innée comme le
Toll-like 2. Cette activation du récepteur TLR-2 entraine notamment une production d'espéces

réactives de I'oxygene (ROS) et de peroxydase (Driss et al. 2010).

4.3. Les mastocytes

Les mastocytes sont produits dans la moelle osseuse puis ils passent dans le sang et
colonisent les tissus ou ils terminent leur différenciation. Les mastocytes ont un réle dans la
protection contre les infections: ils sont situés dans les tissus conjonctifs, la peau et les
mugqueuses, ce qui les place en premiére ligne de défense contre les pathogenes (Piliponsky et al.
2019). lls peuvent libérer des médiateurs inflammatoires pour recruter d'autres cellules
immunitaires comme les neutrophiles ou les monocytes vers le site de l'infection et renforcer la
réponse immunitaire (Mukai et al. 2018). lls sont aussi impliqués dans la cicatrisation en favorisant
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenese) et en régulant la matrice
extracellulaire. Enfin, ils permettent une modulation de la réponse immunitaire adaptative en
interagissant avec les cellules du systéme immunitaire adaptatif, telles que les lymphocytes T et B

(Elieh Ali Komi et al. 2020).

Cependant, lorsqu’un individu allergique est exposé a un allergéne comme du pollen ou
une piqdre d'insecte, les mastocytes dégranulent : ils libérent les granules présents dans leur
cytoplasme et déversent les médiateurs qu'ils contiennent, tels que I'histamine, I'héparine, la
sérotonine et diverses chimiokines, provoquant ainsi des symptomes allergiques comme des
démangeaisons, de |'urticaire, un gonflement et une constriction des voies respiratoires (Hallgren

et al. 2014; Shea-Donohue et al. 2010).

4.4. Les basophiles

Comme les éosinophiles, les basophiles sont des cellules circulantes de la réponse
immunitaire innée, mais moins courantes. Ills ont un réle important dans la lutte contre les

parasites et dans la réaction allergique, notamment via la libération par dégranulation

34



LA REPONSE INFLAMMATOIRE

d’histamines ou d'ECFA (facteur chimiotactique de I'anaphylaxie des éosinophiles) qui attirent les

éosinophiles (Mukai et al. 2013).

Leurs granules contiennent aussi de I'héparine, un puissant vasodilatateur qui favorise la
perméabilité vasculaire et donc facilite la mobilisation leucocytaire pour permettre I'afflux de

cellules immunitaires sur le lieu de l'inflammation.

4.5. Les neutrophiles

Du fait de l'importance des neutrophiles dans la réponse immunitaire initiale et des
résultats significatifs obtenus lors des premiers mois de ma these, ces cellules immunitaires seront

davantage détaillées.

4.5.1. Généralités

Les neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants dans la circulation sanguine chez
I'Homme. Ils sont considérés comme la premiére ligne de défense du systeme immunitaire inné :
ils capturent et détruisent les micro-organismes par phagocytose, liberent des granules contenant
des protéines antimicrobiennes et forment les pieges extracellulaires (ETs) aprés détection des
agents pathogénes (Brinkmann et al. 2004). Les neutrophiles jouent aussi un réle de médiateurs
de l'inflammation. lls sont produits dans la moelle osseuse, libérés dans la circulation sanguine et

migrent vers les tissus ou ils exercent leurs fonctions (Bratton et al. 2011).

4.5.2. Roles
A. La phagocytose

La phagocytose est I'un des principaux mécanismes de la défense immunitaire innée et I'un
des premiers processus mis en place lors d'une infection. Il s'agit d'une fonction clé des

neutrophiles.

Lors de la phagocytose, la cellule va internaliser un pathogéne, ce qui donne naissance a
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un phagosome. Ensuite ce phagosome va fusionner avec les lysosomes présents dans la cellule
pour former un phagolysosome, ce qui va conduire a une dégradation de son contenu. Pour cela,
il s'acidifie progressivement, ce qui a pour conséquence d'activer les enzymes de dégradation (Lee
et al. 2003). La dégradation provoquée par ces enzymes peut étre dépendante ou indépendante
de l'oxygene, les deux mécanismes agissant de maniere complémentaire I'un de l'autre. La
dégradation dépendante de l'oxygéne fait intervenir le NADPH (nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate) et la production de ROS, dont le peroxyde d’hydrogéne. Celui-ci et la
myélopéroxydase (MPO) activent un systéme halogénant, ce qui conduit a la création
d'hypochlorite. Quant a la dégradation indépendante de I'oxygéne, elle implique la destruction
de I'agent pathogéne via des enzymes lysosomales telles que les protéases, les phospholipases,

les nucléases et les lysozymes qui aident a tuer les agents pathogénes (Raichvarg et al. 1981).

B. La dégranulation

La dégranulation physiologique des neutrophiles est un processus cellulaire visant a
détruire des agents pathogenes via la libération de molécules cytotoxiques antimicrobiennes
contenues dans des granules. Différents types de granules sont libérés de maniére séquentielle
pour optimiser |'efficacité de la réponse immunitaire (figure 3) (Gierlikowska et al. 2021). Dans un
premier temps, les granules tertiaires sont libérés. Ils sont riches en enzymes lysosomales et en
protéines antimicrobiennes peu spécifiques. lls contiennent par exemple la cathepsine ou la
gélatinase, aussi connue sous le nom de métalloprotéase-9, qui permet la dégradation de la
matrice extracellulaire, favorisant ainsi la migration des cellules immunitaires. Ils sont suivis par la
libération des granules secondaires, qui contiennent des molécules qui ont un pouvoir
antimicrobien plus puissant, dont la lactoferrine (qui permet de priver les agents pathogénes du
fer nécessaire a leur développement), la phosphatase alcaline, le lysozyme (une enzyme capable
de lyser des bactéries), la cathélicidine (un peptide antimicrobien), la NADPH oxydase (NOX, qui
permet de former des ROS) et la collagénase. Puis pour terminer, ce sont les granules primaires,
dits azurophiles, qui sont libérés : ceux-ci contiennent les protéines les plus pro-inflammatoires et
antimicrobiennes, et donc les plus toxiques, comme [|'élastase, la myéloperoxidase (MPO), la
cathepsine G, les défensines (peptides HNP-1, HNP-2 et HNP-3) et la protéine augmentant la

perméabilité bactérienne (BPI) (Faurschou et al. 2003).
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Ce processus en trois étapes permet de coordonner la réponse immunitaire pour qu'elle
soit la plus ciblée et efficace possible, en libérant les substances appropriées au moment le plus
opportun. Elle peut-étre dérégulée par certaines bactéries qui vont étre capables de la limiter
comme par exemple Chlamydia trachomatis (Rajeeve et al. 2018), Mycobacterium smegmatis
(Cougoule et al. 2002) ou encore Yersinia pseudotuberculosis (Taheri et al. 2016), ce qui aura pour
effet une perturbation de la réponse immunitaire. Au contraire, certaines peuvent induire une
dégranulation excessive des neutrophiles, comme Staphylococcus aureus qui va aggraver sa

pathogénicité en entrainant une augmentation des fuites vasculaires.
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Figure 3 : Les différents types de granules libérés par les neutrophiles.

Les granules tertiaires, contenant des enzymes peu spécifiques, sont les premiers a étre libérés, puis ce sont les
secondaires qui ciblent plus spécifiquement le type de pathogéne, et dans un dernier temps les granules
primaires (Ma et al. 2013).
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C. Production de pieges extracellulaires

Si la capacité des neutrophiles a faire de la phagocytose et de la dégranulation est connue
depuis plusieurs dizaines d'années, celle de produire des piéges extracellulaires (NETs) n'a été
caractérisée pour la premiére fois qu’en 2004. Il s'agit de structures composées de chromatine et
de protéines cellulaires qui permettent de « piéger » et dégrader les agents pathogenes (figure
4). C'est I'une des stratégies importantes des neutrophiles pour limiter la propagation de

I'infection et la combattre (Brinkmann et al. 2004).

Figure 4 : Production de pieges extracellulaires par des neutrophiles stimulés in vitro et observés au microscope
électronique a balayage.
Les fleches rouges indiquent les NETs (Zhao et al. 2017).

o  Structure et composition

Les pieges extracellulaires sont principalement composés de fibres de chromatine
décondensée, d'histones H1, H2A, H2B, H3 et H4, et d’enzymes associées a ces structures. Ces
enzymes proviennent de granules primaires (comme I'élastase neutrophile (NE), la cathepsine G

et la MPO), de granules secondaires (comme la lactoferrine), et de granules tertiaires (comme la
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gélatinase) (Brinkmann et al. 2004). La MPO active I'oxydation des halogénures par le peroxyde
d’'hydrogéne pour former de l'acide hypochloreux, qui est hautement réactif et antimicrobien
(Nauseef 2007). La NE est une sérine protéase qui a aussi une activité antibactérienne (Weinrauch
et al. 2002). Elle joue également un role essentiel dans la formation des NETs et interagit avec la
MPO pour initier la décondensation de la chromatine (Papayannopoulos et al. 2010). Cette activité
antimicrobienne est également observée chez les histones qui sont les constituants les plus

abondants des NETSs, et plus particulierement chez les histones H2A et H2B (Li et al. 2007).

o Meécanismes

Il existe deux grands mécanismes de formation des NETs : la NETose suicidaire et la NETose
vitale. La NETose suicidaire est dépendante de |'activité de la NOX et implique la lyse de la cellule
et donc sa mort, tandis que la NETose vitale se produit sans activité de la NOX et maintient la

cellule en vie (Huang et al. 2022).

La formation des pieges extracellulaires par le processus de NETose suicidaire implique le
déclenchement de la voie Raf-MEK-ERK (Desai et al. 2016), puis des voies dépendantes de la NOX,
et de la génération de ROS (figure 5). La voie RIPK1-RIPK3-MLKL activant également la NOX est
aussi impliquée (Hakkim et al. 2011). Différents récepteurs, tels que les récepteurs TLR, les
récepteurs Fc ou les récepteurs du complément, peuvent induire linitiation de la NETose
(Brinkmann et al. 2004). Leur activation entraine une libération de calcium du réticulum
endoplasmique et une augmentation du calcium cytoplasmique. Ces ions calcium (Ca?*) vont
stimuler I'activité de la protéine kinase C (PKC) (figure 5), la phosphorylation de la gp91phox et
I'assemblage fonctionnel des sous-unités cytosoliques et membranaires de la NOX, ce qui entraine
la formation de ROS. Sous l'activation des ROS, les granules et I'enveloppe nucléaire se rompent.
Dans cette voie, la citrullination des histones dépendante de la peptidylarginine déiminase 4
(PAD4) favorise la décondensation de I’ADN en neutralisant la charge positive des histones, ce qui
diminue les interactions électrostatiques entre les histones et I'ADN. Ce processus génére un
mélange d'ADN et de protéines bactéricides, comprenant la MPO et la NE qui se trouvaient
initialement dans les granules intracytoplasmiques (Li et al. 2010). Par la suite, les substances
nucléaires, granulaires et cytoplasmiques sécrétées se combinent pour former le NET (Y. Chen et

al. 2022).
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Figure 5 : Implication de la voie Raf-MEC-ERK dans la production des NETSs.

La production des NETs par le processus de NETose suicidaire implique l'activation de la voie Raf-MEK-ERK
suite a la reconnaissance de signaux comme la PMA ou des composants bactériens. Cette voie est dépendante
des ROS qui vont favoriser la destruction de 'enveloppe nucléaire et des granules qui contiennent la MPO et la
NE. Ces deux enzymes vont finalement permettre de décompacter 'ADN et s'associer a la chromatine pour
former le NET par le processus de NETose suicidaire (Y. Chen et al. 2022).

La majorité des connaissances mécanistiques sur la NETose suicidaire proviennent d'études
in vitro consistant a traiter des neutrophiles isolés avec par exemple de la PMA (Phorbol 12-
myristate 13-acetate), un puissant activateur synthétique de plusieurs types de cellules
immunitaires dont les neutrophiles via I'activation de la PKC (Silvestre-Roig et al. 2019; Weckbach

et al. 2019).

La production de NETs par la mort du neutrophile est un processus lent (de 2 a 4 heures),
ce qui a pour conséquence de laisser le temps aux pathogenes de se propager. En revanche,
I'autre processus de formation de NETs, la NETose vitale, est plus rapide (entre 5 minutes et 1

heure) et indépendant des ROS et de la voie Raf-MERK-ERK (Pilsczek et al. 2010; Rochael et al.
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2015). Ce type de NETose passe par l'activation des TLR et de récepteurs du complément (figure
6) (Byrd et al. 2013; Clark et al. 2007). De plus, la NETose vitale entraine un mouvement vésiculaire
de I'ADN de l'intérieur du noyau vers I'espace extracellulaire (Pilsczek et al. 2010). Les NETs sont
expulsés par exocytose. Par conséquent, cette voie préserve l'intégrité des membranes
plasmatiques et n'entraine pas la mort lytique des neutrophiles (Clark et al. 2007). Aprés le
relargage d’ADN, ces neutrophiles restent fonctionnels : ils conservent leur capacité a faire de la
phagocytose, et leur durée de vie n'est pas affectée (Yipp et al. 2013). Enfin, il a été montré que
I'ADN composant ces pieges extracellulaires n'était pas uniquement d'origine nucléaire, mais
pouvait également provenir de la mitochondrie, et que les neutrophiles relarguant de I'’ADN

mitochondrial restaient eux aussi viables (Yousefi et al. 2009).

La NETose vitale, indépendante de la NOX, peut étre stimulée par des plaquettes activées,
des micro-organismes et des protéines du complément (Douda et al. 2015). Apres cette activation
qui est régulée par le canal potassique 3 a faible conductance médiée par le calcium (SK3), les
ions calcium pénétrent dans les neutrophiles (Douda et al. 2015). L'influx de Ca®* active la PAD4
qui va aider a la citrullination de H3 (figure 6). Ainsi, la liaison électrostatique entre I'histone et
I'ADN s'affaiblit, ce qui provoque la décondensation de la chromatine qui sera transportée par
des vésicules hors du neutrophile, avec les histones et les protéines granulaires (Leshner et al.

2012).
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Figure 6 : Processus de formation des NETs par NETose suicidaire ou NETose vitale.

Lors de la NETose vitale, des ions calcium peuvent étre libérés, entrainant l'activation de la protéine kinase C
(PKC). Par la suite, la PAD4 induit la citrullination de lUhistone H3 (CitH3), entrainant en outre une
décondensation de la chromatine. Enfin, le NET est envoyé hors du neutrophile par des vésicules. Un autre type
de NETose, appelée NETose suicidaire, implique les ROS via le complexe NOX activé. Le NET est formé et libéré
dans l'espace extracellulaire (Huang et al. 2022).

Des études montrent que le clivage des histones H2, H3 et H4 en N-terminal peut étre

utilisé pour déterminer le type de NETose : la neutrophile élastase clive les queues N-terminales

des histones lors de la NETose suicidaire mais pas durant la NETose vitale (Pieterse et al. 2018).

Outre la NETose vitale et la suicidaire, quelques études récentes indiquent qu'il pourrait
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exister un troisieme type de production de pieges extracellulaires. Il a été constaté que le LPS
cytosolique ou les bactéries a Gram négatif induisent une forme de NETose dépendante des

caspases via |'activation de la caspase-11.

Cette caspase clive la gasdermine D (GSDMD), conduisant a la formation de pores dans la
membrane nucléaire (figure 7) (Chen et al. 2018). Ce pore nucléaire permet I'entrée de la caspase-
11 et le clivage des histones, ce qui induit la décondensation de la chromatine. Par la suite, la
GSDMD crée un pore dans la membrane plasmique pour permettre I'extrusion de I'’ADN (Chen et
al. 2018; Sollberger et al. 2018). Dans cette voie de formation des pieges extracellulaires, la NE, la
MPO et la PAD4 ne semblent pas nécessaires : la caspase-11 et la GSDMD sont les inducteurs

directs (Chen et al. 2018).
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Figure 7 : Mécanisme de formation des pieges extracellulaires dépendant de la caspase-11.

Dans cette voie, il y a une activation de la caspase-11, qui clive la GSDMD, conduisant a la formation de pores
dans la membrane nucléaire : cela va permettre la translocation de la caspase-11 dans le noyau pour le clivage
des histones. La GSDMD forme ensuite des pores dans la membrane plasmique pour l'expulsion du piége
extracellulaire.
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o Dommages causés par les NETs

La capacité des NETs a limiter la dispersion des pathogénes et a favoriser leur destruction
est bien connue. Néanmoins, les NETs peuvent également endommager les tissus en cas d'exces,

notamment lors d'infections et de maladies auto-immunes.

Par exemple, dans le lupus érythémateux disséminé, une maladie auto-immune dans
laquelle les patients développent des auto-anticorps contre I'ADN et les histones, la formation de
ces pieges extracellulaires ainsi que les difficultés a les éliminer, entraine une atteinte rénale
(Hakkim et al. 2010). Dans la polyarthrite rhumatoide, caractérisée par une inflammation synoviale
persistante qui provoque des Iésions du cartilage et des os dans les articulations, une production
de NETs associée a une augmentation de I'inflammation dans les articulations, peut contribuer a
la pathogénese de cette maladie (Khandpur et al. 2013). Les NETs sont également impliqués dans
d'autres pathologies auto-immunes comme la rectocolite hémorragique (Bennike et al. 2015) ou
la vascularite des petits vaisseaux dans laquelle ils endommagent les cellules endothéliales et
induisent une inflammation locale dans les vaisseaux (Villanueva et al. 2011). lls peuvent
également tuer directement les cellules épithéliales et endothéliales (Saffarzadeh et al. 2012;
Villanueva et al. 2011) ou participer a I'évolution de maladies métaboliques comme le diabete de

type 2, I'nyperglycémie augmentant la production des NETs (Menegazzo et al. 2015).

Une autre fonction néfaste des NETSs est I'occlusion du systéme vasculaire. La présence de
protéines pro-coagulantes dans la structure des NETs peut activer le processus de coagulation
sanguine a travers la formation de fibrine, une protéine qui forme le réseau de base des caillots
sanguins. Les NETs induisent aussi le piégeage des plaquettes et des cellules sanguines qui dans
ce cas, peuvent s'agréger et contribuer la encore a la formation de caillots sanguins. Cela conduit
a une occlusion rapide des vaisseaux affectés, a une microcirculation perturbée et a des lésions

organiques (Leppkes et al. 2020).

Dans le systeme nerveux central (SNC), les NETs sont également retrouvés dans les
infections de type méningite ou encéphalopathie, ou grace a leur role antimicrobien, ils
permettent de lutter contre I'infection (Appelgren et al. 2019; Schonrich et al. 2016). Cependant,
ils sont également connus pour étre présents dans de nombreuses pathologies neurologiques.
Par exemple, ils sont impliqués dans les déficits neurologiques suite a un traumatisme cranien :

une étude dans un modele d'impact cortical chez la souris a montré une augmentation de la
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production de NETSs, ainsi qu'une réduction de I'oedéme cérébral et une amélioration des déficits

neurologiques suite a l'inhibition de leur production (Vaibhav et al. 2020).

Suite a l'inhibition de la production de NETs dans un modele de souris arthéroscléreuses,
la thrombose de |'artere carotide et la taille des Iésions arthéroscléreuses étaient réduites (Fuchs
et al. 2010; Knight et al. 2014). Les NETs sont également retrouvés lors des ischémies cérébrales
et provoquent aussi des effets négatifs en cas d'exces de production. Dans cette pathologie, les
NETs accélerent le processus de coagulation et de formation de caillots sanguins (S.-W. Kim et al.

2020).

lls sont également associés a la maladie I'Alzheimer et a la neuro-inflammation chronique
qui est une caractéristique de cette maladie (Wyss-Coray et al. 2012). La présence de ces NETs a
été montrée dans un modéle murin et chez les patients atteints (Wyss-Coray et al. 2012; Zenaro
et al. 2015) : ils aggravant I'inflammation et peuvent causer des dommages (Manda-Handzlik et
al. 2019). Enfin, une étude dans un modéle de lésion de la moelle épiniére chez le rat a montré
que l'inhibition de la production de NETs atténuait les dommages secondaires, limitait la

formation de la cicatrice gliale et favorisait la récupération fonctionnelle (Feng et al. 2021).

Depuis la découverte de ces pieges extracellulaires produits par les neutrophiles, appelés
NETs, ce type de structures a été caractérisé dans de nombreux autres types cellulaires : les METs
(macrophage extracellular traps) formés par les macrophages (Mohanan et al. 2013; Sharma et al.
2017), les EETs (eosinophil extracellular traps) par les éosinophiles (Ueki et al. 2013, 2016), les BETs
(basophil extracellular traps) par les basophiles (Morshed et al. 2014; Schorn et al. 2012), les MCETs
(mast cell extracellular traps) par les mastocytes (von Kockritz-Blickwede et al. 2008), les pETs
(plasmacytoid dentritic cell extracellular traps) par les cellules dendritiques (Loures et al. 2015), les
METs par les monocytes (Granger et al. 2017; Mufoz-Caro et al. 2014), et les MiETs par la microglie
(Wang et al. 2019). Bien qu'il existe des similitudes dans la formation de tous ces types de piéges
extracellulaires, les déclencheurs de leur formation peuvent varier selon les types de cellules en
fonction des agents pathogénes ou des stimuli immunitaires rencontrés, mais beaucoup sont

encore peu étudiés.
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4.6. Les monocytes

Les monocytes sont des phagocytes mononucléés issus de la lignée myéloide. Ils sont
produits dans la moelle osseuse puis passent dans la circulation sanguine, ou ils peuvent rester
durant 1 a 3 jours avant d'étre recrutés par tous les types de tissus par le processus de diapédése

leucocytaire, ou dégradés au niveau de la rate ou du foie (Hu et al. 2009).

Au cours de I'homéostasie, ils contribuent a I'élimination des cellules sénescentes et
apoptotiques. Les monocytes sont aussi les principaux effecteurs de I'immunité innée: leur
recrutement est essentiel pour le contréle des infections (bactériennes, virales ou fongiques),
grace a leur capacité a phagocyter les pathogénes, a leur activité antimicrobienne et a leur role

de principale source de médiateurs inflammatoires (Cavaillon et al. 2005).

La différenciation des monocytes est sous le controle de facteurs hématopoiétiques,
comme le facteur des cellules souches et I'lL-3. Au cours d'une infection, d'autres facteurs comme

le GM-CSF sont produits et stimulent I'hématopoieése, incluant la production de monocytes.

Il existe deux principales sous-populations de monocytes circulants et inflammatoires,
caractérisées selon I'expression a leur surface cellulaire de certains récepteurs de chimiokines
(CCR2+ et CCR2-) et de la L-sélectine (Geissmann et al. 2003). Que le contexte soit inflammatoire
ou non, les monocytes doivent infiltrer les tissus avant de se différencier. La premiére étape du
processus de migration vers le site d'infection est leur adhésion a la surface de la paroi vasculaire
via des molécules d'adhésion. En condition physiologique, les monocytes circulants infiltrent les
tissus sains grace a l'intégrine B2. L3, ils vont renouveler certaines populations de cellules
dendritiques ou de macrophages tissulaires pouvant survivre des mois voire des années et
acquérir une spécificité tissulaire, comme les macrophages péritonéaux par exemple. Si le
contexte est inflammatoire, les monocytes inflammatoires adhérent a I'endothélium grace aux
molécules d'adhésion ICAM-1 et 2, VCAM-1, a |'antigéne trés tardif 4, aux L-sélectine (CD62L) ou
CD43, et a I'intégrine B2, puis ils migrent vers les tissus inflammés pour se différencier en cellules

dendritiques ou en macrophages inflammatoires (Imhof et al. 2004).
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4.7. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont présentes dans les tissus en contact avec I'environnement
extérieur comme les muqueuses, le systeme digestif et la peau, ou il existe un type de cellules
dendritiques spécialisées appelées cellules de Langerhans. Elles peuvent également étre trouvées

a I'état immature dans le sang (Reizis 2012).

Les cellules dendritiques sont les cellules de présentation antigénique les plus puissantes.
Elles jouent un réle essentiel dans la reconnaissance des agents pathogeénes, la régulation de la
réponse immunitaire et I'inflammation : elles initient la réponse immunitaire innée en capturant
les agents pathogeénes, puis elles contribuent a la réponse adaptative grace a leur capacité a
présenter |'antigéne. En effet, une fois activées, elles migrent vers les ganglions lymphatiques ou
elles vont permettre |'activation des lymphocytes T et B en présentant I'antigéne, ce qui va initier
et réguler la réponse immunitaire adaptative et favoriser la communication et la coordination du

systéme immunitaire (Niessen et al. 2008; Poehlmann et al. 2009).

Enfin, les cellules dendritiques permettent de contribuer au maintien de I'homéostasie en
empéchant les réactions immunitaires excessives en présence d'antigene du soi (Lukacs-Kornek

et al. 2011).

4.8. Les macrophages

Les macrophages peuvent avoir deux origines: ils peuvent soit provenir de la
différenciation des monocytes, soit avoir une origine embryonnaire et résider en permanence

dans les tissus durant toute la vie de l'individu (Gentek et al. 2014).

lIs remplissent plusieurs fonctions : comme les neutrophiles, ils réalisent de la phagocytose,
puis ils dégradent les pathogénes internalisés par le processus d'explosion oxydative qui consiste
a libérer rapidement des ROS telles que I'ion superoxyde ou le peroxyde d'hydrogene. Apres avoir
détruit un agent pathogene, les macrophages peuvent présenter des antigénes associés aux
molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I, et donc stimuler des
lymphocytes CD4+. lls sont également capables de produire et secréter des cytokines comme I'IL-

6 et le TNF-a afin d'activer le recrutement d'autres cellules de l'immunité telles que les
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neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes T (Shapouri-Moghaddam et al. 2018).

Les macrophages adoptent différents phénotypes fonctionnels en réponse aux signaux
gu'ils recoivent de leur environnement. Ce processus, appelé polarisation, est un processus
dynamique qui se produit lorsque les macrophages sont stimulés par des changements dans le
microenvironnement d'un tissu spécifique, entrainant différents phénotypes fonctionnels (Sica et
al. 2015). Les deux principaux phénotypes actuellement connus sont les macrophages
inflammatoires ou activés de maniere classique dits de type M1, et les macrophages cicatrisants
ou activés de maniere alternative dits de type M2 (Patel et al. 2017) : ces deux phénotypes
représentent donc des podles opposés du spectre de polarisation des macrophages (Labonte et al.

2014).

Cette caractérisation M1/M2 a principalement été définie in vitro a l'aide de stimulations
ne reflétant pas la complexité du micro-environnement in vivo (Mills et al. 2000). En réalité, cette
classification est bien plus complexe et il est maintenant largement admis que le profil M1/M2 a
peu de pertinence in vivo : il existe plus vraisemblablement un continuum de polarisation entre
les stades M1 et M2 (Specht et al. 2021). De plus, les macrophages présentent une plasticité tres
importante et peuvent passer d’'un état d'activation a I'autre en fonction du micro-environnement

(Porcheray et al. 2005).

La polarisation de I'équilibre des macrophages présentant un phénotype plutét M1 ou M2
est nécessaire pour éviter des lésions. En effet, lors d'une infection, les macrophages présentent
d'abord le phénotype orienté vers le type M1 pour libérer de nombreuses molécules pro-
inflammatoires dirigées contre le pathogéne. Cependant, un processus continu de polarisation
des macrophages vers ce type M1 peut entrainer des dommages aux tissus, aux organes et aux
cellules immunitaires. Par conséquent, les macrophages de phénotype orienté vers le type M2
sécretent de grandes quantités de molécules anti-inflammatoires pour supprimer I'inflammation

et revenir dans des conditions inflammatoires physiologiques (Shapouri-Moghaddam et al. 2018).

Les macrophages activés par des cytokines comme le TNF-a ou I'lFN-y, mais également par
les PAMPs tels que le LPS se polariseront vers le phénotype M1 (Arora et al. 2018). Chez I'homme,
ces macrophages expriment fortement les marqueurs CD68, CD80, CD86, le CMH de classe I,
I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) et le TLR4 (Atri et al. 2018). Des niveaux élevés d'iNOS

dans ces macrophages contribuent a la synthése d'oxyde nitrique (NO) qui permet de lutter contre
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les agents pathogenes (Vogel et al. 2014). En général, ils présentent une forte activité cytotoxique,
afin de tuer les agents pathogénes et éliminer les cellules endogénes anormales car il provoque
des dommages oxydatifs et nitrosatifs en modifiant I'’ADN, en inhibant la fonction enzymatique
et en induisant une peroxydation lipidique, qui explique la majorité des propriétés
antimicrobiennes du NO (Wink et al. 1998). IIs favorisent également la dégradation de la matrice
extracellulaire et l'activité antitumorale (Vogel et al. 2014). En outre, ils sécrétent de grandes
quantités de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-12, IL-23 et IL-1B) pour attirer les lymphocytes

NK (natural killer), les neutrophiles et les lymphocytes T activés (figure 8) (Atri et al. 2018).

Les macrophages plutét polarisés M2 peuvent étre induits par certaines cytokines comme
I'lL-4 , IL-13, I'IL-10 et le TGF-B, par les glucocorticoides et par le complexe immun (Sica et al.
2015). lls expriment des niveaux élevés de lectines de type C (CD206) et de récepteurs
endocytaires (CD163). lls favorisent la sécrétion de chimiokines comme CCL17 et CCL18 pour
recruter des basophiles, des éosinophiles et des lymphocytes T régulateurs sur le site inflammé
comme lors d'allergies (Kang et al. 2013). Ils produisent également des cytokines anti-
inflammatoires telles que I'lL-10, I'lL-1ra et le TGF-B (figure 8) (Porta et al. 2015). Ces macrophages
de type M2 sont impliqués dans le maintien de 'homéostasie et dans la régulation de la réponse
immunitaire, grace a la promotion de I'angiogeneése, le remodelage tissulaire et I'inhibition de

I'inflammation.
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Figure 8 : Activation des macrophages.

Résumé des différents stimuli, marqueurs de surface, cytokines sécrétées et fonctions biologiques des
macrophages de types M1 et M2. CCL, ligand de chimiokine (motif C-C); cMaf, fibrosarcome c-musculo-
aponévrotique ; CXCL, ligand de chimiokine (C-X-C); FIZZ1, a de type résistine ; HIF, facteur inductible par
U'hypoxie ; iNOS, oxyde nitrique synthase inductible ; IFN-y, interféron-gamma ; IL, interleukine; IRF, facteur de
régulation de l'interféron ; JMJD, protéine contenant le domaine Jumonyji ; KLF, facteur de type Kruppel ; NF-kB,
facteur nucléaire «B; KLF, facteur de type Kruppel, LPS, lipopolysaccharides; CMH, complexe majeur
d’histocompatibilité ; PPAR, récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes; STAT, transducteur de
signal et activateur de transcription ; TLR, récepteur de type Toll; TNF-a, facteur de nécrose tumorale alpha;
TGF-B, facteur de croissance transformant béta ; VEGF, facteur de croissance endothélial vasculaire ; Ym]1,
chitinase 3-like 3 (Denning et al. 2019).

La majorité des macrophages résident dans les tissus en condition non inflammatoires. Ils
peuvent avoir des fonctions et des noms spécifiques comme les macrophages alvéolaires dans les
poumons, les cellules de Kupffer dans le foie, ou la microglie dans le SNC. Ma these portant en
grande partie sur la neuro-inflammation au niveau spinal, la microglie sera le seul de ces types

cellulaires que je développerai dans la suite de ce manuscrit.

4.9. La microglie

La microglie est un type de cellules gliales située dans le cerveau et la moelle épiniere
(Lawson et al. 1990). Elle provient des cellules du sac vitellin qui peuplent le SNC lors de la phase

embryonnaire (Ginhoux et al. 2010). Il s'agit d'une population de macrophages résidents, qui
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représente environ 10 a 15 % des cellules présentes dans le SNC (Baik et al. 2014) dont elle
constitue la premiere forme de défense immunitaire (Kreutzberg 1995). La microglie permet de
réguler la réponse neuro-inflammatoire en phagocytant et en éliminant les débris et les cellules
mortes dans le SNC (Li et al. 2005; Zhao et al. 2019). Elle participe également a I'immunité innée
et adaptative en régulant la tolérance immunitaire grace a leur fonction de veille : leurs récepteurs
de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) peuvent détecter les PAMPs et les modéles
moléculaires associés aux dommages (DAMPs), permettant ainsi leur activation en présence d'un

pathogene (Saijo et al. 2011).

Il existe différents sous-types de microglie, qui sont fonctionnellement et
morphologiquement différents en fonction de leur degré de réactivité et de leur réle dans la
réponse immunitaire (figure 9). La morphologie ramifiée, qui est la forme au repos, présente un
petit corps cellulaire, de longues branches et une faible activité immunitaire. Cette forme de
microglie n'a pas de capacité fonctionnelle de phagocytose et de présentation antigénique mais
maintient un environnement immunologiquement stable (Kierdorf et Prinz, 2017). Sous cette
forme, grace a ses prolongements cytoplasmiques, la microglie réalise une surveillance constante
du microenvironnement notamment contre les agents pathogenes, les signaux associés et les
dommages cellulaires (Nimmerjahn et al. 2005), afin de rechercher et d'identifier les menaces
immunitaires tout en maintenant I'homéostasie dans le SNC. Bien que cela soit considéré comme
I'état de repos, la microglie sous cette forme est encore extrémement active dans I'analyse de
I'environnement puisqu'elle permet de réagir rapidement aux perturbations du
microenvironnement (Aloisi 2001). En effet, en cas de perturbation, la microglie est le premier

type cellulaire a s'activer, et ce en quelques minutes (Davalos et al. 2005).

Lors de son activation, la microglie subit un changement de morphologie : la forme activée
représente un continuum qui va de la forme ramifiée vers un corps cellulaire amiboide arrondi
avec des prolongements courts et épais. La microglie activée possede la capacité de présenter
I'antigéne et de phagocyter mais ne se déplace pas (Cai et al. 2014), tandis que lorsqu’elle atteint
la forme amiboide, elle a la capacité de se déplacer librement dans le tissus et de phagocyter mais

elle n’est plus capable de réaliser la présentation d'antigéne (Savage et al. 2019).

En plus de son activité de phagocytose pour éliminer les agents pathogénes, la microglie

peut secréter des substances cytotoxiques, comme des protéinases, des cytokines, des espéeces
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réactives de l'oxygene ou de l'azote (Banati et al. 1993). En cas de déreglement, ces substances
peuvent endommager directement les cellules et entrainer la mort des neurones. En effet, les
protéases sécrétées dégradent des protéines spécifiques a l'origine de dommages cellulaires
directs, tandis que des cytokines comme I'lL-1 favorisent la démyélinisation des axones neuronaux
(Lin et al. 2017). Enfin, la microglie peut aussi endommager les neurones via le récepteur NMDA

qui est activé par le glutamate ou l'aspartate qu’elle sécréte (Domercq et al. 2013).

Ainsi, la sécrétion cytotoxique qui vise a détruire les virus et les bactéries, peut également
causer de grandes quantités de lésions neurales collatérales. De ce fait, une activation excessive
ou a long terme de la microglie est délétere, puisqu’elle induit une mort neuronale mais aussi une

augmentation des cytokines pro-inflammatoires (Lull et al. 2010) (figure 9).
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Figure 9 : Formes et fonctions de la microglie dans les états homéostatique et active.

En l'absence d'inflammation, la microglie a un réle de soutien des neurones et de surveillance des agents
pathogeénes ou d'autres débris dans le SNC. Une fois activée, elle augmente sa capacité phagocytaire et tente
de combattre linfection ou les dommages en libérant des cytokines pro- et/ou anti-inflammatoires. Ces
fonctions activées peuvent entrainer la résolution de l'infection ou des dommages et donc une neuroprotection
ou, par exemple, dans les maladies neurodégénératives, entrainer une inflammation continue et des effets
neurotoxiques ultérieurs (Bruno et al. 2021).
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En plus des fonctions précédemment citées, des travaux, majoritairement in vitro, ont
récemment montré que la microglie est également capable de former des pieges extracellulaires
(Agrawal et al. 2021; Eto et al. 2021). Une seule étude in vivo (Wang et al. 2019) I'a aussi mis en

évidence.

L'inflammation et la réponse immunitaire sont des processus vitaux qui visent a protéger
I'organisme contre les infections et les Iésions tissulaires. Cependant, lorsque cette réaction
immunitaire devient dérégulée ou se propage de maniere incontrolée, elle peut conduire a des
complications graves comme le sepsis qui illustre comment l'inflammation, normalement
bénéfique, peut entrainer des conséquences graves, voire |étales lorsque les mécanismes de

régulation du systéme immunitaire sont dépassés.
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1. LE SEPSIS

1.1. Définition

Le sepsis est une pathologie encore peu connue du grand public, alors que selon
I'organisation mondiale de la santé, il représente un déces sur cing, soit environ 48 millions cas et

11 millions de déces annuels dans le monde.

L'histoire des définitions du sepsis est marquée par une évolution progressive de la
compréhension de cette pathologie complexe. Les premieres références a des symptomes
similaires au sepsis sont attribuées a Hippocrate, qui a décrit des cas de fiévre, de frissons et
d'infections potentiellement mortelles. Puis au cours du 19éme siecle, la médecine moderne a
commencé a mieux comprendre les infections et leurs conséquences. Cependant, le terme sepsis
n'était pas encore largement utilisé a cette époque. Dans les années 1970, le terme « syndrome
de réponse inflammatoire systémique » (SIRS) a été introduit pour décrire la réaction du corps a
une infection. Cette définition incluait des critéres tels que la fiévre, les fréquences cardiaque et
respiratoire accrues et une numération des globules blancs anormale. Cependant, le SIRS n'était
toujours pas spécifique au sepsis (Gyawali et al. 2019). La premiere utilisation moderne du terme
sepsis est attribuée & Roger Bone dans les années 80. A cette époque, cette pathologie était
définie comme une infection accompagnée d'une réaction inflammatoire systémique. Cependant,

cette définition était encore assez vague (Bone et al. 1992).

En 1991, une conférence de consensus organisée par la Society of Critical Care Medicine et
I'’American College of Chest Physicians a abouti a la définition du sepsis comme étant une
infection associée a au moins deux criteres de SIRS (Bone et al. 1992). Une révision majeure de
cette définition, appelée Sepsis-2, est intervenue en 2001 avec l'introduction des prémices du
score de gravité du sepsis (SOFA, pour Sequential sepsis-related Organ Failure Assessment) qui a
pris en compte des parametres plus spécifiques, tels que la fonction des organes. Cette seconde
définition a également introduit le terme « syndrome de réponse inflammatoire systémique lié a

I'infection » (Levy et al. 2003).

A cette époque, le sepsis pouvait étre découpé en deux grandes phases par lesquelles
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passent les patients. La phase hyperdynamique est généralement la premiére phase de cette
pathologie. Elle est marquée par une réponse physiologique durant laquelle le corps tente de
juguler linfection induisant une augmentation du métabolisme. Cette augmentation du
métabolisme entraine une élévation des débits cardiaque et sanguin pour maintenir un apport en
oxygene et en nutriments adéquat aux organes et aux tissus, mais également pour éliminer les
déchets du métabolisme. Les signes cliniques de cette phase peuvent inclure une fréquence
cardiaque élevée (tachycardie), une augmentation du débit cardiaque et une vasodilatation
périphérique. Cependant, dans la phase hypodynamique, plus tardive, le corps ne parvient plus a
maintenir un débit sanguin adéquat pour fournir de I'oxygéne et des nutriments aux organes et
aux tissus. Les symptdmes de cette phase peuvent inclure une fréquence cardiaque plus faible
(bradycardie), une baisse significative du débit cardiaque, une pression artérielle systémique
basse, une confusion mentale, une hypoxie (niveaux d'oxygéne bas dans le sang) ainsi qu'une

acidose lactique sévére (Clowes et al. 1966; Gahhos et al. 1981).

Enfin en 2016, la troisieme Conférence Internationale sur le Sepsis et les Définitions de Choc
Septique a proposé une nouvelle définition, appelée Sepsis-3, basée sur le concept des
dysfonctions d'organes. Cette fois, le sepsis est défini par une dysfonction d'organes
potentiellement mortelle causée par une réponse dérégulée de I'hote a une infection. En clinique,
ces dysfonctions d'organes sont caractérisées a l'aide du score SOFA (figure 10). Ce score, redéfini
en 2016, est calculé a partir d'un baréme qui attribue un nombre de points en fonction de I'état
des principaux systémes (respiratoire, neurologique, cardiovasculaire, etc.). S'il est supérieur ou
égal a deux, ce score suggeére un sepsis et est associé a un risque de mortalité accru de 10 % (M.

Singer et al. 2016).
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Score
Systeme 0 1 2 3 4
Respiration
Pao,/F10,, mm Hg 2400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26.7) avec <100 (13.3) avec
(kPa) assistance respiratoire  assistance respiratoire
Coagulation
Plaquettes x103/uL 2150 <150 <100 <50 <20
Foie
Bilirubine, mg/dL <1.2 (20) 1.2-1.9 (20-32) 2.0-5.9 (33-101) 6.0-11.9 (102-204) >12.0 (204)
(pmol/L)
Cardiovasculaire MAP 270 mm Hg MAP <70 mm Hg Dopamine <5 ou Dopamine 5.1-15 Dopamine >15 ou
dobutamine ou epinephrine 0.1 epinephrine >0.1
(toutes doses)® ou norepinephrine <0.1°  ounorepinephrine >0.1°
Systéme nerveux central
Scorede I'échelle de 15 13-14 10-12 6-9 <6
coma de Glasgow ¢
Rénal
Creatinine, mg/dL <1.2 (110) 1.2-1.9 (110-170) 2.0-3.4 (171-299) 3.5-4.9 (300-440) >5.0 (440)
(umol/L)
Débit urinaire, mL/d <500 <200

Abréviations : FiO,, fraction d'oxygéne inspiré ; MAP, pression artérielle
moyenne ; PaO,, pression partielle d'oxygéne
aAdapté de Vincent et al.27

b| es doses de catécholamine sont données en pg/kg/min pendant au
moins 1 heure

plus haut indique les meilleures fonctions neurologiques

Figure 10 : Score SOFA

Score utilisé pour évaluer les fonctions d'organes des patients au niveau respiratoire (avec la mesure du ratio
de la pression partielle d’oxygéne sanguin et de la fraction d'oxygéne présent dans le mélange gazeux
(PaO2/Fi02), hépatique (avec le dosage de la bilirubine), rénal (avec le dosage sanguin de la créatinine et la
mesure du débit urinaire), cardiovasculaire (avec la mesure de la pression artérielle) et nerveux (grdce a l'échelle
de Glasgow qui permet d'évaluer l'état de conscience du patient). La coagulation est également évaluée grdce
au dosage des plaquettes sanguines (M. Singer et al. 2016).

Le sepsis peut également évoluer vers une forme plus grave de la maladie : le choc septique.
Il s'agit d'un sous-ensemble du sepsis qui présente un risque de mortalité beaucoup plus
important (40 %) (Bauer et al. 2020). Il est caractérisé par des anomalies circulatoires, cellulaires
et métaboliques graves. Résistants au remplissage vasculaire, ces patients sont identifiés
cliniquement par un besoin en vasopresseur pour maintenir une pression artérielle moyenne de
65 mmHg ou plus. De plus, leur taux de lactate sérique est supérieur a 2 mmol/L, ce qui reflete un

apport en oxygene insuffisant (M. Singer et al. 2016).

1.2. Epidémiologie
1.2.1. Incidence et mortalité

Avec 11 millions de morts par an dans le monde, soit 1 déces sur 5 selon 'OMS (OMS,
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données de 2020), le sepsis est considéré comme la seconde cause de mortalité au niveau mondial
apres les maladies cardiovasculaires, et la premiere cause de décés liée a I'hospitalisation aux

Etats-Unis avec environ 250 000 décés par an (Angus et al. 2013).

Son incidence augmente au fil des ans, principalement pour deux raisons : une meilleure
connaissance de la pathologie induisant de ce fait un meilleur diagnostic et un meilleur
recensement des cas, et un vieillissement de la population, ce qui augmente le risque de
développer cette pathologie, notamment a cause de comorbidités liées a I'age. De méme, la
fonction immunitaire diminuant avec I'age, les personnes agées sont aussi plus susceptibles de
développer une infection (60 % des patients atteints de sepsis ont plus de 65 ans) (Girard et al.

2005).

1.2.2. Facteurs de risques

Les facteurs a l'origine de I'augmentation du risque de développer un sepsis sont multiples.
Parmi ces facteurs aggravants, le genre semble jouer un réle : les hommes sont plus fréquemment
atteints par cette maladie, mais paradoxalement, le risque de déces est plus élevé chez les femmes
(Nachtigall et al. 2011). L'origine ethnique semble également avoir une incidence : les individus
de type caucasien ont un risque plus faible de développer un sepsis par rapport a toutes les autres
ethnies, mais le facteur responsable de cette disparité est encore inconnu (Dombrovskiy et al.
2007; Mayr et al. 2010). Les personnes ayant un systeme immunitaire affaibli sont également plus
susceptibles de développer une infection, qui peut dans certains cas entrainer un sepsis. Cela peut
étre di a des maladies chroniques, ou a la prise de certains médicaments tels que les
corticostéroides ou les immunosuppresseurs par exemple (G. S. Martin, Mannino, et Moss 2006).
De plus, de nombreuses maladies associées aux personnes agées sont connues pour augmenter
le risque d'infection et donc de développer cette pathologie, comme par exemple la
bronchopneumopathie chronique obstructive qui provoque l'altération de la clairance
mucociliaire, le dysfonctionnement des macrophages alvéolaires et la suppression du mécanisme
de la toux, ce qui augmente considérablement le risque d'infection des voies respiratoires
inférieures chez cette catégorie de patients (Rowe et al. 2017). Enfin, I'hospitalisation et les
interventions chirurgicales augmentent également la probabilité de développer un sepsis. En effet,

les personnes hospitalisées sont souvent exposées a des bactéries et a d'autres germes au sein
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de I'nbpital, ce qui peut conduire au développement d'une infection nosocomiale en cas

d'immunodépression par exemple (données de 'OMS de 2020).

1.2.3. Etiologie

La majorité des cas de sepsis est causée par une infection d'origine bactérienne, mais cette

pathologie peut aussi étre due a une infection virale ou fongique (CDC 2022; Martin et al. 2003).

Il'y a environ autant de cas d'infection a bactéries a Gram négatif qu'a Gram positif, malgré
une légere prédominance de ces derniéres. Quant aux infections d'origine fongique, elles ne
représentent qu'une petite proportion des cas et restent rares, mais leur incidence tend a

augmenter au fil des années grace a une meilleure identification de celles-ci (figure 11) (Martin et

al. 2003).
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Figure 11 : Nombre de cas de sepsis aux Etats-Unis (entre 1979 et 2001).
L'incidence du sepsis a augmenté entre 1979 et 2001, qu'il soit d’origine bactérienne ou fongique. Dans la
majorité des cas, cette infection est d'origine bactérienne (Martin et al. 2003).
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1.2.4. Cout et prise en charge

Le colt de la gestion du sepsis dans les hopitaux est tres élevé. En 2013, le sepsis
représentait plus de 24 milliards de dollars de dépenses hospitaliéres, soit 13 % du total des colts
hospitaliers aux Etats-Unis, mais paradoxalement, il ne représentait que 3,6 % des séjours (Torio

Celeste M et al. 2016).

En outre, les patients qui survivent a un sepsis gardent souvent des séquelles de la
pathologie. Ces patients peuvent développer des complications cardiovasculaires, telles qu'un
infarctus du myocarde, une insuffisance cardiaque aigué ou un accident vasculaire cérébral (Merd;ji
et al. 2021). Une forte proportion des patients (25 a 50 %) devra vivre avec des troubles cognitifs
qui affectent leur vie quotidienne, avec des problemes de mémoire, d'apprentissage, de
concentration et de prise de décision. lls sont également affectés par des handicaps physiques
persistants, associés a une perte de force musculaire, une diminution de la masse musculaire et
une réduction de la taille des fibres musculaires (Callahan et al. 2009; Mostel et al. 2019). Toutes
ces complications engendrent des implications financiéres, sanitaires et sociales importantes

(Yende et al. 2007).

1.3. Les modéeles de sepsis
1.3.1. Modéles animaux

La physiopathologie du sepsis implique des interactions complexes entre le systeme
immunitaire, le SNC et divers organes. C'est pourquoi les modéles animaux jouent un role central
dans I'étude des mécanismes complexes sous-jacents de cette pathologie, mécanismes difficiles
a reproduire sur des modeles in vitro. Il est cependant important de noter que ces modéles ne
sont pas une réplique exacte de la pathologie humaine : ils permettent donc de travailler sur
certains aspects du sepsis mais ne peuvent pas prédire avec précision les résultats chez 'Homme.
Ainsi, avant la mise en ceuvre d'essais thérapeutiques, |'utilisation de modéles complémentaires
est recommandée pour la compréhension des mécanismes mis en jeu. Cette combinaison de
plusieurs modeéles a I'avantage de pouvoir fournir des informations précieuses sur la pathogenése

du sepsis et sur I'efficacité des traitements potentiels.

Différents types d'animaux sont utilisés pour étudier le sepsis. Les grands animaux (chiens,
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moutons et porcs) sont ou ont été utilisés pour étudier les mécanismes fondamentaux du sepsis
et pour tester des agents thérapeutiques. Ils ont I'avantage d'avoir des paramétres physiologiques
proches de ceux des humains. De plus, du fait de leur grande taille, ils permettent de prélever en
série des échantillons de sang ou d'autres fluides. Des évaluations détaillées des fonctions
hémodynamiques, cardiodynamiques et d'autres organes peuvent aussi étre effectuées en série.
Il est donc possible d'obtenir de grandes quantités de données en fonction du temps et pour une
multitudes de parametres (Zanotti-Cavazzoni et al. 2009). Cependant, les animaleries en capacité

de recevoir ces types d'animaux sont peu nombreuses.

De ce fait, les petits modéles animaux de sepsis, en particulier les rongeurs de type rats et
souris, sont largement utilisés dans la recherche. Bien qu'ils présentent des différences distinctes
par rapport aux humains en ce qui concerne les réactions inflammatoires et immunitaires, ils
conservent de nombreuses caractéristiques biologiques communes aux mammiféres. En outre,
leur petite taille est un atout concernant le colt des traitements : a concentration identique, le
rongeur recevra une quantité de molécule plus faible. lls présentent aussi I'avantage d'avoir un
faible coGt d'achat, ainsi qu’une certaine facilité d'élevage et d’hébergement. Il est donc possible
de travailler avec de nombreux animaux sur une période réduite, pour limiter les biais et donc
obtenir des données en grands nombres et plus reproductibles (Fink et al. 1990). De plus, un autre
avantage de l'utilisation de rongeurs comme la souris est I'existence d'une grande variété de
souches knock-out (KO). Ces souris génétiquement modifiées permettent, par exemple, d'étudier
le réle d'une protéine sur un processus biologique précis grace a l'inactivation spécifique d'un ou

plusieurs génes (Ju et al. 2022).

Il existe de nombreux modéles précliniques utilisés pour étudier le sepsis et évaluer les
traitements potentiels. Il est possible d’en distinguer 3 grands types chez le rongeur (Buras et al.

2005) :

- les modeles d'infection bactérienne, par exemple par injection d'une bactérie comme

Escherichia Coli par voie intraveineuse ou intrapéritonéale ;

- les modeles de toxémie, par exemple par injection de lipopolysaccharides (LPS) ;

- les modéles de perturbation de la barriére de la muqueuse intestinale de I'h6te tels que

le modéle de ligature et ponction caecale (CLP), ou celui de péritonite sur stent du colon ascendant
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(CASP).

1.3.2. Modéle de sepsis par infection bactérienne

Les modeles d'infection bactérienne sont peu utilisés, parce qu'ils ne réussissent pas a
reproduire de nombreuses caractéristiques du sepsis humain, comme certaines dysfonctions
d’'organes par exemple. Cependant, ils peuvent fournir des informations sur les mécanismes de
réponse de I'hOte aux agents pathogénes. En effet, malgré des doses élevées fréquemment
administrées, les bactéries injectées ne parviennent a se répliquer et a coloniser I'h6te, souvent
en raison d'une lyse rapide par le complément. Cela conduit donc a un modeéle de choc
endotoxinique plutét qu'a un véritable modéle d'infection (Buras et al. 2005). De plus, la
manipulation de bactéries vivantes implique des regles de confinement particulier pour les
animaux infectés, ce qui n'est pas envisageable dans tous les laboratoires de recherche et

animaleries agréées.

1.3.3. Le modéle endotoxinique par injection de LPS
A. Description du modele

Ce modele consiste a injecter a I'animal des lipopolysaccharides (LPS), un composant de la
paroi des bactéries a Gram négatif, généralement par voie intra-péritonéale. Il présente plusieurs
avantages : son induction est simple, et il est possible de controler étroitement ses parametres
tels que le moment d‘induction, les doses et la sévérité du modéle, ce qui lui confére une assez
bonne reproductibilité. Il s'agit du modéle animal qui a été le plus utilisé pour les études de sepsis
depuis pres de cent ans (Deitch 2005). Pour ces raisons, il s'agit du principal modéle utilisé au
cours de ma these : de nombreuses études ayant été menées grace a celui-ci, il existe, dans la
littérature, un volume important de données permettant de comparer nos résultats

expérimentaux.

L'utilisation du LPS induit des changements physiologiques similaires a ceux du sepsis, avec
une activation des cellules immunitaires innées et la production des principaux médiateurs pro-

inflammatoires comme TNF-q, IL-6, IL-1 (Beutler et al. 2001; Luo et al. 2015). De plus, la réponse
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murine au LPS présente un spectre dose-dépendant: des doses faibles produisent un état
hyperdynamique tandis que des doses plus élevées provoquent une hypotension caractéristique

du choc septique (Fink et al. 1990).

Cependant, ce modele a plusieurs inconvénients : le LPS induit une réponse immunitaire
trop importante et rapide par rapport a ce qui est observé chez 'Homme. Le LPS est I'unique
PAMP (motifs moléculaires associés aux pathogénes) alors qu'au cours d'une infection, méme
mono-bactérienne, plusieurs PAMPs vont étre reconnus par le systeme immunitaire. Cela ne
permet pas de reproduire la physiologie complexe retrouvée lors de la progression du sepsis chez
I'Homme. Ce modéle n'induit pas non plus tous les changements hémodynamiques observés dans

le sepsis humain et dans certains modeles d'infection (Fink et al. 1990).

Le LPS va induire une réponse immunitaire alors qu'il n'y a pas d’'agents pathogénes a
éliminer. Cette réponse immunitaire n'a donc que des effets déléteres sur I'organisme alors que
lors d'un sepsis chez 'Homme, la réponse immunitaire a un effet négatif sur I'organisme, mais

bénéfique pour combattre l'infection (Buras et al. 2005).

B. Mode d’action du LPS

Les PAMPs sont exprimés par les bactéries, les virus et les champignons. lls sont capables
de stimuler les TLR (récepteurs de type Toll), exprimés par les cellules du systeme immunitaire
inné. Chaque TLR a une spécificité pour reconnaitre des types distincts de PAMPs : parmi les TLR,

le TLR4 est celui qui interagit avec le LPS (Akira et al. 2006).

L'action du LPS se fait par une série d'interactions avec plusieurs protéines (figure 12), dont
la protéine de liaison au LPS (LBP), la CD14 et la MD-2 (Gioannini et al. 2007). La LBP est une
protéine soluble qui se lie directement au LPS et qui facilite son I'association avec la CD14 (Peter
S. Tobias et al. 1986). La CD14 module la reconnaissance du LPS et facilite son transfert vers le
complexe récepteur TLR4/MD-2 (Wright et al. 1990). Quant a la MD-2, il s'agit d'une protéine
soluble qui s'associe de maniere non covalente avec le TLR4, mais qui peut aussi former

directement un complexe avec le LPS en I'absence du TLR4 (Shimazu et al. 1999).

Lors de la reconnaissance du LPS, le TLR4 subit une oligomérisation et recrute ses
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adaptateurs par des interactions avec les domaines TIR (récepteur Toll-interleukine-1), qui
médient les interactions protéine-protéine entre les TLR et les protéines adaptatrices de
transduction du signal. Ce mécanisme fait intervenir 4 protéines adaptatrices contenant le
domaine TIR : MyD88 (gene de réponse primaire de différenciation myéloide 88), TIRAP (protéine
également appelée Mal pour MyD88-adapter-like), TRIF (protéine induisant I'lFN-f3), et TRAM
(molécule adaptatrice liée a TRIF) (O'Neill et al. 2007).

La signalisation du TLR4 est divisée en deux voies: dépendante ou indépendante du
MyD88. La voie dépendante du MyD88 est responsable de |'expression des cytokines pro-
inflammatoires (Kawai et al. 1999), tandis que la voie indépendante de cette protéine médie
I'induction d'interférons de type | et de génes inductibles par I'interféron (Kawai et al. 2001). Cette
signalisation aboutit également a la translocation du facteur de transcription NF-kB, qui controle
I'expression des cytokines pro-inflammatoires et joue un rdle essentiel dans la régulation de la
survie, de l'activation et de la différenciation des cellules immunitaires innées et des lymphocytes

T inflammatoires (T. Liu et al. 2017).
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Figure 12 : Voie de signalisation du TLR4.

La LBP se lie au LPS et facilite son association avec la CD14. La CD14 module la reconnaissance du LPS et
facilite son transfert vers le complexe récepteur TLR4/MD-2. Lors de la reconnaissance du LPS, le TLR4 subit
une oligomérisation et recrute ses adaptateurs : MyD88, TIRAP, TRIF et TRAM. La signalisation du TLR4 est
divisée en deux voies : dépendante ou indépendante de MyD88 (Lu et al. 2008).
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1.3.4. Induction du sepsis par perturbation de la barriére de I'hote

Les deux principaux modéles de perturbation de la barriere de I'h6te sont le modeéle de

péritonite sur stent du colon ascendant (CASP), et celui de ligature et ponction caecale (CLP).

A. Le modéle de péritonite sur stent du colon ascendant

Le modéle CASP est un modele de péritonite septique aigué d'origine polybactérienne. La
procédure pour l'induire comprend une laparotomie, puis le placement et la fixation d'un stent
de diametre défini dans le célon ascendant de l'animal (figure 13). Cela entraine une fuite
persistante de contenu fécal dans la cavité péritonéale et de ce fait, une infection par des bactéries
intestinales (Zantl et al. 1998). Ce modele présente plusieurs avantages : la sévérité de la maladie
peut étre modulée de maniere reproductible en utilisant des stents de différents diametres (Maier
et al. 2004), et le stent peut étre retiré aprés une période de temps définie dans le but d'éliminer
la source d'infection, ce modéle imitant ainsi une intervention chirurgicale chez un patient atteint

de péritonite (Zantl et al. 1998).

La mortalité dans le modele du CASP, qui survient souvent 1 a 2 jours aprés la pose du
stent, est associée a une défaillance de plusieurs organes, notamment les poumons, le foie et les

reins, comme lors du sepsis chez I'Homme (Feterowski et al. 2004).

Péritonite sur stent du colon ascendant (CASP)

Colon ascendant

Valve iléo-caecale

Figure 13 : Le modele CASP.
Ce modele consiste a placer et fixer un stent de diametre défini dans le célon ascendant de ['animal (Buras,
Holzmann, et Sitkovsky 2005).
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Le modéle de CASP est un modéle relativement nouveau et son utilisation est encore peu
répandue, notamment en raison d'une procédure chirurgicale complexe. De ce fait, il y a peu de
données dans la littérature, donc la totalité de ses avantages ainsi que ses éventuels inconvénients
ne sont probablement pas encore tous identifiés. Son utilisation élargie pourrait permettre de
mieux apprécier ses limites et de déterminer la meilleure facon de l'utiliser dans I'étude des

mécanismes du sepsis afin de le comparer aux modeles plus répandus.

B. Le modeéle de ligature et ponction caecale

Le modeéle de CLP est induit par une laparotomie suivie d’'une ligature du caecum en aval
de la valve iléo-caecale, puis de la ponction du ceecum ligaturé (figure 14). Cela conduit a une
perforation intestinale avec fuite de contenu fécal dans le péritoine, a l'origine d'une infection
avec une source inflammatoire de flore mixte et de tissus nécrotiques dus a la ligature. Ce modele
reproduit le cas clinique d'un abcés intrapéritonéal et d'une péritonite polymicrobienne (Wang et

al. 2022).

La gravité du modéle de CLP peut étre controlée et ajustée en augmentant le diamétre de
I'aiguille et le nombre de perforation. Cette gravité est mesurable a I'aide d'une courbe de survie,
la mortalité pouvant étre rapide, dés quelques heures, ou s'étaler sur plusieurs jours (Remick et

al. 2005).

Le modeéle de CLP s'est imposé comme le « gold standard » des modeles de sepsis en raison
de son assez bonne reproductibilité et de sa similitude avec la progression du sepsis humain. En
effet, les réponses sont similaires pour I'activation des réponses immunitaires pro-inflammatoires
et anti-inflammatoires, pour les phases hyperdynamique précoce et hypodynamique tardive, ainsi
gue pour le dysfonctionnement de plusieurs organes, I'hypothermie, les altérations métaboliques,
la production de DAMPs (modéles moléculaires associés aux dommages), et la cinétique de la
réponse des cytokines. Cependant, ce modéle est complexe a induire du fait de la chirurgie a
réaliser, et il est responsable d'une hypovolémie qui nécessite un remplissage vasculaire
conséquent. De plus, il implique une plus grande variabilité comparée a d'autres modéles, tels
que celui par injection de LPS : cette variabilité est en lien avec la dextérité et la reproductibilité

de I'expérimentateur, mais également avec la composition de la flore microbienne du ceecum (Tao
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et al. 2004; Wichterman et al. 1980; Xiao et al. 2006).

Ponction et ligature caecale (CLP)

Valve iléo-caecale

Ligature c

Ponction caecale
caecale

Figure 14 : Le modele de CLP
Ce modele consiste en une ligature du ccecum en aval de la valve iléo-ccecale, associée a la ponction du ccecum
ligaturé (Buras et al. 2005).

Le modele de CLP présente un autre avantage : contrairement au modeéle LPS (tableau 2)
qui implique la stimulation d'un seul type de récepteur (TLR4), I'infection par des bactéries
vivantes (a la fois de type Gram positif et Gram négatif) induite par CLP va stimuler plusieurs types
de PRR (récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires) qui initient ensuite des cascades
de signalisations cellulaires aboutissant a la syntheése de cytokines, chimiokines, molécules
inflammatoires et antimicrobiennes. Ces PRR sont impliqués dans la détection des agents
pathogenes (figure 15). Par exemple, les PRR de type TLR reconnaissent la flagelline bactérienne
avec le TLR5, 'ADN CpG non méthylé bactérien ou viral avec le TLR9, I'acide lipotéchoique avec
le TLR2, ou encore les lipopolysaccharides bactériens avec le TLR4 (Li et al. 2021). De plus, des
études ont montré I'importance de la synergie obtenue lors de la stimulation de plusieurs TLR

dans l'intensité, la qualité et la persistance de la réponse immunitaire (Makela et al. 2011).
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Figure 15 : Réponses immunitaires médiées par les TLR.
Le TLR2, de concert avec le TLRT ou le TLR6, permet respectivement la distinction entre les modeles moléculaires
du triacyle (bactériens) et du diacyl lipopeptide. Le TLR3 reconnait 'ARNdb (viral). Le TLR4 reconnait le LPS
(bactériens). Le TLR7/8 assure la reconnaissance des imidazoquinoléines et de 'ARNsb (viral). Le TLR9 reconnait
l'’ADN CpG (bactérien ou viral). Le TLR5 reconnait la flagelline bactérienne et le TLR11 de souris reconnait les
composants des bactéries uropathogenes. Le TLR1/2 et le TLR2/6 utilisent MyD88 et TIRAP/MAL comme
adaptateurs. Le TLR3 utilise Trif. Le TLR4 utilise quatre adaptateurs, dont MyD88, TIRAP/MAL, Trif et TRAM. Le
TLR7/8, le TLRY, le TLR5 et le TLR11 utilisent uniquement MyD88. La voie dépendante de MyD88 contréle les
réponses inflammatoires, tandis que Trif médie principalement les réponses d’IFN de type I. De plus, le TLR7/8
et le TLR9 induisent l'IFN de type | de maniere dépendante de MyD88 (Kawai et al. 2006).
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Modéle Type Facteurs de variabilité Avantages Inconvénients
-Type et dose de LPS administré |- Simple et reproductible - Implique seulement la stimulation des TLR4
. L . - . . , L - Ne reproduit pas le profil inflammatoire retrouvé
Endotoxinique | Injection |- Voie d’administration - Induit une réponse aigué '
chez 'homme
- Modele tres standardisé et
contrélé
L - & ari - Mise en culture et quantification de bactéries
- Charge bactérienne La présence de bactéries ! ! q
permet d'étudier les mécanismes|necessaire
Injection de Iniection |- Voie et temps d‘administration de la réponse de I'hGte aux - Une seule bactérie ne reproduit pas la réalité du
bactéries Y P pathogénes sepsis humain
L - La lyse d'une forte dose de bactéries provoque un
- Souche de bactéries . R i )
choc endotoxique plutdt qu'un choc septique
- Diamétre du stent - Polymicrobien - Chirurgie relativement complexe
CASP Chirurgie
- Quantité de selles transférées , , " . , X L,
L - Présence d'un foyer d'infection |- Phases hémodynamiques peu caractérisées
dans le péritoine
- Taille de I'aiguille et nombre de , ) . - Variabilité de la sévérité due aux différences de
R - Procédure relativement simple , L.
perforations procédures expérimentales
X , . . - Nature des féces pouvant varier d'un individu a
- Volume de caecum ligaturé - Polymicrobien ,
l'autre
CLP Chirurgie

- Présence d'un foyer d'infection

- Modéele le plus proche du
sepsis humain

Tableau 2 : Comparaison des principaux modeéles murins de sepsis.
Avantages, inconvénients et facteurs de variabilité des principaux modeles de sepsis: par injection
d'endotoxines (modele LPS) ou de bactéries, ou par chirurgie pour les modeles CLP et CASP.
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2. LA REPONSE IMMUNITAIRE ET INFLAMMATOIRE AU COURS DU SEPSIS

2.1. Définition

La réponse immunitaire au cours du sepsis est déterminée par de nombreux facteurs tels
que la virulence du pathogéne ou les comorbidités (maladies cardiaques, diabete...) qui peuvent
entrainer une altération de la fonction des cellules immunitaires et donc une clairance bactérienne
réduite (Schuetz et al. 2011). Bien que les processus pro- et anti-inflammatoires soient activés
simultanément lors de I'apparition du sepsis, c'est bien souvent une réponse hyper-inflammatoire
qui domine durant la phase précoce. Qualifiée de «tempéte de cytokines », cette réponse
exagérée est caractérisée par une production massive de cytokines (Boomer et al. 2014) qui peut
entrainer des problémes hémodynamiques et des anomalies de la coagulation. Cela va engendrer
une hypoperfusion des organes et participer a l'installation de leur défaillance, puis a la mort
(Hotchkiss et al. 2016). Les patients qui survivent a cette premiere phase peuvent subir soit une
réponse anti-inflammatoire contrdlée leur permettant de retrouver I'homéostasie immunitaire,
soit une réponse anti-inflammatoire incontrolée qui les fait entrer dans une phase hypo-
inflammatoire (figure 16) (Hotchkiss et al. 2013). Dans cette phase, les patients ne parviennent pas
a développer une réponse appropriée, ce qui conduit a une réactivation possible de l'infection
et/ou a des infections secondaires. Cela entraine un cercle vicieux de phases hyper-inflammatoires

et hypo-inflammatoires sur le long terme (Hotchkiss et al. 2016).

Au cours du sepsis, les phases d'inflammation et d'immunosuppression peuvent se
chevaucher (Adib-Conquy et al. 2009; Gomez et al. 2014), ce qui complique davantage la

compréhension de la réponse immunitaire au cours de cette pathologie.
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Figure 16 : Les différents profils de réponses inflammatoires rencontrés au cours du sepsis.

Certains patients rétablissent une réponse inflammatoire physiologique (courbes bleues), cependant d'autres
présentent une réponse précoce disproportionnée (courbe rouge) entrainant des dysfonctions d'organes
pouvant aller jusqu‘a la mort. D'autres encore peuvent survivre a la phase précoce mais rester dans un état
hyper-inflammatoire persistant, ou faire face a une immunosuppression (courbes vertes) (Hotchkiss et al. 2016).

2.2. Les cytokines au cours du sepsis
2.2.1. Les principales cytokines pro-inflammatoires au cours du sepsis

Dans le sepsis, la tempéte de cytokines pro-inflammatoires joue un role important chez les
patients présentant un profil de réponse hyper-inflammatoire persistante. Parmi ces cytokines, il

a été démontré qu'un niveau accru d'IL-6 plasmatique présente la plus forte corrélation avec le

72



LE SEPSIS

taux de mortalité, associant ainsi cette interleukine au risque de déces le plus élevé chez les
patients atteints (Kellum et al. 2007; Kumar et al. 2009; Mera et al. 2011). Le TNF-a est également
'une des cytokines pro-inflammatoires les plus étudiées dans cette pathologie. Son taux
augmente de maniére significative chez les patients et dans les modéles animaux correspondants
(Mera et al. 2011), et ce dés les premieres heures du sepsis (figure 17). Son réle délétére au cours
de cette pathologie a été confirmé par une étude qui a montré que lI'administration d'anticorps
anti-TNF-a améliore la survie dans un modeéle murin (Beutler et al. 2001). D’autres cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-1B, I'lL-12 (Mera et al. 2011), I'[FN-y et I'IL-8 voient également leurs
taux augmenter de maniére persistante chez les patients, avec une valeur prédictive de déces
probable pour la derniére citée (Mera et al. 2011). Quant a I'lL-18, I'évolution de son taux
permettrait de discriminer les sepsis induits par des bactéries a Gram positif ou a Gram négatif

(Tschoeke et al. 2006).

Pour d'autres cytokines pro-inflammatoires, leur implication dans le sepsis est moins claire :
c'est le cas du GM-CSF. Une analyse multiplex chez 60 patients atteints de sepsis a montré qu'il
n'était pas détectable (Bozza et al. 2007) alors qu‘au contraire, une autre étude a montré que son

taux augmentait de maniere persistante chez les patients décédés (Mera et al. 2011).

4 Anti-inflammatoires

IL-6

b Pro-inflammatoires

TNF

IL-1Ra
sTNFR

Taux circulants

~

Temps -

Figure 17 : Cinétique des cytokines au cours du sepsis.

Le facteur de nécrose tumorale (TNF) et l'interleukine 1 (IL-1) sont les premieres cytokines a étre libérées au
cours du sepsis : elles favorisent la sécrétion d'IL-6. Ensemble, ces cytokines orchestrent la phase pro-
inflammatoire. Apres un certain temps, des mécanismes de compensation apparaissent pour atténuer la
réponse pro-inflammatoire, dont ['IL-10, l'antagoniste des récepteurs de U'IL-1 (IL-1Ra) et le récepteur soluble
du TNF (sTNFR) (Steeland et al. 2018).
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2.2.2. Les principales cytokines anti-inflammatoires au cours du sepsis

Etant impliquées dans la prévention des réactions inflammatoires persistantes ou

excessives, ces cytokines jouent donc un réle dans le développement du sepsis.

L'IL-10 est la cytokine clé des réponses anti-inflammatoires (Wu et al. 2009). La mesure des
cytokines sériques chez les patients atteints de sepsis a indiqué que le niveau d'IL-10 était
significativement augmenté (Rau et al. 2010; Surbatovic et al. 2007) : sa surproduction persistante
serait le principal facteur de risque de sévérité du sepsis d'issue fatale et un rapport élevé IL-
10/TNF-a serait corrélé au risque de déces (Gogos et al. 2000). D'autres cytokines sont également
impliquées, dont I'lL-1Ra : sécrétée lors de la phase aigué de l'inflammation, elle joue un role de
modulatrice de la réponse inflammatoire. Dans un modele de rats atteints de sepsis induit par
CLP, le traitement a I'lL-1Ra limite I'hypothermie et I'hnypovolémie, et permet d’améliorer la survie

(Alexander et al. 1992).

En plus des cytokines, la réponse inflammatoire au cours du sepsis implique un réseau

hautement coordonné de nombreux types cellulaires qui peuvent étre résidents ou recrutés.

2.3. Les cellules myéloides de la réponse innée impliquées dans le sepsis

Mon laboratoire étant lié a un service de réanimation, je me suis plus particulierement
intéressé a la réponse innée du sepsis. Les macrophages résidents ainsi que deux types cellulaires
dérivés de la lignée myélocytaire sont particulierement impliqués dans le développement de la
maladie : les neutrophiles qui constituent la premiére ligne de défense a une infection, et les

monocytes qui vont se différencier en macrophages ou en cellules dendritiques.

2.3.1. Les neutrophiles au cours du sepsis

Les neutrophiles jouent un role essentiel dans la défense de I'hOGte au cours du sepsis.
Cependant, si leurs fonctions sont dérégulées, ils peuvent contribuer au dysfonctionnement des

organes et a la mortalité dans cette pathologie (Murao et al. 2022).
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A. Altération de la demi-vie des neutrophiles

En conditions physiologiques, les neutrophiles ont une durée de vie courte (7 a 12 heures),
mais elle augmente en cas d'infection et en particulier lors du sepsis, ce qui entraine une

accumulation souvent délétere de ces cellules dans les organes vitaux (Kovach et al. 2012).

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cet accroissement de la durée de vie, notamment
la balance de I'équilibre des protéines pro- et anti-apoptotiques. L'expression des protéines anti-
apoptotiques Mcl-1 (protéine de différenciation cellulaire de la leucémie myéloide induite) (Luan
et al. 2015) et Bcl-xL augmente. A l'inverse, le taux de la protéine pro-apoptotique Bim diminue,
via 'activation des protéines kinases ERK-1, ERK-2 et PI-3K (figure 18), elles-mémes activées par
les médiateurs pro-inflammatoires comme le LPS ou le C5a (Guo et al. 2006; Perianayagam et al.

2004).

Fragmentation de 'ADN

R et O
'Vlgt % 4

Figure 18 : Voies de l'apoptose des neutrophiles au cours du sepsis.

Au cours du sepsis, le C5a active les voies ERK-1 et 2 et PI-3K, entrainant la phosphorylation de la protéine AKT
et la phosphorylation de Bad. Bad phosphorylée inhibe la libération du cytochrome C par les mitochondries
pour empécher la formation de l'‘apoptosome, inhibant ainsi l'apoptose. Il y a également une production de
XIAP, qui peut inhiber la formation de l'‘apoptosome ou l'‘augmentation de ['expression de Bcl-xL et la réduction
de l'expression de Bim (Guo et al. 2006).
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En outre, d'autres voies de |'apoptose, comme la voie extrinséque, via la liaison du TNF-a
ou du ligand de Fas (FasL) a des récepteurs spécifiques sur les neutrophiles, contribueraient
également a retarder I'apoptose de ces cellules dans le cadre du sepsis (Iba et al. 2013; Schulze-

Osthoff et al. 1998).

B. Altération des fonctions migratoires

Au cours du sepsis, les phases de migration des neutrophiles de la moelle osseuse vers les

tissus sont bien souvent altérées (Roger et al. 2010).

En effet, les composants bactériens et les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-
o, I'lL-1B, I'lL-6 et I'lL-17 pourraient réguler a la hausse le niveau de G-CSF circulant qui active la
granulopoiése, conduisant a une augmentation de la génération des neutrophiles dans la moelle
osseuse. De plus, I'expression du CXCL12 est diminuée et celle de CXCL1 est augmentée, ce qui
favorise la libération des neutrophiles matures mais aussi immatures dans le sang (Delano, Kelly-

Scumpia, et al. 2011; Eash et al. 2010).

Les produits bactériens et les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et I'IlL-1p
favorisent la perte de L-sélectine (Ahmed et al. 1999), ce qui provoque une altération de I'étape
de roulement des neutrophiles qui se retrouvent donc bloqués dans le compartiment vasculaire.
Cette retenue a lieu malgré une augmentation de I'expression des B-intégrines a la surface des
neutrophiles, les B-intégrines interagissant avec les molécules d'adhésion ICAM-1 et VCAM-1 sur
I'endothélium vasculaire, ce qui favorise une adhésion de haute affinité avec celui-ci (Lerman et
al. 2015) et donc augmente l'arrét des neutrophiles mais pas leur migration. Cette séquestration
dans le compartiment vasculaire peut aboutir a une occlusion vasculaire et augmenter l'ischémie
tissulaire et le dysfonctionnement des organes, en particulier dans les poumons et le foie qui sont

riches en vaisseaux sanguins.

La phase de transmigration des neutrophiles peut aussi étre altérée. Au cours du sepsis, on
observe une diminution de I'expression des récepteurs de chimiokines CXCR2 exprimés sur les
neutrophiles, en particulier sur les immatures, ce qui diminue leur réponse chimiotaxique et de ce

fait, leur infiltration (Chishti et al. 2004; Rios-Santos et al. 2007).

76



LE SEPSIS

C. Altération des fonctions antimicrobiennes des neutrophiles

Au cours du sepsis, I'action oxydante et la phagocytose des neutrophiles sont affectées
(Delano, Thayer, et al. 2011; Mishra et al. 2012), notamment via une augmentation de la
production et de la libération incontrélée de ROS dans le milieu extracellulaire (Santos et al. 2012).
Cela peut contribuer a la perte de l'intégrité de la barriere endothéliale et aux fuites vasculaires,
et entrainer des lésions d'organes, notamment au niveau pulmonaire (Fox et al. 2013; S. Zhao et
al. 2020). Une dégranulation excessive et la libération de protéases ont aussi été observées, ce qui
participe également aux Iésions tissulaires (Martin-Fernandez et al. 2020). En ce qui concerne la
phagocytose, les études sur le sepsis sont contradictoires : certaines concluent a un excés de cette

activité (Martins et al. 2003) alors que d’autres montrent plutot sa diminution (Taneja et al. 2008).

Il a aussi été montré que la voie mTOR était impliquée dans la modulation des fonctions
des neutrophiles au cours du sepsis. L'expression de rictor, un composant du complexe mTOR2,
est régulée a la baisse dans les neutrophiles isolés de patients septiques par rapport aux individus
sains (Breda et al. 2021). Cette diminution peut entrainer une altération de la fusion des granules

des neutrophiles et donc limiter leur action antimicrobienne (Breda et al. 2021).

D. Les NETs au cours du sepsis

Les NEToses suicidaire et vitale sont associées a la pathogenese du sepsis (Huang et al.
2022). En effet, la production excessive de NETs est couramment retrouvée au cours de cette
pathologie : ils peuvent I'aggraver en activant le mécanisme de coagulation (Jiménez-Alcazar et
al. 2017). Les histones associées aux NETs provoquent la formation de thrombus en activant les
plaquettes, ce qui favorise l'activité pro-thrombotique et pro-coagulante conduisant a
I'aggravation des Iésions et a la mortalité en cas de sepsis (Delabranche et al. 2017; S. Yang et al.
2017). Une étude a confirmé l'implication des NETs dans la gravité du sepsis, suggérant ainsi leur
contribution dans le dysfonctionnement de plusieurs organes chez les patients atteints (Kumar et
al. 2019). De plus, les enzymes libérées par la NETose ont également une conséquence néfaste
sur les tissus environnants : la neutrophile élastase (NE) augmente la perméabilité des cellules
épithéliales pulmonaires en modulant le cytosquelette d'actine (Peterson et al. 1995), et son
inhibition améliore les |ésions pulmonaires aigués associées au sepsis (Ishii et al. 2010; Tsai et al.

2015). Il a également été montré que des NETs sont formés dans le liquide de lavage broncho-
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alvéolaire de patients atteints (Mikacenic et al. 2018).

De ce fait, la modulation de la formation des NETs au cours du sepsis fait I'objet de
recherches afin de développer de nouvelles thérapies ciblées contre cette pathologie. Deux axes
principaux sont envisagés : agir sur le produit final (ADN extracellulaire et histones) ou sur sa

production en interagissant avec les enzymes a l'origine de sa formation (PAD4, NOX, élastase).

Par exemple, I'administration de faibles niveaux d'ascorbate, aussi connu sous le nom de
vitamine C, réduit de maniere significative le taux de NETose spontanée et |'expression de '’ARNm
PAD4 chez les patients. De plus, ce traitement semble diminuer la détectabilité de la NETose non
seulement chez les patients atteints de sepsis mais aussi chez les témoins sains (Sae-Khow et al.

2020).

Le ciblage des histones ou de 'ADN extracellulaire composant les NETs pourrait également
étre une stratégie intéressante pour prévenir la thrombose et les lésions tissulaires liées a I'excés
de NETs au cours du sepsis. En effet, les histones sont impliquées dans les lésions endothéliales,
les défaillances d'organes et le déces au cours du sepsis (Xu et al. 2009). Une étude a montré que
I'administration d'anticorps dirigés contre les histones réduit la mortalité dans des modéles
murins de sepsis (Xu et al. 2011). En ce qui concerne I'ADN extracellulaire, I'administration de
Dnase | prévient la formation de thrombose veineuse profonde dans un modele murin (Brill et al.
2012). D'autres cibles sont également étudiées comme l'inhibition de la PAD4 ou de la NOX, deux
enzymes essentielles a la formation des NETs (Li et al. 2010; Parker et al. 2012; Remijsen et al.
2011). Un inhibiteur de la NOX a amélioré |'état inflammatoire pulmonaire induit par le virus de la
grippe A impliquant des NETs (Vlahos et al. 2011). Quant a I'administration de Cl-amidine (un
inhibiteur de I'enzyme PAD4) ou I'utilisation de souris KO pour la PAD4, elles ont permis de limiter
la production de NETs, d’améliorer la survie et de réduire la gravité de la maladie (Biron et al.
2017; Martinod et al. 2016). Enfin, l'utilisation du sivelestat, un inhibiteur de I'élastase, a permis de
diminuer les Iésions pulmonaires, de réduire le taux de certaines cytokines pro-inflammatoires et

d'améliorer la survie dans un modeéle murin de sepsis par injection de LPS (Okeke et al. 2020).

En ce qui concerne les patients atteints de sepsis, certains traitements ciblant ces molécules
sont prometteurs. En effet, une étude a montré que le sivelestat avait des effets bénéfiques
similaires a ceux obtenus sur la souris (Hayakawa et al. 2010). Enfin, concernant le ciblage de I'ADN

extracellulaire, un essai clinique débuté en octobre 2022 appelé IDEALSepsis (Intravenous Dnase
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| for the Treatment of Sepsis) teste la pertinence de I'administration de Dnase | chez les malades

afin de dégrader les NETs (McMaster University 2022).

2.3.2. Les monocytes

Malgré leur réle dans la lutte contre les pathogénes, les monocytes contribuent également

a la physiopathologie des maladies inflammatoires comme le sepsis (Serbina et al. 2008).

Une diminution importante de la quantité de monocytes présents dans le sang a été
observée chez les patients atteints de sepsis. Celle-ci peut résulter de la migration des monocytes
du sang vers les tissus, ou ils se transforment en macrophages ou en cellules dendritiques. Cette
baisse peut également refléter une augmentation des monocytes présents dans le pool marginal
ou en transit le long des parois des vaisseaux sanguins (Tak et al. 2017). Cette accumulation peut

participer aux thromboses associées au sepsis (Bajaj et al. 2007).

Quant a leur activité inflammatoire, elle se révele contradictoire. Certaines publications ont
observé une augmentation des cytokines pro-inflammatoires (IL-1pB, IL-6, TNF-o) produites par les
monocytes au cours du sepsis. Le facteur NF-kB, un régulateur transcriptionnel central de la
réponse inflammatoire, et la cytokine anti-inflammatoire IL-10 sont également surexprimées
(Lekkou et al. 2004; Lorente-Sorolla et al. 2019). A l'inverse, d'autres études ont montré une
production de cytokines pro-inflammatoires réduite chez des monocytes provenant de patients
atteints comparés a des volontaires sains. Cette étude a également montré une capacité a faire
de la phagocytose préservée et une génération accrue de ROS et de NO (Santos et al. 2012). Les
raisons de ces divergences sont sans doute multiples et font encore aujourd’hui I'objet de

recherche.

2.3.3. Les cellules dendritiques

Comme expliqué précédemment, les cellules dendritiques peuvent provenir de la
différenciation des monocytes. Les anomalies des cellules dendritiques contribuent a
I'inflammation persistante, a I'immunosuppression, a la susceptibilité aux infections et a la mort

chez les patients atteints de sepsis (Hotchkiss et al. 2016). En effet, les malades avec un faible
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nombre de cellules dendritiques sont plus sensibles aux infections nosocomiales (Grimaldi et al.
2011). De plus, une analyse post-mortem a montré que les patients adultes atteints de sepsis
avaient moins de cellules dendritiques dans le sang et la rate que les patients sains, et que cette
diminution était corrélée avec la gravité de la maladie (Guisset et al. 2007; Tinsley et al. 2003). Une
autre étude a montré qu’une déplétion de ce type cellulaire dans un modéle murin augmentait la

mortalité en lien avec le sepsis (Scumpia et al. 2005).

2.3.4. Les macrophages

Dans la premiere phase du sepsis, les macrophages, qu'ils soient résidents ou dérivés de
monocytes, subissent plutot une différenciation vers le profil M1. Ainsi, ils favorisent la défense
de I'hote en éliminant les agents pathogénes ou les tissus endommagés et en libérant
d'importantes quantités de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'lL-1, I'IL-6 et I'lL-8
(Murray et al. 2000). Cependant, ils sont souvent activés de maniere excessive et vont produire
des cytokines pro-inflammatoires en excés (Wang et al. 2008), ce qui aura pour conséquence
d'accroitre la mortalité associée au sepsis (Angus et al. 2013). De plus, en raison de la tempéte de
cytokines, un grand nombre de facteurs induisant I'apoptose est libéré, comme le TNF-a (Zhu et
al. 2009). Ces facteurs induisent et favorisent I'apoptose des macrophages (Luan et al. 2015) : des
études ont montré cela chez des patients décédés et dans des modeles animaux de sepsis. Ce
mécanisme peut conduire a une immunosuppression et contribuer au risque de survenue d'une
infection secondaire opportuniste chez ces patients (Luan et al. 2014; Rimmelé et al. 2016). De
méme, il arrive que les macrophages pro-inflammatoires activés finissent par se polariser vers le
phénotype M2 qui atténue la réponse pro-inflammatoire. Ils peuvent alors contribuer a une

amplification de I'immunosuppression (W. Zhao et al. 2020).

2.3.5. La microglie

Les effets décrits précédemment sur les macrophages sont également retrouvés pour la
microglie. Son activation est systématiquement observée dans le sepsis, a la fois dans les modeles
expérimentaux et chez les patients (van Munster et al. 2011; Yan et al. 2022). Cette activation

aboutit tres régulierement a un profil pro-inflammatoire (Zrzavy et al. 2019).
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Chez I'Homme, une étude portant sur 13 patients décédés d'un sepsis a montré une
augmentation de I'expression de CD68 (un marqueur de la microglie et des macrophages) dans
le cortex, et davantage de microglie sous forme amiboide a été observée (Lemstra et al. 2007).
Dans une autre étude post-mortem de patients atteints de délire lié au sepsis, une augmentation
des marqueurs microgliaux CD68 et HLA-DR (un récepteur de surface cellulaire du CMH de classe
1) a été observée par rapport aux témoins du méme age, suggérant que l'activation de la microglie
pourrait étre liée au délire causé par le sepsis (van Munster et al. 2011). Dans une étude
prospective portant sur 17 autres patients décédés des suites d'un sepsis, |'étude du tissu
hippocampique a également mis en évidence une augmentation de I'activation de la microglie et

de l'apoptose (Polito et al. 2011).

Dans les modeles précliniques, le LPS stimule fortement I'activation de la microglie (Lee et
al. 2020; Song et al. 2022) et peut entrainer une détérioration supplémentaire du tissu cérébral
déja endommagé. Dans le modeéle CLP, une modification de la morphologie de la microglie a été
observée par immunofluorescence (Singer et al. 2018). D’autres travaux sur le méme modele ont
montré une suractivation microgliale et une pyroptose neuronale, aggravant la destruction des

tissus cérébraux et le dysfonctionnement cognitif (Yang et al. 2022).

2.3.6. Implication du systéme immunitaire adaptatif

Le sepsis est une maladie inflammatoire médiée par I'activation du systeme immunitaire
inné, dont certaines cellules ont la capacité de faire de la présentation d'antigénes et d'activer les
cellules de la réponse immunitaire adaptative (Hotchkiss et al. 2016). Parmi les patients qui
survivent a la phase hyper-inflammatoire aigué du sepsis, certains progressent vers une phase
ultérieure d’'immunodépression, durant laquelle 30 % des patients meurent des suites d'une

infection secondaire (Brady et al. 2020).

Les déficits de la réponse immunitaire adaptative peuvent jouer un réle majeur dans la
mortalité chez ces patients: cette réponse implique un certain nombre de types de cellules,
notamment les lymphocytes T, les lymphocytes B et les cellules dendritiques, toutes jouant un
role immunorégulateur visant a limiter les dommages et a rétablir I'noméostasie immunitaire

apres une infection ou une agression. Cependant, en cas de sepsis, les cellules immunitaires

81



LE SEPSIS

adaptatives subissent la mort ou I'épuisement cellulaire, ce qui signifie qu'elles ont des réponses
effectrices défectueuses, aboutissant finalement a une défense immunitaire inefficace ou

supprimée (Brady et al. 2020).

Au cours du sepsis, les lymphocytes T sont recrutés sur le site de I'infection suite a la
libération de cytokines pro-inflammatoires. Ils peuvent produire a leur tour des cytokines et sont
également impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire en interagissant avec d'autres

cellules immunitaires comme les macrophages et les neutrophiles (Gao et al. 2022).
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3. DYSFONCTIONS D'ORGANES

La réponse immunitaire disproportionnée rencontrée au cours du sepsis entraine des
dommages tissulaires au moins en partie responsables des dysfonctions d'organes associées a
cette pathologie (Delano et al. 2016). Les patients atteints de sepsis peuvent présenter un
dysfonctionnement de pratiquement n'importe quel systéme, quel que soit le site d‘infection.
Mais les organes les plus fréquemment touchés sont les reins, le foie, les poumons, le cceur, le
systéme vasculaire et le systéme nerveux central. Cette défaillance multiviscérale est la marque
caractéristique du sepsis : elle détermine I'évolution des patients de I'infection jusqu’a la guérison

ou la mort.

3.1. Dysfonctions cardiovasculaires

Le systeme cardiovasculaire, regroupant le cceur et les vaisseaux, constitue un systeme
circulatoire fermé qui assure le transport du sang du coeur vers les tissus et inversement. Il permet
I'échange de diverses substances biochimiques au sein de I'organisme et aide a fournir des
nutriments, de l'oxygene et des hormones aux cellules. Le cceur et le systéme vasculaire
présentent tous les deux de graves dysfonctionnements au cours du sepsis (Greer 2015). Ces
dysfonctions entrainent des problemes circulatoires et de perfusion tissulaire (Hariri et al. 2019),

ce qui a pour conséquence d'aggraver les dysfonctions des autres organes.

3.1.1. Dysfonctions vasculaires et de la coagulation

Plusieurs changements se produisent simultanément au niveau vasculaire chez les patients
atteints de sepsis. La perméabilité capillaire est augmentée, ce qui entraine une fuite de liquide a
I'origine de la diminution du volume vasculaire effectif et donc de la perfusion systémique : les
malades se retrouvent en hypotension. Cette fuite paracellulaire semble étre causée par une Iésion

de I'endothélium médiée par des molécules pro-inflammatoires (Fiedler et al. 2006).

Des travaux récents ont montré un réle important de I'angiopoiétine dans la dysfonction
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vasculaire. En condition physiologique, I'activation du récepteur aux angiopoiétines (Tie2) par
I'angiopoiétine-1 est nécessaire pour maintenir I'endothélium a I'état de repos. Chez les patients
atteints de sepsis, on remarque une augmentation de |'expression de l'angiopoiétine-1 qui bloque
le récepteur Tie2, ce qui a pour conséquence de déstabiliser I'endothélium quiescent, et donc
d'augmenter la perméabilité vasculaire, provoquant ainsi un cedeme tissulaire (Fiedler et al. 2006).
Des études cliniques ont d'ailleurs montré qu'un rapport sérique élevé angiopoiétine-1/
angiopoiétine-2 était associé a une sévérité accrue du dysfonctionnement des organes et a une

mortalité plus élevée (Fang et al. 2015; Ricciuto et al. 2011).

Dans le cas du choc septique, les muscles lisses vasculaires ne parviennent pas a se
contracter correctement, méme apres une stimulation adrénergique, ce qui entraine une profonde
vasodilatation artérielle et veineuse systémique (Burgdorff et al. 2018). Ce dysfonctionnement
endothélial induit par I'inflammation semble au moins en partie étre associé a une surexpression
de iINOS (Morelli et al. 2016). La production excessive de NO qui en résulte induit directement la
relaxation et I'hyperpolarisation des cellules musculaires lisses vasculaires (Rabuel et al. 2006),
empéchant leur réponse aux vasoconstricteurs et perpétuant ainsi I'hypotension (Barrett et al.

2007; Burgdorff et al. 2018).

En plus de ces dysfonctions de I'endothélium et des cellules musculaires lisses, le systeme
de coagulation est également affecté. La réponse inflammatoire augmente I'expression des
molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1 a la surface de I'endothélium, ce qui favorise I'adhésion
plaquettaire et I'activation de la cascade de coagulation (Bombeli et al. 1998). De plus, les
mécanismes anticoagulants sont régulés a la baisse par les cytokines pro-inflammatoires. En
paralléle, la production endothéliale de thrombomoduline, une protéine qui inhibe la conversion
du fibrinogene en fibrine en se liant a la thrombine, est diminuée, ce qui réduit I'activation de la
protéine C, une protéine anticoagulante aux propriétés fibrinolytiques (Levi et al. 2013; Simmons
et al. 2015). Ceci a pour conséquence la formation de microthrombus dans les capillaires, avec
pour effet une altération de la perfusion et de I'apport en oxygene, provoquant des lésions et un

dysfonctionnement des organes (Fang et al. 2015).

Les NETs aggravent ce processus, car ils induisent I'agrégation plaquettaire (figure 19), la

production de thrombine et la formation de caillots de fibrine (McDonald et al. 2017).
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Figure 19 : Formation de thrombus de plaquettes associées aux NETs (exemple dans le poumon).

Au cours du sepsis, le LPS libéré par les bactéries a Gram négatif peut activer les plaquettes. Dans un méme
temps, les neutrophiles migrent dans les capillaires et interagissent avec les plaquettes circulantes pour former
des agrégats. Les neutrophiles libérent alors des NETs associant I'H3 citrullinée, la NE et la MPO. Enfin, sous
l'action du facteur tissulaire (TF), les NETs forment un thrombus avec les globules rouges et les plaquettes,
détruisant par la méme occasion les cellules endothéliales vasculaires (Chen et al. 2021).

Chez les patients atteints de sepsis, cette régulation a la hausse des facteurs pro-coagulants
entraine une consommation plaquettaire et une déplétion des facteurs de coagulation,
conduisant a une thrombocytopénie associée au sepsis et/ou a une coagulation intravasculaire
disséminée pour 55 % a 61 % des malades (Saito et al. 2019; Sharma et al. 2017), ces atteintes

provoquant un risque plus élevé d’'hémorragies et de déces (Seki et al. 2013; Sharma et al. 2017).

3.1.2. Dysfonctions cardiaques

La dysfonction contractile est la principale caractéristique de la dysfonction cardiaque au
cours du sepsis. Elle se manifeste par une dilatation des ventricules et une diminution de la fraction
d'éjection, ce qui a pour conséquence une diminution de la pression artérielle. Celle-ci peut étre
est résistante a la réanimation liquidienne intraveineuse, ce qui nécessite alors l'ajout de

vasopresseurs (Habimana et al. 2020).

Ces réponses sont accompagnées d'une fonction myocardique altérée. En effet, plusieurs

acteurs, dont le NO, exacerbent le dysfonctionnement mitochondrial en diminuant l'utilisation de
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I'oxygéne par le myocarde, amplifient la libération de cytokines pro-inflammatoires et régulent a
la baisse les récepteurs B-adrénergiques (Dal-Secco et al. 2017). Les cytokines pro-inflammatoires
ainsi libérées, telles que I'lL-1B et I'lL-6, dépriment la contractilité des cardiomyocytes et induisent
I'expression de la molécule d’adhésion VCAM-1 dans I'endothélium coronaire, dont le réle est de

médier l'infiltration de neutrophiles vers le myocarde (Y.-C. Liu et al. 2017; Sergi et al. 2017).

Au cours du sepsis, pres d'un tiers des patients atteints présente une insuffisance systolique
ventriculaire gauche réversible, entrainée par une hypokinésie et une fraction d'éjection
ventriculaire réduite (Sevilla Berrios et al. 2014). Cette dysfonction a pour conséquence
d'augmenter le risque de décés de 60 % (Vallabhajosyula et al. 2017). D’autre part, un
dysfonctionnement diastolique gauche est présent chez un patient sur deux, et est également

associé a un risque accru de déces de 80 % (Sanfilippo et al. 2015).

En outre, la modulation de la fréquence cardiaque, appelée réponse chronotrope, est
également altérée au cours du sepsis (de Castilho et al. 2018). Des études ont montré que les
personnes ayant une faible variabilité de la fréquence cardiaque présentaient un risque de déces
pres de six fois plus élevé (de Castilho et al. 2017; Korach et al. 2001). Les patients atteints de
sepsis peuvent également étre touchés, entre autres, par une insuffisance cardiaque aigué, des
arythmies cardiaques, un infarctus du myocarde ou des lésions myocardiques non ischémiques

(Frencken et al. 2018; Shahreyar et al. 2018; Wang et al. 2017).

3.2. Dysfonctions du systéme nerveux central et neuro-inflammation

Le cerveau est un organe responsable des réponses, des sensations, des mouvements, des
émotions, de la communication, du traitement de la pensée et de la mémoire. Le tissu nerveux est
extrémement délicat et peut étre rapidement endommagé. La protection du cerveau humain
provient du crane, des méninges et du liquide céphalo-rachidien. De plus, le cerveau possede une

barriere hémato-encéphalique (BHE) qui permet de séparer le systéme nerveux central du sang.

3.2.1. Le systéme nerveux central

Le systeme nerveux se subdivise en systeme nerveux central (SNC) et systeme nerveux
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périphérique (SNP). Le SNC est principalement constitué de deux structures, le cerveau et la
moelle épiniére, tandis que le SNP englobe le reste du tissu nerveux. Les roles du SNC
comprennent la réception, le traitement et la réponse aux informations sensorielles. Quant a la
moelle épiniére, située dans la colonne vertébrale, son role est d’envoyer des commandes du
cerveau vers le corps périphérique et de relayer les informations sensorielles des organes
sensoriels vers le cerveau. Elle renferme des réseaux de neurones agissant tels des centres de

controle pour la marche, la miction, la défécation ou I'éjaculation.

Le SNC est protégé du reste de I'organisme par la BHE qui est une barriére semi-perméable
et hautement sélective. Elle empéche les solutés circulant dans le sang de traverser de maniére
non contrélée (Daneman et al. 2015). Elle est formée par les cellules endothéliales des capillaires,
les pieds terminaux des astrocytes enveloppant a la fois le capillaire sanguin et les péricytes

intégrés dans sa membrane basale (Ballabh et al. 2004) (figure 20).
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Figure 20 : Anatomie de la barriere hémato-encéphalique.

Les cellules endothéliales cérébrales forment des jonctions serrées qui scellent la voie de diffusion paracellulaire
entre les cellules. Les péricytes sont distribués de maniere discontinue le long des capillaires cérébraux et
entourent partiellement l'endothélium. Les cellules endothéliales cérébrales et les péricytes contribuent a la
formation de la membrane basale locale qui forme une matrice extracellulaire périvasculaire distincte (lame
basale 1, BL1), de composition différente de la matrice extracellulaire des pieds gliaux délimitant le parenchyme
cérébral (BL2). Les pieds astrocytaires forment un réseau complexe entourant les capillaires et cette association
cellulaire étroite est importante dans l'induction et le maintien des propriétés de la barriere (Abbott et al. 2010).
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La BHE résulte de la sélectivité des jonctions serrées entre les cellules endothéliales des
capillaires cérébraux, ce qui limite le passage des solutés. Ces jonctions sont composées de
protéines transmembranaires, telles que l'occludine, les claudines (comme la claudine-5) et la
molécule d’adhésion jonctionnelle (comme JAM-A) (Stamatovic et al. 2008). Chacune de ces
protéines est stabilisée a la membrane cellulaire endothéliale par un autre complexe protéique
qui comprend des protéines d'échafaudage telles que la protéine de jonction serrée 1 (ZO1)

(Stamatovic et al. 2008).

La perturbation de la BHE peut étre expliquée par plusieurs mécanismes : une perturbation
des jonctions serrées, des dommages aux cellules endothéliales, une activation des astrocytes et
de la microglie, et la pénétration de cellules immunitaires périphériques (Huang et al. 2021).
D’autres études ont montré que l'injection périphérique de LPS augmente la perméabilité de la
BHE, ce qui permet l'infiltration de facteurs pro-inflammatoires périphériques tels que I'IL-6 et le

TNF-o, et favorise I'inflammation neurologique (Jaeger et al. 2009; Peng et al. 2021).

Des études précliniques et cliniques ont montré que I'inflammation périphérique d'origine
infectieuse est un facteur contribuant a la détérioration de la BHE et que dans certaines maladies
du SNC, telles que les maladies neurodégénératives, les accidents vasculaires cérébraux ou le

sepsis, la perméabilité de la BHE participe au développement de la maladie (Sweeney et al. 2019).

3.2.3. Dysfonctions du systéme nerveux central

Jusqu'a 70 % des patients gravement atteints présentent un degré varié d’encéphalopathie
associée a leur sepsis. Il s'agit d'un dysfonctionnement cérébral diffus qui survient a la suite d'une
infection systémique, sans infection manifeste du systeme nerveux central (SNC) (Gofton et al.

2012).

Le sepsis endommage le SNC par plusieurs mécanismes, le premier étant I'inadéquation
entre la perfusion systémique et les besoins métaboliques du patient (Sharshar et al. 2014). De
plus, le sepsis est a l'origine d'arythmies cardiaques et de coagulopathie qui peuvent expliquer le
risque accru d'accident vasculaire cérébral ischémique et hémorragique chez les patients atteints
(Polito et al. 2013; Walkey et al. 2014). En outre, la réponse inflammatoire contribue a l'insuffisance

microcirculatoire et a la perturbation de la barriere hémato-encéphalique, permettant aux
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médiateurs inflammatoires et aux neurotoxines de pénétrer dans le SNC (Sweis et al. 2016). C'est
par exemple le cas du monoxyde d'azote majoritairement libéré par I'endothélium, qui diffuse
méme a travers la barriere hémato-encéphalique intacte, et provoque un stress oxydatif qui peut
entrainer un dysfonctionnement neuronal voire I'apoptose de cellules (Siami et al. 2008). La
perturbation de la neurotransmission cholinergique et dopaminergique retrouvée au cours du
sepsis joue également un rdle clé dans ce dysfonctionnement cérébral aigu (Annane et al. 2015;
Wa et al. 2010), qui peut aller du délire aux convulsions et au coma. Toutes ces dysfonctions
peuvent conduire a l'encéphalopathie associée au sepsis (SAE) qui est une complication
neurologique courante mais mal comprise de cette pathologie. Elle se caractérise par un

dysfonctionnement cérébral diffus sans infection manifeste du SNC (Chaudhry et al. 2013).

Le sepsis est également associé a des troubles moteurs (Xie et al. 2017), tels que la faiblesse
acquise en unité de soins intensifs (ICUAW). Il s'agit d'une complication fréquente développée par
une grande partie des patients admis pour sepsis dans une unité de soins intensifs. Elle se
caractérise par un trouble des organes neuromusculaires (Schefold et al. 2010) qui pourrait
retarder le sevrage de la ventilation mécanique en raison d'une atrophie du diaphragme. Une
étude dans un modeéle de CLP de rats a montré une faiblesse musculaire, associée a une
diminution persistante de |'excitabilité neuronale (Nardelli et al. 2016), raison qui pourrait donc

expliquer cette ICUAW.

Les origines de ces complications peuvent étre multiples et sont souvent liées a différents
acteurs du systéme immunitaire comme la microglie résidente (Xie et al. 2017) ou les neutrophiles
qui s'infiltrent dans le SNC (B. H. Singer et al. 2016). En effet, |'utilisation de I'Ulinastatine, une
molécule aux propriétés anti-inflammatoires connue pour agir sur les neutrophiles via I'inhibition
de I'élastase (Karnad et al. 2014), a diminué la neuro-inflammation et a montré une amélioration

de la fonction neuromusculaire (Xie et al. 2017).

3.3. Autres principaux systémes présentant des dysfonctions au cours du
sepsis

3.3.1. Dysfonctions pulmonaires

Le poumon est un organe intrathoracique de 'appareil respiratoire, permettant I'échange
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des gaz, principalement I'oxygéne nécessaire au métabolisme, et le dioxyde de carbone qui en
résulte et qu'il faut évacuer. Le sepsis est la cause la plus fréquente du syndrome de détresse
respiratoire aigué (SDRA) (Rubenfeld et al. 2005) : 40 % des patients le développent (Fujishima et
al. 2016). Le SDRA est caractérisé par une insuffisance respiratoire aigué causée par des lésions
alvéolaires et une perméabilité vasculaire pulmonaire accrue a l'origine d'cedemes. Cette lésion
de la barriere alvéolaire est médiée par le dysfonctionnement généralisé de la barriere
endothéliale, I'activation plaquettaire, la formation de NETs, et la libération de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a ou I'lL-1B (Evans et al. 2017; Matthay et al. 2012; Park et al.
2019). Cet cedéme et ces |ésions alvéolaires augmentent « I'espace mort » physiologique, ce qui
altére les échanges gazeux et provoque une hypoxémie et une hypercapnie (surcharge du sang
artériel en CO,) (Ranieri et al. 2012). Ces dysfonctions sont prises en charge grace a la ventilation
mécanique des poumons pour aider les muscles respiratoires et maintenir un échange gazeux
adéquat (Zampieri et al. 2017). Malgré cela, la mortalité parmi les personnes atteintes de SDRA au

cours du sepsis est plus élevée de 35 a 46 % que chez celles sans ce syndrome (Bellani et al. 2016).

3.3.2. Dysfonctions rénales

Le rein est un organe de l'appareil urinaire qui a plusieurs fonctions: il produit des
hormones, régule la pression artérielle et permet I'élimination des toxines. Il assure, par la filtration
et I'excrétion d'urine, I'équilibre hydroélectrolytique du sang et de |'organisme. Ce systéme est
également touché par des dysfonctionnements au cours du sepsis : la moitié des patients atteints
développe une insuffisance rénale aigué (IRA) (Poukkanen et al. 2013). L'IRA est caractérisée par
une augmentation de la créatinine sérique supérieure ou égale a 0,3mg/dL en 48 heures, et un
débit urinaire inférieur a 0,5mL/kg/h pendant plus de 6 heures (Khwaja 2012). Malgré sa fréquence
élevée, les mécanismes sous-jacents de I'IRA associée au sepsis ne sont pas completement
compris méme si un certain nombre de facteurs sont connus. Elle est entre autre causée par
I'hypoperfusion rénale qui conduit a une nécrose tubulaire aigué, mais aussi par la
microcirculation défectueuse, des lésions d'ischémie-reperfusion, le stress oxydatif et des signaux

inflammatoires (Lerolle et al. 2010; S. Ma et al. 2019).

De plus, les traitements administrés au cours du sepsis peuvent contribuer a I'IRA, par

I'utilisation de médicaments néphrotoxiques et une réanimation liquidienne excessive. En effet, la
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surcharge volémique augmente la pression veineuse centrale, ce qui augmente la pression
vasculaire rénale, provoquant un cedéme, une augmentation de la pression intracapsulaire et une

diminution du taux de filtration glomérulaire (Bellomo et al. 2017; Poston et al. 2019).

Les patients atteints d'IRA au cours du sepsis ont un risque de mortalité hospitaliere
beaucoup plus élevé que ceux non atteints d'IRA (Bagshaw et al. 2009). Néanmoins, il a été montré
que la sélection des fluides administrés en réanimation peut jouer un role important dans la survie
du patient en IRA : par rapport a une solution saline normale (0,9 % de chlorure de sodium), les
solutions de cristalloides équilibrées comme la solution de Ringer-lactate permettent une

mortalité hospitaliére plus faible (Rochwerg et al. 2014; Shaw et al. 2014).

3.3.3. Dysfonctions hépatiques

Le foie est un organe du systéme digestif qui assure de nombreuses fonctions vitales. Il agit
au niveau nutritionnel avec le métabolisme des glucides et des lipides et permet la synthése de
protéines et d'acides biliaires. Il a aussi une fonction sanguine avec la production des facteurs de
coagulation, la destruction des hématies et des leucocytes, et une fonction endocrine et
antitoxique (Grant 1991). Au cours du sepsis, cet organe intervient dans la régulation du processus
inflammatoire et est une cible de la réponse de I'hote. En effet, lorsqu’elles sont exposées a des
LPS dans un modele préclinique, les cellules de Kupffer, qui sont les macrophages résidents du
foie, augmentent la libération d'IL-1B, d'IL-6 et de TNF-a (Yan et al. 2014). En réponse a ces
cytokines pro-inflammatoires, les hépatocytes libérent des protéines de phase aigué (PPA) dans
la circulation systémique. Il s'agit d'une classe de protéines qui comprend le mannose binding
protein (MBP), la protéine C réactive (CRP), les facteurs du complément, les protéines de liaison
au LPS, les inhibiteurs de réactifs oxygénés, le sérum amyloide A, le sérum amyloide P et
I'haptoglobine. Ces protéines ont différentes fonctions, notamment dans la protéolyse, la
coagulation, le systeme du complément, ou encore le recrutement des cellules immunitaires. Cette

réponse est appelée réaction de phase aigué (Strnad et al. 2017).

Les hépatocytes, via les PPA, pourraient donc avoir un role dans I'équilibrage de la réponse
immunitaire dans le sepsis, empéchant un état inflammatoire ou immunodéprimé excessif (Yan et

al. 2014).

91



LE SEPSIS

Jusqu'a 46 % des patients atteints de sepsis présentent un dysfonctionnement hépatique,
qui a été associé a une mortalité a 28 jours plus élevée (Brun-Buisson et al. 2004). Deux
mécanismes peuvent expliquer cette atteinte hépatique : I'hépatite hypoxique et la cholestase
induite par le sepsis. L'hépatite hypoxique est généralement définie comme un contexte clinique
entrainant une diminution de I'apport ou de I'utilisation de I'oxygéne par le foie (Nesseler et al.
2012; Waseem et al. 2016) principalement causée par les problemes hémodynamiques (Strnad et
al. 2017). Quant a la cholestase induite par le sepsis, il s'agit d'une altération de la formation de la
bile et d'un débit défectueux causés par une atteinte intrahépatique non obstructive (Chand et al.

2007).

3.3.4. Dysfonctions métaboliques

Le sepsis induit une réponse catabolique qui se caractérise par une augmentation de la
dépense énergétique au repos, un catabolisme important des protéines et des graisses, un bilan

azoté négatif, une hyperglycémie et une perte progressive de la masse maigre (Trager et al. 2003).

La lutte contre I'hyperglycémie peut avoir un impact favorable sur la mortalité (van
den Berghe et al. 2001; Van den Berghe et al. 2003). En effet, 'augmentation du glucose circulant
altére la réponse de I'néte a l'infection, accroit le stress oxydatif, et favorise les facteurs pro-
coagulants, I'hyperactivité sympathique et la réponse pro-inflammatoire (Brierre et al. 2004). Cette
hyperglycémie peut avoir plusieurs origines : 'augmentation des hormones de contre-régulation
du glucagon, du cortisol et des catécholamines qui favorisent la glycogénolyse et la
gluconéogenése hépatiques, ainsi que la résistance périphérique a l'insuline (Chambrier et al.

2000).

Le catabolisme des protéines musculaires squelettiques induit par le sepsis est
majoritairement provoqué par un déséquilibre entre I'augmentation de la dégradation des
protéines musculaires et une synthese accrue de protéines telles que les cytokines (Lang et al.

2007).

Au niveau de la cellule, le sepsis est caractérisé par une altération de la respiration cellulaire.
Alors que la pression partielle d’oxygeéne dans les tissus est normale ou élevée lors de cette

pathologie, les cellules sont incapables d'utiliser cet oxygéne. Cela est une conséquence directe
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du dysfonctionnement mitochondrial (Fink 2001), qui est au moins en partie lié a une libération

excessive de NO suite a une surexpression de I'iNOS (Fink 2002).
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4. PISTES THERAPEUTIQUES DU SEPSIS

4.1. Prise en charge du sepsis

La gravité du sepsis est mesurée a l'aide du score SOFA. Or, les informations nécessaires
pour le calculer peuvent ne pas étre disponibles lorsque le patient est gravement malade. En
conséquence, le score qSOFA (quick SOFA) a été développé pour identifier rapidement les
patients adultes atteints de sepsis lors de leur prise en charge. Il est considéré comme positif si le
patient présente au moins deux des critéres cliniques suivants : une fréquence respiratoire de 22
ou plus par minute, une altération mentale (échelle de Glasgow<15), ou une pression artérielle

systolique de 100 mmHg ou moins (M. Singer et al. 2016).

Les objectifs thérapeutiques dans la prise en charge du sepsis sont de fournir une thérapie
antimicrobienne appropriée contre l'organisme pathogéne responsable de linfection et

d'améliorer I'oxygénation et la perfusion des tissus.

Dans un premier temps, des le diagnostic, des antibiotiques a larges spectres sont
administrés par voie intraveineuse. Ensuite, les patients vont faire l'objet d'un remplissage
vasculaire a l'aide de cristalloides. Chez les malades souffrant d’hypoperfusion, un minimum de
30 mL/kg de liquide cristalloide intraveineux doit &étre administré (Dellinger et al. 2013). Ils peuvent

aussi étre placés sous oxygéne si leur saturation est inférieure a 94 %.

Chez les patients qui restent hypotendus malgré une réanimation liquidienne adéquate, ou
chez ceux qui développent un cedeme pulmonaire cardiogénique, un vasopresseur doit étre utilisé
pour remonter la pression artérielle en augmentant les résistances vasculaires périphériques. La
noradrénaline est le premier choix pour le traitement de ces malades, avec parfois I'ajout de
vasopressine ou d'épinéphrine. Pour les patients qui restent instables, la dobutamine est
recommandée car elle induit un effet inotrope positif et donc une augmentation du débit

cardiaque et de la pression artérielle (Rhodes et al. 2017).

Quant aux patients présentant des saignements actifs, une ischémie myocardique, une
hypoxie sévere ou lorsque le taux d’hémoglobine tombe en dessous de 7 g/dL, ils doivent recevoir

une transfusion sanguine (Keeley et al. 2017).
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Chez les patients en choc septique qui ne parviennent pas a conserver une pression
artérielle moyenne (PAM) adéquate malgré un remplissage et l'utilisation de vasopresseurs
adaptés (Scheeren et al. 2019), I'administration de corticostéroides comme I'hydrocortisone en
tant que traitement adjuvant peut avoir un effet positif (Annane et al. 2019; Evans et al. 2021).
Mais d'autres traitements adjuvants sont également testés, dont un semble prometteur et a fait
I'objet de recherches précliniques et d'essais cliniques au cours des dix dernieres années : il s'agit

de I'administration de f1-bloquants, qui sont des antagonistes des récepteurs p1-adrénergiques.

4.2. Le systeme adrénergique

Il existe deux grands types de récepteurs adrénergiques: les récepteurs o et B-
adrénergiques. Ce systeme est sous controle du systeme nerveux sympathique, I'un des sous-

types du systeme nerveux autonome (SNA).

4.2.1. Le systéme nerveux autonome

Le systeme nerveux autonome, aussi appelé systéme végétatif, est un composant du
systéme nerveux périphérique qui régule les processus physiologiques involontaires, notamment

la fréquence cardiaque, la tension artérielle, la respiration, la digestion et I'excitation sexuelle.

Il est divisé en deux sous-systemes : le systeme nerveux sympathique (SNS) et le systéme
nerveux parasympathique (SNPa). Le SNS est souvent considéré comme le systeme de « combat
ou fuite », tandis que le SNPa est plutét celui de « repos et digestion ». Dans de nombreux cas,
ces deux systémes ont des actions antagonistes pour maintenir un équilibre : I'un active une

réponse physiologique et l'autre 'inhibe (McCorry 2007).

Le SNA joue un role essentiel dans la régulation de diverses fonctions corporelles,
notamment la gestion des muscles lisses impliqués dans la digestion et la régulation de la
vascularisation, des muscles cardiaques, de la plupart des glandes exocrines responsables de la
digestion et de la sudation, ainsi que de certaines glandes endocrines. Ce systeme complexe

comprend a la fois des neurones périphériques et centraux (Karemaker 2017).
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Il se compose de voies afférentes qui incluent les ganglions sensoriels craniens,
responsables du relais des informations sensorielles telles que la pression artérielle ou la
saturation en oxygene du sang. Ces informations convergent vers un centre intégrateur appelé le
noyau du tractus solitaire, situé dans le SNC. Ce centre intégrateur prend en compte ces données
et envoie des signaux dans les voies efférentes pour, par exemple, réguler la dilatation des

bronches ou la libération de sucs digestifs.

Généralement, les voies motrices SNS et SNPa consistent en une série de deux neurones :
un neurone préganglionnaire avec un corps cellulaire dans le SNC, et un neurone
postganglionnaire avec un corps cellulaire en périphérie qui innerve les tissus cibles (Sternini

1997).

A. Le systeme nerveux parasympathique

Les fibres nerveuses du SNPa proviennent du SNC via les nerfs craniens llI, VII, IX et X, ainsi
gue par les racines nerveuses S2 a S4. Toutes les autres fibres parasympathiques présynaptiques
font synapse dans un ganglion proche ou sur la paroi du tissu cible, ce qui explique que les fibres
présynaptiques sont nettement plus longues que les fibres post-synaptiques (Waxenbaum et al.
2023). Le nerf vague fournit I'innervation parasympathique a la plupart des organes thoraciques
et viscéraux (Berthoud et al. 2000). Il favorise en particulier la relaxation cardiaque. En effet, le nerf
vague innerve principalement les oreillettes du coeur, avec une innervation ventriculaire
clairsemée (Kent et al. 1974). A ce niveau, le SNPa libére de I'acétylcholine qui va se fixer sur les
récepteurs de type muscarinique, ce qui va induire principalement une diminution de la fréquence

cardiaque (Levy 1997).

L'autre fonction clé du SNPa est centrée sur la digestion et le cycle respiratoire. Dans un
état non pathologique, les nerfs parasympathiques se déclenchent, par exemple, pendant
I'expiration, contractant et raidissant les voies respiratoires pour les dilater et permettre un afflux

d‘air approprié (Karemaker 2017).
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B. Le systéme nerveux sympathique

Au niveau anatomique, les neurones sympathiques ont des corps cellulaires situés dans les
cornes latérales de la moelle épiniere. Les fibres présynaptiques sortent de la moelle épiniére par
les racines antérieures et pénétrent dans les branches antérieures des nerfs spinaux T1-L2 et sur
les troncs sympathiques via les branches communicantes blanches. A partir de 13, les fibres
peuvent monter ou descendre le tronc sympathique jusqu‘a un ganglion paravertébral supérieur
ou inférieur. Ce ganglion innerve lui-méme le tissu cible. Ces neurones post-ganglionnaires
liberent entre autres de la noradrénaline qui active les récepteurs adrénergiques présents sur les

tissus cibles.

Le SNS est responsable de la réponse de I'organisme au stress, principalement en régulant
le systéeme cardiovasculaire. En fonction du signal requ, une augmentation des signaux
sympathiques conduit généralement a une vasoconstriction des vaisseaux, mais également a
quelques vasodilatations, en particulier pour les vaisseaux coronaires et ceux qui alimentent les
muscles squelettiques afin d'assurer un apport suffisant en oxygene et en énergie (Waxenbaum
et al. 2023). Ces effets opposés sont médiés par le type de récepteurs auquel est associé le
vaisseau. Quant au coeur, également innervé par le SNS, sa stimulation va entrainer une

augmentation de la vitesse et de la force de contraction (Carrara et al. 2020) (figure 21).
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Figure 21 : lllustration des mécanismes de réqgulation a court terme du systeme cardiovasculaire par le SNA.
Les barorécepteurs artériels sont principalement situés dans la crosse aortique et les sinus carotidiens. Les
barorécepteurs cardio-pulmonaires sont situés dans les oreillettes, les ventricules, la veine cave et les vaisseaux
pulmonaires. Le centre vasomoteur héberge la régulation circulatoire et fait partie du bulbe rachidien situé
dans le tronc cérébral, a coté du noyau du tractus solitaire qui recoit les signaux des nerfs sensoriels a travers
les nerfs glossopharyngien et vague (lignes vertes). Les fibres du SNS (lignes bleues) proviennent du bulbe
rachidien et émergent des segments thoraciques supérieurs de la moelle épiniere en tant que neurones
préganglionnaires, se terminant a lintérieur des ganglions de la chaine sympathique situés a cété de la colonne
vertébrale. Les neurones post-ganglionnaires du SNS quittent les ganglions de la chaine sympathique vers leurs
organes cibles (le cceur, les vaisseaux et les glandes surrénales). L'activation sympathique de la
médullosurrénale induit également la libération d'épinéphrine et de norépinéphrine (lignes bleu clair en
pointillés) dans la circulation sanguine. Les fibres du SNPa (lignes rouges) proviennent également du tronc
cérébral et sont incorporées en tant que neurones préganglionnaires dans le nerf vague, se terminant sur les
ganglions cardiaques parasympathiques. Des neurones post-ganglionnaires treés courts naissent de ces
ganglions cardiaques parasympathiques vers l'oreillette droite et gauche, le nceud auriculo-ventriculaire, le
septum interauriculaire, l'aorte ascendante et le tronc pulmonaire. Lors d’un choc septique, 'hypotension et la
réaction inflammatoire inhibent les centres vagaux, induisant une réduction de la stimulation vagale, tandis
que la voie sympathique est stimulée. Le sepsis provoque donc un déséquilibre frappant de l'activité SNA avec
une suractivation du SNS (Carrara et al. 2020).

Le SNS est constamment actif, méme dans des situations « non stressantes ». En plus de la

stimulation tonique des vaisseaux sanguins, le SNS est actif pendant le cycle respiratoire normal :
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I'activation sympathique compléte le SNPa en agissant pendant l'inspiration pour dilater les voies

respiratoires et permettre un afflux d'air approprié (I.-C. Chen et al. 2016; Karemaker 2017).

4.2.2. Les récepteurs adrénergiques

Les neurones post-ganglionnaires du SNS liberent entre autres de la noradrénaline qui
active les récepteurs adrénergiques présents sur les tissus cibles. Il existe deux types de récepteurs
adrénergiques : les récepteurs a et B-adrénergiques, qui sont tous les deux liés aux protéines G
(Bylund et al. 1994). lls permettent la transduction cellulaire et tissulaire de I'activation du SNS

grace a leur activation par les catécholamines.

A. Les récepteurs a-adrénergiques

Les récepteurs a-adrénergiques sont de type a1 et a2-adrénergiques (Hoffman et al. 1980).
Les récepteurs al-adrénergiques sont impliqués dans la vasoconstriction : ils sont liés a la
protéine Gq, qui induit une activation de la phospholipase C. La phospholipase C transforme le
PIP2 en DAG et en IP3. Le DAG stimule la protéine kinase C (PKC) tandis que I'lP3 agit au niveau
des compartiments de stockage intracellulaire de calcium pour le libérer, ce qui induit une
contraction du muscle lisse associé. Les récepteurs al-adrénergiques sont également impliqués

dans d'autres processus comme le tractus gastro-intestinal et la dilatation des pupilles

Quant aux récepteurs a2-adrénergiques, ils sont couplés a une protéine G; qui inhibe
I'adénylate cyclase, ce qui permet la diminution de la concentration intracellulaire d’AMP cyclique
(AMPc) et conduit a une diminution de I'activité de la protéine kinase A (PKA) AMPc-dépendante.
Ces récepteurs se trouvent principalement dans le SNC, sur les neurones présynaptiques, ou leur
activation entraine une diminution de I'activité sympathique et donc une diminution de la pression
artérielle. lls ont également un effet au niveau de la pupille de I'ceil, du pancréas en diminuant la
sécrétion d'insuline, ou encore par exemple au niveau de la thyroide ou ils inhibent la production

d'’hormones thyroidiennes (Muraki et al. 1984).
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B. Les récepteurs B-adrénergiques

Il en existe 3 types : les récepteurs B1, B2 et 3-adrénergiques (Bylund et al. 1994).

o Les récepteurs B3-adrénergiques

Les récepteurs B3-adrénergiques sont abondamment exprimés dans les tissus adipeux
blancs et bruns. Leur stimulation entraine une augmentation de I'oxydation des graisses, une
augmentation de la dépense énergétique et une amélioration de I'absorption du glucose médiée

par l'insuline.

o Les récepteurs B2-adrénergiques

Les récepteurs B2-adrénergiques sont distribués dans de nombreux organes du corps, mais
ils sont exprimés principalement dans les cellules musculaires lisses bronchiques. lls sont
également largement exprimés par les cellules épithéliales et endothéliales du poumon, par les
hépatocytes et par les cellules musculaires lisses uro-génitales. Les récepteurs p2-adrénergiques
sont couplés a la protéine Gs, qui active I'adénylyl-cyclase, provoquant la production d’AMPc a
partir d’ATP. L'AMPc catalyse alors I'activation de la PKA, qui a son tour phosphoryle les protéines
impliquées dans le controle du tonus musculaire. L'AMPc inhibe également la libération d'ions
calcium a partir des réserves intracellulaires, ce qui facilite la relaxation des cellules musculaires
lisses. L'activation des récepteurs f2-adrénergiques permet une dilatation des bronchioles et des
vaisseaux sanguins exprimant ce récepteur, et permet également de détendre les muscles de
I'utérus, de la vessie et du conduit gastro-intestinal. Il existe d'autres effets de leur activation tels
gu'une diminution de I'agrégation plaquettaire et de la glycogénolyse dans le foie et dans les
muscles squelettiques. Au niveau du coeur, ces récepteurs représentent environ 20 % de tous les
récepteurs P-adrénergiques présents (Barki-Harrington et al. 2004; Wachter et al. 2012). Leur
activation permet aussi d'augmenter la force de contraction et la fréquence cardiaque a un degré
moindre par rapport aux récepteurs B1-adrénergiques (Bernstein et al. 2011). De plus, ils jouent
un role majeur dans la dilatation des artéres coronaires en réponse au stress. Ces récepteurs sont
également exprimés sur les principales cellules immunitaires telles que les neutrophiles (Gurguis

et al. 1999), les monocytes (Kavelaars et al. 1997), et les macrophages (Grailer et al. 2014), et ils
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permettent de réguler le systeme immunitaire (Sharma et al. 2020).

o Les récepteurs B1-adrénergiques

Les récepteurs f1-adrénergiques sont prédominants dans le coeur : ils représentent environ
80 % des récepteurs B-adrénergiques cardiaques. lls sont couplés a la protéine G, ce qui entraine
I'activation de la cascade de signalisation Gs-adénylyl cyclase-AMPc-protéine kinase A (PKA). Dans
les myocytes ventriculaires, la phosphorylation des substrats de la PKA, notamment le canal
calcique de type L, la troponine | cardiaque et la protéine C de liaison a la myosine cardiaque,
entraine une augmentation transitoire du calcium et de la contractilité. Dans les cellules dites
pacemaker, ou cellules du nceud sinusal, la phosphorylation des canaux ioniques membranaires
et des protéines de gestion du calcium, médiée par la PKA, augmente |'afflux de calcium cellulaire,
ce qui permet d'élever la fréquence cardiaque. L'activation p1-adrénergique facilite également la
conduction a travers le nceud auriculo-ventriculaire. Par conséquent, les récepteurs B1-
adrénergiques sont principalement responsables de la contractilité ventriculaire et de la fréquence

cardiaque (effets inotropes et chronotropes positifs) (Jahns et al. 2006).

Les récepteurs B1-adrénergiques sont également présents sur le rein. Lorsqu'ils sont activés
dans cet organe, les cellules musculaires lisses de l'appareil juxtaglomérulaire se contractent et
liberent de la rénine. Cet effet en cascade finit par augmenter le volume sanguin grace aux actions

de l'angiotensine Il et de I'aldostérone (Panico et al. 2019).

Des récepteurs B1-adrénergiques sont aussi présents a la surface de cellules immunitaires
comme les neutrophiles qui expriment également des récepteurs f2-adrénergiques. Si cette
affirmation a été discutée pendant de nombreuses années, des études récentes ont confirmé leur
présence et leur réle dans la régulation de la réponse immunitaire (Clemente-Moragdn et al. 2020;

Yousefi et al. 2009).
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4.3.La modulation du systéme nerveux autonome comme piste
thérapeutique

4.3.1. Pistes thérapeutiques

Il existe plusieurs stratégies thérapeutiques visant a moduler les effets du systéeme nerveux
autonome au cours du sepsis. Je choisis de vous présenter ici une liste non exhaustive des

principales pistes thérapeutiques.

L'une des stratégies les plus connues consiste a stimuler les récepteurs a1-adrénergiques
a l'aide de catécholamines possédant une activité a-agoniste. Ce traitement est administré en cas
d’'hypotension résistante au remplissage vasculaire, et permet d’augmenter la vasoconstriction
(Keeley et al. 2017). Ce traitement est couramment utilisé lors de la prise en charge des patients

en choc septique, mais ne présente ni un effet curatif, ni un effet préventif.

La stimulation du nerf vague est une autre approche envisagée (Wang et al. 2016), déja
utilisée avec de bons résultats pour traiter certaines pathologies telles que [I'épilepsie, la
dépression ou l'inflammation. Dans le cas de cette pathologie, le nerf vague est stimulé grace a la
stimulation transcutanée auriculaire qui permet la libération d'acétylcholine qui va pouvaoir se lier,
entre autres, aux récepteurs nicotiniques présents sur certaines cellules immunitaires (Di Lazzaro
et al. 2004; Gonzalez et al. 2019). Cette approche a des effets positifs chez les patients atteints de
sepsis (Imamura et al. 2023), et permet une diminution du score SOFA par rapport a la valeur
initiale. Elle permet aussi une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-
a et IL-1B) et une augmentation de la production de cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10)
(Bonaz et al. 2016; Wu et al. 2023). Dans des modéles animaux, des études ont également montré
des effets positifs avec une amélioration des dysfonctionnements microcirculatoires et une

diminution de la réponse inflammatoire (Borovikova et al. 2000; Mihaylova et al. 2012).

Une autre approche consiste a stimuler la voie f2-adrénergique. Celle-ci a fait 'objet de
recherches et a montré des effets positifs au cours du sepsis, notamment suite a I'administration
d'agonistes, avec une diminution des lésions hépatiques associées au sepsis (Izeboud et al. 2004).
Ce type de traitement a également permis de réduire I'inflammation, avec une diminution des

taux plasmatiques de TNF-a, d'IL-1B et d'IL-6 (Izeboud et al. 2004), et de la production des
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cytokines IL-12 et IL-18 par les monocytes (Mizuno et al. 2005).

Enfin, I'administration de B-bloquants est une piste thérapeutique qui a fait I'objet de trés
nombreuses recherches et dont les effets sont maintenant assez bien connus en clinique, ou sur
des modéles précliniques, notamment aux niveaux cardiovasculaire, immunitaire, métabolique, de

la coagulation ou sur la mortalité (Hasegawa et al. 2021).

4.3.2. Dérégulation de la signalisation B-adrénergique au cours du sepsis

Au cours du sepsis, il a été démontré que des concentrations plasmatiques constamment
élevées de catécholamines sont associées a une morbidité et une mortalité accrues (Brown et al.
2013; Ostrowski et al. 2015). Bien que la stimulation adrénergique puisse étre bénéfique a court
terme en aidant le corps a faire face au sepsis, une stimulation excessive ou prolongée peut avoir
des effets néfastes, notamment une défaillance de plusieurs organes. Chez les patients atteints de
sepsis, une dérégulation de la signalisation adrénergique est associée a un dysfonctionnement
cardiaque induit par le sepsis (Dinser et al. 2009; Pancoto et al. 2008; Schmittinger et al. 2012).
Malgré l'augmentation des taux de catécholamines circulantes, la réponse contractile des
cardiomyocytes a la stimulation des catécholamines est altérée chez les patients atteints de sepsis
(Ferreira et al. 2018; Pancoto et al. 2008). Comme le sepsis est caractérisé par une activation
excessive du SNS et une augmentation des taux de catécholamines endogénes circulantes, la
stimulation accrue des récepteurs adrénergiques active des mécanismes de désensibilisation. Ce
processus de désensibilisation se produit au moyen de trois mécanismes qui commencent peu de
temps apreés la stimulation : la phosphorylation en quelques secondes, I'endocytose en quelques
minutes et enfin, la régulation négative de I'expression du récepteur a la surface cellulaire en
quelques heures (Rockman et al. 2002; Vasudevan et al. 2011) (figure 22). Cette désensibilisation
contribue a la réduction de la réactivité cardiovasculaire aux stimuli adrénergiques qui est
fréquemment observée en cas de choc septique (Rudiger 2010). La régulation négative de
I'expression du géne du récepteur al-adrénergique au cours du sepsis a été démontrée in vivo et
in vitro en raison de la libération de cytokines pro-inflammatoires et a été associée a une

insuffisance circulatoire (Schmidt et al. 2009).

D'autres organes sont également affectés par le stress adrénergique, avec des
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conséquences telles qu'un cedéme pulmonaire, des thromboses, une hypoperfusion gastro-
intestinale, une dérégulation de la réponse immunitaire, une augmentation de la dépense
énergétique cellulaire et un dysfonctionnement microvasculaire (Dinser et al. 2009; Ferreira et al.

2018; Rudiger et al. 2016).
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Figure 22 : Mécanisme du processus de désensibilisation des récepteurs B-adrénergiques.

Les kinases (GRK) phosphorylent le récepteur adrénergique uniquement s'il est lié a un agoniste. Cette
phosphorylation favorise linteraction du récepteur avec des protéines cytosoliques appelées B-arrestines qui
empéchent sa signalisation intracellulaire. L'activité accrue de GRK force donc l'équilibre des récepteurs 3 vers
un état inactif. De plus, les B-arrestines favorisent leur internalisation et leur dégradation ultérieure dans les
lysosomes. La resensibilisation est le processus qui rétablit la réactivité des récepteurs désensibilisés, par
déphosphorylation par des phosphatases spécifiques et par recyclage des récepteurs vers la membrane
cellulaire. La régulation négative des genes codant pour les récepteurs adrénergiques conduit également a une
efficacité réduite des catécholamines (Carrara et al. 2021).

4.3.3. Intérét clinique des B-bloquants

Les B-bloquants sont des antagonistes compétitifs. Certains peuvent bloquer I'activation de
tous les types de récepteurs B-adrénergiques alors que d'autres sont plus ou moins sélectifs. Les
B1-bloquants sont utilisés en particulier pour traiter les troubles cardiaques comme la tachycardie,
grace a leurs effets chronotropes négatifs et inotropes. Dans le sepsis, les premieres études sur

I'effet des B-bloquants datent de la fin des années 60. Elles ont mis en évidence que le choc
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septique induisait une stimulation B-adrénergique excessive et que la perfusion de propranolol,
un B-bloquant non sélectif, permettait d’améliorer la pression artérielle et le pH, et finalement

d'améliorer la survie chez I'Homme (Berk et al. 1969, 1972).

Des études plus récentes ont également montré des effets positifs des f-bloquant sur la
survie au cours du sepsis (Chacko et al. 2015; Gadallah et al. 2020). Cependant, il reste de
nombreuses incertitudes avant d'envisager |'utilisation généralisée de ce traitement, notamment
le choix du B-bloquant, la posologie optimale, le moment et la durée d'administration, ainsi que

le moment d'arrét du traitement (Chacko et al. 2015).

4.3.4. Effets de la modulation adrénergique sur la fonction cardiovasculaire

au cours du sepsis
Une étude a montré que des animaux KO pour le récepteur f2-adrénergique et traités a
I'isoprotérénol, un B-stimulant non-sélectif, présentaient des taux de mortalité plus élevés, alors
gue chez des souris KO pour les récepteurs B1-adrénergiques, I'administration de ce méme B-
stimulant empéchait I'apoptose dans le myocarde. Les résultats de cette étude suggérent donc
que l'activation in vivo des récepteurs B2-adrénergiques est anti-apoptotique et contribue a la

protection du myocarde (Patterson et al. 2004).

Dans un modéle de CLP chez le rat, I'administration d’esmolol, un B1-bloquant sélectif a
durée de demi-vie courte, a permis d’améliorer le débit et I'efficacité cardiaques comparés aux
animaux non traités (Suzuki et al. 2005). Elle a également eu des effets bénéfiques sur la
contractilité cardiaque intrinséque et la réactivité vasculaire aux catécholamines, grace a une
régulation a la hausse de I'expression vasculaire a1-adrénergique (Kimmoun et al. 2015). Chez les
patients atteints de sepsis, I'esmolol a diminué la fréquence et le débit cardiaques sans modifier
la consommation d'oxygene du corps entier, suggérant une augmentation de l'extraction
d'oxygene tissulaire (Gore et al. 2006). Il a également permis d'améliorer la survie (Morelli et al.
2013). Une autre étude a confirmé ces résultats et montré que I'esmolol améliorait la fonction

vasculaire via une résistance vasculaire périphérique accrue (Carrara et al. 2020).

L'administration d'aténolol, un B1-bloquant sélectif a durée de demi-vie longue, a permis

de montrer des effets positifs sur la fonction cardiaque (fraction d'éjection du ventricule gauche
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et débit cardiaque) et vasculaire (pression artérielle) dans un modele de souris CLP (Bedet et al.

2020).

L'utilisation conjointe de métoprolol, un B1-bloquant sélectif, et d'aténolol a permis de
restaurer la variabilité de la fréquence cardiaque dans la maladie coronarienne (Niemeld et al.
1994) ou linsuffisance cardiaque chronique (Aronson et al. 2001). L'administration d'un B1-
bloguant pourrait également avoir des effets positifs sur la variabilité de la fréquence cardiaque

au cours du sepsis (Aronson et al. 2001).

Le blocage des récepteurs B-adrénergiques semble donc bénéfique pour la fonction
cardiovasculaire au cours du sepsis, comme montré dans une méta-analyse qui a mis en évidence
que l'utilisation de ce type de traitement chez les patients atteints de sepsis et de choc septique
était associé a une mortalité a 28 jours significativement plus faible (Hasegawa et al. 2021). Ces
effets passent notamment par I'amélioration de la fonction diastolique, de I'extraction et de la
consommation d'oxygéne, ou de l'augmentation des résistances vasculaires. En outre, la
stimulation B2-adrénergique doit étre conservée car des études montrent une action protectrice

au niveau du coeur.

4.3.5. Effets de la modulation adrénergique sur la réponse immunitaire

Le systéeme [B-adrénergique est connu pour ses propriétés modulatrices sur le systeme
immunitaire depuis de nombreuses années (Elenkov et al. 2000). Les catécholamines, via les
récepteurs p2-adrénergiques (Sekut et al. 1995), régulent a la baisse la synthese de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a, I'lL-6 et I'lL-1 (Deng et al. 2004; Muthu et al. 2005), et
augmentent la synthése de cytokines anti-inflammatoires comme I'IlL-10 (Deng et al. 2004; Muthu

et al. 2005).

Cependant, la stimulation des récepteurs B1-adrénergiques semble plutot pro-
inflammatoire. En effet, dans un modele de sepsis chez le rat, le blocage des récepteurs B1-
adrénergiques par I'esmolol a permis de diminuer les concentrations circulantes de TNF-ot et d'IL-
1B, et de diminuer I'inflammation (Guo et al. 2006; Suzuki et al. 2005). De méme, le landiolol, un
autre B1-bloquant sélectif, a diminué les taux circulants de TNF-a et d’IL-6 (Hagiwara et al. 2008).

Il a également été montré que l'administration d'esmolol pouvait réduire le taux de NF-kB
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(Kimmoun et al. 2015).

Des travaux plus récents ont montré des effets de 'administration de f1-bloquants sur les
neutrophiles : 'administration de métoprolol, un B1-bloquant sélectif, a permis de limiter les
dommages cérébraux en ciblant les neutrophiles dans un modéle d'accident vasculaire cérébral
chez le rat (Clemente-Moragén et al. 2017). Une autre étude s'est intéressée a ces effets dans
plusieurs modeles en utilisant également le métoprolol : dans un modele d'infarctus du myocarde,
elle a montré une diminution de la zone cardiaque lésée, de l'infiltration des neutrophiles, et de
I'interaction des neutrophiles avec les plaquettes. Elle a également mis en évidence une réduction
de la migration des neutrophiles dans un modéle de péritonite et d'inflammation pulmonaire
(Clemente-Moragon et al. 2020). Une étude clinique réalisée par cette méme équipe a montré des
effets positifs de I'administration de métoprolol chez des patients atteints de COVID-19, avec une
diminution de l'infiltration des cellules immunitaires dans les poumons, une meilleure oxygénation
et une baisse du nombre de jours de ventilation mécanique. Au niveau des neutrophiles, une
diminution de leur activation, et particulierement une limitation de la production de NETSs, a été

observée (Clemente-Moragédn et al. 2021).

4.3.6. Effets de la modulation adrénergique sur la fonction métabolique

L'hyperglycémie et 'augmentation du catabolisme des protéines et des lipides sont toutes

deux en partie médiées par la signalisation f2-adrénergique (Haffner et al. 1992; John et al. 1990).

Des études expérimentales dans des modeles animaux de sepsis ont montré que
I'administration de propranolol, un B-bloquant non spécifique, a permis de réduire la
concentration plasmatique de glucose via une diminution de sa production endogene (Hargrove
et al. 1988; Norbury et al. 2007). Le propranolol a également permis d'améliorer le bilan azoté,
suggérant une protéolyse musculaire réduite (Dickerson et al. 1990). Cependant, ces effets n‘ont

pas été observés suite a I'administration de f1-bloquants sélectifs (Gore et al. 2006).

Ainsi, dans les troubles métaboliques induits par le sepsis, I'antagonisme des récepteurs
B2-adrénergiques semble bénéfique en diminuant la gluconéogenése, I'hyperglycémie et la
protéolyse, tandis que les B1-bloquants semblent dépourvus d'activité sur la modulation du

métabolisme.
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1. NEURO-INFLAMMATION TRAUMATIQUE

Outre l'inflammation infectieuse, comme le sepsis, il existe I'inflammation traumatique. |l
s'agit d'une réponse inflammatoire induite en l|'absence de micro-organismes. Elle est
généralement associée a la reconnaissance par les récepteurs de la signalisation inflammatoires,
du contenu intracellulaire libéré par les cellules endommagées et nécrotiques. Ce contenu
intracellulaire reconnu comme un DAMP est libéré a la suite d'un traumatisme, d’'une Iésion
d'ischémie-reperfusion ou d'une lésion induite chimiquement (Medzhitov 2008). Elle peut aussi
résulter d'un changement des récepteurs de la reconnaissance du soi, et donc de ce fait induire

des maladies auto-immunes.

Semblable a la réponse mise en place lors de la lutte contre des agents pathogénes, la
réponse inflammatoire stérile est marquée par le recrutement de cellules immunitaires comme les
neutrophiles et les macrophages, ainsi que par la production de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires. Elle est également cruciale pour la réparation des tissus et des plaies (Yong et al.
2019). Cependant, une inflammation disproportionnée ou chronique peut étre impliquée dans de
nombreuses pathologies comme la goutte (Nuki et al. 2006), I'asbestose qui est une fibrose
pulmonaire induite par I'amiante (Mossman et al. 1998), I'athérosclérose (Galkina et al. 2009) et

certaines maladies du SNC.

En effet, la neuro-inflammation stérile survient dans de nombreuses pathologies, comme
les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson...), les maladies auto-immunes du systéme
nerveux (sclérose en plaques...), les accidents vasculaires cérébraux, les hémorragies, I'épilepsie
ou les lésions traumatiques du SNC telles que les lésions de la moelle épiniere. Elle peut créer un
cercle vicieux d'inflammation incontrolée, entrainant une neurodégénérescence progressive (W.-
W. Chen et al. 2016). Dans ces pathologies, la persistance du phénotype pro-inflammatoire de la
microglie se traduit par une augmentation des facteurs pro-inflammatoires et une diminution de
leur fonction phagocytaire. Les astrocytes de phénotype pro-inflammatoire libérent des facteurs
pro-inflammatoires, qui peuvent déréguler la fonction synaptique, la barriere hémato-
encéphalique, la fonction métabolique, le glutamate, les ions extracellulaires et le flux sanguin.

Cela peut conduire a une progression de la neurodégénération (Kwon et al. 2020).
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L'un des cas les mieux connus d'inflammation stérile est celui des maladies auto-immunes
du systeme nerveux central. Il s'agit d'affections dans lesquelles le systéme immunitaire attaque
a tort les composants du systéme nerveux central, comme lors de I'encéphalite auto-immune ou
de la sclérose en plaque par exemple. Dans la sclérose en plaque, les cellules du systéeme
immunitaire sont dérégulées et attaquent la myéline qui recouvre les axones du systéeme nerveux
central, provoquant une démyélinisation et un dysfonctionnement neurologique (Dobson et al.
2019). Cela induit une inflammation stérile, le systéme immunitaire cherchant entre autres a
éliminer les débris de myéline. En effet, dans cette pathologie, les lymphocytes T sont activés de
maniére inappropriée puis ils migrent dans le systéme nerveux central en passant la BHE. L3, ils
contribuent aux lésions du SNC via la production de granzymes et de perforines. De plus, ils
sécretent des cytokines pro-inflammatoires et des chimio-attractants tels que I'lL-17 et I'lL-16 qui
vont permettre d'activer entre autres, les lymphocytes B et les monocytes. Les lymphocytes B vont
sécréter des auto-anticorps dirigés contre la myéline, ce qui participe a la cytotoxicité dépendante
des anticorps et aux lésions du complément. Quant aux monocytes, ils sont impliqués dans la
phagocytose des débris cellulaires et de la myéline endommagée. En paralléle, la microglie et les
macrophages produisent des molécules neurotoxiques telles que le TNF-a, des ROS et des
especes réactives de I'azote comme le NO, qui accentuent l'inflammation. Enfin, les astrocytes
peuvent favoriser l'inflammation innée et la neurodégénérescence dans cette pathologie par
I'expression de cytokines (IL-6, TNF-P) et de chimiokines (CCL2). Cette accumulation de cellules
immunitaires, de cytokines inflammatoires et de débris cellulaires dans le SNC conduit a la
formation de lésions ou de plaques de démyélinisation qui perturbent la transmission des signaux

nerveux, ce qui entraine les symptomes de la sclérose en plaque (Rodriguez Murua et al. 2022).

Pour étudier les mécanismes des réactions auto-immunes et tester des thérapies
potentielles contre la sclérose en plaque, un modeéle d'encéphalomyélite auto-immune
expérimentale (EAE) a été développé. L'EAE est induite chez les animaux, généralement des souris
ou des rats, en leur injectant des protéines ou des peptides de myéline ainsi qu'un adjuvant pour
stimuler la réponse immunitaire. Cela provoque une réaction auto-immune chez les animaux,
conduisant au développement de symptomes similaires a ceux observés dans la sclérose en
plague, notamment une paralysie, une altération de la fonction motrice et des troubles sensoriels

(Constantinescu et al. 2011).

Cette réponse inflammatoire stérile est également un mécanisme clé mis en place suite a
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une lésion de la moelle épiniére. Dans cette pathologie, ce type d'inflammation contribue a la
progression ou au développement de blessures secondaires (Chen et al. 2010). La blessure
secondaire est indirecte : elle résulte de processus initiés par le traumatisme. Elle survient dans les
heures et les jours suivant la blessure primaire et joue un role important dans les lésions cérébrales
et la mort résultant du traumatisme. Cette blessure secondaire peut endommager les neurones
qui n‘ont pas été lésés lors de la blessure primaire (Kaur et al. 2018). Je reviendrai plus en détail

sur ce mécanisme dans les paragraphes suivants.
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2. LES LESIONS DE LA MOELLE EPINIERE

2.1. Définition

Le terme « lésion de la moelle épiniere » fait référence a une lésion résultant ou non d'un
traumatisme, bien que dans 90 % des cas, |'origine soit traumatique (OMS, 2013). La lésion
traumatique de la moelle épiniére est définie comme une Iésion médullaire aigué qui entraine un
degré variable de paralysie et/ou de troubles sensoriels en fonction du niveau médullaire et de
I'étendue de l'atteinte (Kraus et al. 1975). Elle survient lorsqu'un impact physique externe tel
gu’une blessure liée a un accident de la route, une chute, une blessure ou un coup provoque des
dommages structurels a la moelle épiniére, tandis qu'une lésion médullaire non traumatique
résulte d’'un processus pathologique aigu ou chronique, tel qu'une tumeur, un cedeme (OMS
2013) ou la syringomyélie qui est caractérisée par la présence de cavités, appelées syrinx, remplies

de liquide céphalo-rachidien dans la moelle épiniere (Brodbelt et al. 2003).

2.2. Epidémiologie

Au niveau mondial, I'incidence des lésions de la moelle épiniére est de 26,5 cas pour un
million de personnes. La majorité est due a des causes évitables telles que les accidents de la
route, les chutes ou la violence. Ces lésions touchent plus fréquemment les hommes (68,3 %) que
les femmes. La majorité des cas sont des Iésions cervicales (52,1%). Les accidents de la route sont
la principale cause de toutes les lésions traumatiques et représentent 29,9 % des lésions, suivies
par celles résultant des accidents du travail (29,8%). Les autres principales causes sont les chutes,
et les blessures liées au sport (DeVivo 2012; Lenehan et al. 2012). Les impacts a haute énergie, tels
que ceux liés aux accidents de la route et au sport, sont plus fréquents chez les personnes plus
jeunes, tandis que les impacts a faible énergie, comme les chutes, se produisent beaucoup plus

fréquemment chez les personnes de plus de 60 ans (Lenehan et al. 2012).

Bien que la survie des patients atteints de Iésion traumatique se soit améliorée au fil du
temps, le taux de mortalité reste élevé. Selon les estimations, la mortalité hospitaliére aigué varie

de 4 % a 17 %, puis apres la sortie de I'hopital, le risque de déces reste plus important. Ce risque
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de mortalité augmente avec I'age du patient, la gravité des blessures et son niveau vertébral, les
Iésions médullaires cervicales étant associées a une mortalité plus élevée que les lombaires
(National Spinal Cord Injury Statistical Center 2013). Cette gravité des blessures peut étre évaluée

a l'aide du score ASIA (association américaine des lésions de la moelle épiniere).

Le score ASIA est un systéme utilisé pour évaluer les déficits neurologiques résultant de
blessures a la moelle épiniére, qu'elles soient traumatiques ou non. Il est basé sur un examen
neurologique qui permet d'attribuer des notes aux fonctions motrices et sensorielles dans
différentes parties du corps. Cela permet ensuite de classer la gravité de la Iésion médullaire en
six catégories, allant de la lésion compléte (aucune fonction motrice ni sensorielle préservée en
dessous du niveau de la lésion) jusqu’a la fonction normale (aucune perte de fonction motrice ou
sensorielle), avec une échelle variable de Iésions incomplétes entre les deux, en fonction du degré
de préservation de certaines fonctions motrices ou sensorielles en dessous du niveau de la lésion

(Schuld et al. 2016).

Ce score ASIA permet d'adapter la prise en charge des patients, mais bien que de nombreux
traitements soient actuellement a I'essai, certains mécanismes impliqués dans l'inflammation
induite par la lésion restent encore mal compris. Afin de pouvoir étudier cela, des modeéles
animaux de lésions de la moelle épiniére ont été développés, parmi lesquels le modéle

d’'hémisection haute de la moelle épiniére utilisé dans mon équipe.
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3. MODELES DE NEURO-INFLAMMATION SPINALE : CAS DE LA LESION DE
LA MOELLE EPINIERE

Il existe 3 grands types modéles de lésions cervicales chez le rongeur : des modeles de
contusion, de compression ou de lésion (Gruner 1992; Pan et al. 2002; Scheff et al. 2003). Le
modéle de contusion est induit soit par le laché d'une tige d'un poids spécifique sur la surface de
la moelle épiniére pour induire une lésion de gravité définie, soit par un impacteur a pistolet a air
comprimé (Marcol et al. 2012). Le modele de compression se distingue du modéle de contusion
car il implique une compression prolongée de la moelle épiniére qui peut étre réalisée a l'aide
d'un clip d'anévrisme, d'une pince de forceps, ou par le gonflement d'un ballonnet inséré dans
I'espace péridural (Joshi et al. 2002; Marques et al. 2009; Skinner et al. 2009). Les modéles de
contusion et/ou de compression sont préférés, car la plupart des |ésions médullaires humaines
surviennent a la suite d'un traumatisme contondant de ce type, comme lors d'un accident de
voiture. Le dernier type de modeéle est celui de section de la moelle épiniére, qui peut étre réalisé
a différents niveaux spinaux avec une étendue plus ou moins importante (Michel-Flutot, Bourcier,

et al. 2022; Sharif-Alhoseini et al. 2017; Vinit et al. 2006).

Le modele de neuro-inflammation que nous avons utilisé est un modéle de lésion de la
moelle épiniére par hémisection spinale haute au niveau de la deuxieme vertebre cervicale (C2)
car il est tres reproductible (Cheriyan et al. 2014), déja développé dans mon laboratoire d'accueil
(Keomani et al. 2014) et maitrisé par I'étudiante en thése avec qui j'ai collaboré pour les études

portant sur cette partie : je centrerai donc mon introduction autour de ce modéle-ci.

Une hémisection de la moelle épiniére correspond a la section partielle de celle-ci de
maniére sélective. Si I'hémisection cervicale est unilatérale sur la partie dorsale, elle permet la
destruction précise du tractus corticospinal, ce qui entraine une altération de la fonction motrice
des membres (Zorner et al. 2010). L'hémisection cervicale peut également étre faite de maniére
latérale (c6té droit ou gauche) de la moelle épiniére : dans ce cas, elle induit entre autres, des
altérations des fonctions locomotrice, respiratoire (Keomani et al. 2014; Vinit et al. 2006, 2009) et
cardiovasculaire, notamment a cause de la perte de la moitié des afférences sympathiques. Ce

modele permet d'étudier la récupération due a la compensation des afférences du coté
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controlatéral a la lésion (Keomani et al. 2014). Les voies respiratoires descendantes proviennent
du groupe respiratoire rostro-ventral situé au niveau du bulbe rachidien (Feldman et al. 2013). Il
se connecte de maniére bilatérale et monosynaptique au pool de motoneurones phréniques, au
niveau des segments cervicaux C3 a C6 de la moelle épiniére, qui innervent bilatéralement le
diaphragme via le nerf phrénique (Feldman et al. 2013; Lipski et al. 1986; Vandeweerd et al. 2018).
L'hémisection latérale au niveau du segment cervical C2 de la moelle épiniere induit une
déafférentation du pool de motoneurones phréniques correspondant, ce qui entraine entre autre
une paralysie immédiate de I'hémidiaphragme du c6té ipsilatéral a la Iésion qui ne recoit plus de
signaux nerveux des motoneurones phréniques déafférentés (figure 23) (Vinit et al. 2006). Avec
ce type de blessure, la présence d'une moelle épiniere intacte controlatérale permet la survie des
animaux (Keomani et al. 2014; Rana et al. 2021). Dans ce modele, une récupération spontanée
limitée de I'hnémidiaphragme du coté lésé peut étre observée. Celle-ci est principalement due aux
voies silencieuses connectées aux motoneurones phréniques déafférentés qui traversent la ligne
médiane de la moelle épiniere au niveau C3-C6 (Fuller et al. 2008; Goshgarian 2003; Porter 1895;
Vinit et al. 2009), appelée phénomene phrénique croisé (PPC) (Fuller et al. 2006; Ghali 2017;
Goshgarian 2003). Cependant, cette plasticité spontanée est trop faible pour contribuer a une
récupération de la fonction ventilatoire significative aprés hémisection en C2 (Dougherty et al.

2012).

Une hémisection au niveau C2 n'induit pas d'effet sur la régulation par le systeme
parasympathique car celle-ci provient du tronc cérébral et envoie des informations via les nerfs
vagues et glossopharyngés (Hou et al. 2014). Dans les |ésions de la moelle épiniere supérieure, les
activités parasympathiques restent intactes et vont dominer l'influence sympathique, dérégulant
I'homéostasie entre les systémes sympathique et parasympathique. Cette dérégulation entraine
une diminution de pression artérielle moyenne apres I'hémisection en C2, avec une compensation
complete 7 jours apres la Iésion. Néanmoins, apres ce délai, la diminution d'éjection du ventricule

gauche observée n'est pas compensée (Michel-Flutot, Mansart, et al. 2022).
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Figure 23 : Modele d’hémisection spinale en C2.

L'hémisection latérale au niveau C2 interrompt les connexions nerveuses d'un cété (cété ipsilatéral) et permet
d‘étudier la récupération due a la compensation des afférences du cété controlatéral a la lésion. Une
récupération spontanée limitée de 'hémidiaphragme du cété lésé peut étre observée : elle est principalement
due au phénomene phrénique croisé (voies silencieuses connectées aux motoneurones phréniques déafférentés
qui traversent la ligne médiane de la moelle épiniére au niveau C3-C6).

L'hémisection spinale provoque des Iésions tissulaires, des saignements, une axotomie, et
de ce fait une neuro-inflammation de type stérile, car la chirurgie qui permet d'induire le modéle
est réalisée dans des conditions stériles, et des antibiotiques sont administrés en post-opératoire.
Cette neuro-inflammation va avoir de nombreux effets sur la cicatrisation et la récupération

fonctionnelle éventuelle suite a la lésion.
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4. LA NEURO-INFLAMMATION CONSECUTIVE A UNE LESION SPINALE

Un traumatisme spinal entraine une série d'événements organisés en deux phases
successives : une blessure primaire consécutive a la lésion, puis des lésions secondaires
caractérisées en 4 phases post-traumatiques qui se succédent (aigué, subaigug, intermédiaire et
chronique) (figure 24). L'inflammation apres une Iésion médullaire est complexe et orchestrée par

de nombreux types de cellules et de cytokines inflammatoires.

Lésion de la A Subaieud . < diai chroni
Pa— | lalr I
moelle épiniere gue ubaigue ntermeadiaire onique
Aigue Subaigué Intermédiaire/chronique

Perturbation vasculaire
Hémorragie

Perturbation axonale
Nécrose cellulaire
Infiltration de cellules
inflammatoires

*  Relargage d’ATP, glutamate

Cicatrice gliale
Ischémie

Formation de cavité cystique
Repousse axonale limitée
Production de radicauxlibres Infiltration de macrophages
Perturbation ionique Migration de cellules
Excitotoxicité glutamatergique régénératrices limitée
Démyélinisation

Figure 24 : Les 4 phases post-traumatiques suite a une lésion de la moelle épiniere.
Suite a une lésion de la moelle épiniere, il y a 4 phases qui se succedent : aigue, subaigué, intermédiaire et
chronique, avec des durées variables (Jeong et al. 2021).

La blessure primaire résulte de la lésion elle-méme. Elle est la conséquence directe de la
lésion, qui induit une atteinte a l'intégrité de la moelle épiniere. Elle compromet les vaisseaux
sanguins locaux, avec pour conséquence un cedeme et une hémorragie qui vont endommager les
tissus environnants (les cellules gliales, les neurones et leurs axones), et donc activer la microglie
et provoquer une infiltration de neutrophiles. Cela induit une mortalité cellulaire, conduisant a la
libération de molécules (cytokines pro-inflammatoires, DAMPs...) a l'origine de dommages
secondaires (Gadani et al. 2015; Popovich et al. 1997). L'atteinte axonale (étirement, rupture,
démyélinisation...) au niveau de la lésion entraine une certaine paralysie de la musculature
dénervée, ainsi qu'une perte de sensation et de contréle moteur. Les projections axonales
descendantes Iésées ne peuvent plus innerver les pools de motoneurones sous le niveau de la

lésion, tandis que les projections axonales ascendantes |ésées ne peuvent plus fournir une
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transmission adéquate des informations sensorielles (Ahuja et al. 2017). En paralléle, 'axotomie
va étre responsable d'une libération massive de neurotransmetteurs au niveau de la synapse, dont
le glutamate qui, en exces, va induire une excitotoxicité du neurone post-synaptique via une
augmentation de la concentration de calcium intracellulaire. Ces ions calcium vont entrainer une
augmentation des ROS produits par les mitochondries, ce qui contribue au maintien de
I'inflammation (Gorlach et al. 2015; Jia et al. 2015). Les DAMPs et les cytokines libérées activent la
microglie locale et des cellules immunitaires circulantes systémiques qui pénétrent dans le tissu.
La persistance de ce mécanisme déclenche ensuite une cascade de blessures secondaires qui
entrainent une mort cellulaire et des dommages supplémentaires au cours des semaines suivantes
(Gadani et al. 2015; Popovich et al. 1997). Bien que nécessaire dans un premier temps pour
éliminer les débris cellulaires, cette réponse inflammatoire massive dans la phase précoce de la
blessure, combinée a la rupture de la BHE, s'ajoute progressivement a I'cedeme et aux dommages
de lamoelle épiniere durant la phase subaigué, qui s'étend de plusieurs jours a plusieurs semaines.
Durant cette période, on observe la formation de thromboses et d'ischémies en lien avec les
dommages vasculaires, ainsi qu’une astrogliose (augmentation anormale du nombre d’astrocytes

suite a la perte des neurones a proximité).

Le résultat final, correspondant a la phase chronique, est une cicatrice gliale produite
notamment par les astrocytes. Ils sécrétent des protéoglycanes de chondroitine sulfate (CSPG),
qui sont initialement protecteurs en bloquant la propagation des DAMPs, mais qui finissent par
interférer avec la régénération et I'extension du réseau neuronal, et causer une dégénérescence
wallérienne (Donnelly et al. 2008). Cette perte d'intégrité des axones, leur rétractation et la
démyélinisation liée a ce phénomene peuvent entrainer une perte de fonction dans les voies
nerveuses situées en aval de la |ésion. De plus, I'axotomie en lien avec le stress oxydatif, ainsi que
la microglie et les astrocytes activés qui entretiennent I'inflammation dans un périmetre étendu
autour de la lésion (Michel-Flutot, Efthimiadi, et al. 2022; Windelborn et al. 2012), limitent les

possibilités de récupération cellulaire et fonctionnelle.

Les mécanismes présentés dans la premiére partie portant sur la réponse immunitaire et
inflammatoire, qui ont été étudiés dans un contexte d‘inflammation provoquée par injection de
LPS, sont également valables pour cette neuro-inflammation d‘origine stérile traumatique, avec
également une implication des cytokines et des cellules immunitaires précédemment présentées

comme les neutrophiles ou la microglie.
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4.1. Les cytokines

Les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et I'lL-1f sont libérées immédiatement
apres la blessure et induisent une augmentation de la perméabilité vasculaire qui contribue a la
formation de I'cedéme (Schnell et al. 1999). Un certain nombre d’'autres substances vasoactives
libérées par les cellules gliales et les leucocytes peuvent également jouer un réle dans la formation
de cet cedeme. C'est notamment le cas des ROS (Z. Li et al. 2023; Unterberg et al. 1988), des
protéases (Armao et al. 1997; Beladi et al. 2021), des histamines (Sarker et al. 1998), du NO (Brown
et al. 2016; Nag et al. 2000) et de |'élastase (Kumar et al. 2018).

La libération de ces différents facteurs par les neutrophiles et la microglie activée peut
provoquer une toxicité neuronale et gliale. De plus, des taux importants de TNF-a (Hermann et
al. 20017; Lee et al. 2000) et d'IL-1B (Lu et al. 2005) provoquent une inflammation et déreglent la
libération de cytokines responsables de la mort des neurones et des oligodendrocytes. Des études
ont d'ailleurs montré que le blocage du TNF-a ou de I'lL-1[ confére une neuroprotection dans les
modeéles de traumatisme médullaire (Boato et al. 2013; Nesic et al. 2001; Sharma et al. 2003) ou

cérébral (Akuzawa et al. 2008; Sanderson et al. 1999).

4.2. Les cellules immunitaires

Suite a la libération des cytokines apres un traumatisme spinal, il y a activation de la
microglie résidente dans les minutes suivant cette lésion. Puis en quelques heures, les
neutrophiles arrivent sur le site de la Iésion et s'accumulent avant d'étre rapidement éliminés au
cours de la semaine suivante (figure 25). Les monocytes et les lymphocytes interviennent

beaucoup plus tardivement, au bout de plusieurs jours post Iésionnels (Donnelly et al. 2008).
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— Neutrophiles
Microglie
= Monocytes
= Lymphocytes

Accumulation de leucocytes

Heures Jours Semaines
Temps post-lésionnel

Figure 25 : Profil de la réponse inflammatoire a la suite d’'une lésion de la moelle épiniere.

Activation de la microglie résidente (ligne verte) et accumulation intraspinale de leucocytes circulants. Les lignes
en pointillés s'écartant des courbes pleines représentent les données des souris lésées tandis que les courbes
pleines continues indiquent les données des rats lésés. Les courbes pleines avant ces points de rupture
proviennent des deux especes. Les valeurs a la verticale représentent les changements relatifs et ne sont pas a
l'échelle. Adapté de (Donnelly et al. 2008).

4.2.1. La microglie

Comme tous les macrophages, la microglie peut étre classifiée selon les polarisations plutét
M1 ou M2. La microglie plutot polarisée vers le phénotype M2 peut étre qualifiée de
neuroprotectrice, grace a son role de surveillance réguliere du SNC et en fournissant un soutien
trophique aux neurones et aux autres cellules gliales (Colonna et al. 2017; Kreutzberg 1996;
Nimmerjahn et al. 2005). En outre, la microglie et les macrophages dérivés des monocytes
infiltrants produisent des cytokines neuroprotectrices (Colonna et al. 2017) telles que I'lL-10 ou le
TGF-B, et des facteurs de croissance. C'est par exemple le cas de TGF-f produit par les
macrophages apres une blessure (Lagord et al. 2002; McTigue et al. 2000) qui a des effets
bénéfiques sur les neurones. Des facteurs neurotrophiques comme la neurotrophine, le BDNF
(facteur neurotrophique dérivé du cerveau) et le GDNF (facteur neurotrophique dérivé des cellules
gliales), sont également synthétisés et libérés par les macrophages activés du SNC (Colucci-
D’'Amato et al. 2020; Hashimoto et al. 2005; Kerschensteiner et al. 1999; Nakajima et al. 2001,
2004). Ces facteurs neurotrophiques sont impliqués dans la survie des neurones existants. lls
favorisent aussi la croissance et la différenciation de nouveaux neurones et la mise en place des

synapses.

La microglie plutot polarisée vers le phénotype M1 produit des cytokines et des chimiokines
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pro-inflammatoires, comme le TNF-q, I'IlL-6, I'lL-1f et I'lL-12. Elle exprime la NOX qui produit des
ROS, et l'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) qui produit du NO (Colonna et al. 2017;
Nguyen et al. 2017).

La production des pieges extracellulaires dans le SNC est connue et a été montrée dans
diverses pathologies comme dans le cas de tumeurs (Cools-Lartigue et al. 2013) ou lors des
maladies neurodégénératives comme les maladies d'Alzheimer (Pietronigro et al. 2017) ou de
Parkinson (Azevedo et al. 2012). Des études ont montré que ces pieges extracellulaires exacerbent
les déficits neurologiques dans un modele préclinique de traumatisme cranien. Récemment, la
présence de ETs a été observée dans la moelle épiniére de rat suite a une compression thoracique
(Feng et al. 2021) mais sans identification claire des cellules produisant ces pieges. Il a été montré
in vitro et in vivo que la microglie était capable de former des piéges extracellulaires qui pourraient
étre capables de capturer et détruire des bactéries : les MiETs (Agrawal et al. 2021; Eto et al. 2021;
Wang et al. 2019). Cependant, la production de MIETs dans la moelle épiniére n'a jamais été mise

en évidence.

4.2.2. Les lymphocytes

En ce qui concerne les lymphocytes, certains peuvent étre réactifs aux constituant du SNC,
principalement ceux qui reconnaissent et déclenchent des réactions contre les protéines de la
myéline (von Budingen et al. 2001; Constantinescu et al. 2011; Stinissen et al. 1997). Ces réponses
auto-immunes amplifient I'activité des macrophages du SNC, entrainant des lésions de la BHE et
une toxicité pour les oligodendrocytes et les neurones (Benveniste 1997; Schroeter et al. 2005).
Cela provoque un cedéme généralisé de la moelle épiniére, une lésion axonale et par conséquent
une perte de fonction. Cependant, les lymphocytes peuvent aussi étre une composante
importante de la réparation du SNC. En effet, les lymphocytes B et T peuvent sécréter le BDNF

bénéfique pour les neurones (Kerschensteiner et al. 1999; Ziemssen et al. 2005).

4.2.3. Les neutrophiles

Les neutrophiles sont les premiéres cellules immunitaires recrutées aprés une lésion de la
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moelle épiniere. lls sont mobilisés au niveau du site |ésé en quelques heures grace aux chimiokines
et cytokines pro-inflammatoires produites par les cellules résidentes et nouvellement recrutées
par les DAMPS apres le traumatisme initial (Zivkovic et al. 2021), et ils y culminent environ 24
heures apres la [ésion (Donnelly et al. 2008). Le role des neutrophiles recrutés est principalement
la dégranulation et la phagocytose au niveau du site de la Iésion (Zivkovic et al. 2021). Ces
neutrophiles sécrétent également des cytokines pour recruter d'autres cellules immunitaires, et
liberent des protéases et des enzymes oxydatives impliquées dans les lésions tissulaires,

notamment les ROS et la MPO (Nguyen et al. 2007).

Lors d'une étude dans un modele de Iésion de la moelle épiniére chez le rat, une neuro-
inflammation associée a une infiltration des neutrophiles produisant des NETs a été mise en
évidence, ce qui aggrave I'cedéme de la moelle épiniere et I'apoptose neuronale. L'inhibition de
la formation des NETs par I'inhibiteur de la PAD4, ou leur dégradation par la DNase-1, atténue la
neuro-inflammation par une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires, réduit
I'cedéme et les dommages secondaires. Cela permet de limiter la formation de la cicatrice gliale
et de favoriser la récupération fonctionnelle apres une lésion médullaire (Feng et al. 2021), ce qui
suggere l'implication de ces pieges extracellulaires dans les dommages secondaires suite a ce

type de traumatisme.

4.3. Les astrocytes et la cicatrice gliale

Les astrocytes sont un autre type de cellules avec de nombreux réles dans le SNC, dont la
protection de celui-ci. Il s'agit de cellules gliales caractérisées par une forme en étoile, type
cellulaire majoritaire du SNC. Les astrocytes fournissent une isolation physiologique essentielle et
un soutien aux neurones via leur implication dans le métabolisme énergétique du systéeme
nerveux et un apport de nutriments. lls participent également a la neurotransmission et a la
détoxification du milieu extracellulaire. Leur importance physiologique a d'abord été sous-
estimée. Cependant, au cours des derniéres décennies, on a découvert que les astrocytes
participaient non seulement largement aux activités biologiques du SNC en régulant notamment
la BHE, la fonction synaptique et I'absorption du glutamate ( Fiichtbauer et al.,, 2011 ; Haj-Yasein
et al ., 2011 ; Murai et Pasquale, 2011 ; Min et Nevian, 2012 ; Murphy-Royal et al., 2015 ), mais

jouaient également un réle dans le développement de certaines pathologies, comme les maladies
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neurodégénératives ou par exemple dans la sclérose en plaque durant laquelle les astrocytes
affectent négativement la viabilité des motoneurones (Di Giorgio et al. 2007), les accidents
vasculaires cérébraux et les lésions du SNC (Bradford et coll., 2009 ; Kuchibhotla et al., 2009 ;
Wanner et al,, 2013 ; Khakh et Sofroniew, 2015 ; Malik et al, 2020 ). Apres un traumatisme de la
moelle épiniére, les astrocytes sont activés et certains d'entre eux proliferent rapidement pour

former une bordure cicatricielle astrocytaire, appelée cicatrice gliale.

Cette cicatrice gliale se compose de matrices extracellulaires et de cellules, majoritairement
des fibroblastes, des astrocytes et de cellules immunitaires telles que la microglie (Dias et al. 2018).
Dans la phase précoce (figure 26), la formation de cette cicatrice gliale a une fonction protectrice.
Elle permet d'isoler les molécules potentiellement nocives du reste des tissus sains, et de contréler
la propagation des dommages. Sa formation lors de la phase aigué limite donc I'inflammation et

préserve le tissu neuronal (Faulkner et al. 2004; Wanner et al. 2013).

Néanmoins, la cicatrice gliale est un phénomene complexe, considéré comme |'une des
principales limites a la capacité de récupération. En effet, durant la phase chronique (au-dela de
14 jours apres la blessure chez la souris), elle constitue le principal obstacle a la régénération
axonale et a la récupération fonctionnelle (Ahuja et al. 2017; Karimi-Abdolrezaee et al. 2012; Silver
et al. 2004), en créant a la fois une barriére physique pour la réparation neuronale et une inhibition
chimique par la sécrétion de molécules inhibitrices de la matrice extracellulaire (Gu et al. 2019).
Elle est composée de deux parties : la partie fibreuse et la partie gliale. La cicatrice fibreuse, qui
occupe le centre de la lésion avec des dépots de matrice de collagéne, est principalement
composée de fibroblastes dérivés de cellules méningées et périvasculaires (Goritz et al. 2011; Yuan
et al. 2013). Les fibroblastes et les astrocytes sécrétent des composants de la matrice
extracellulaire qui comprennent la fibronectine, le collagéne et la laminine, ainsi que la famille des
CSPG. lls participent a la formation de la barriere physique de la cicatrice gliale (Cregg et al. 2014;
Tang et al. 2003). Ces derniers peuvent aussi étre produits par les cellules mononucléées du sang
périphérique. Lors de la formation aigué de la cicatrice gliale, I'expression des CSPG participe a la
réduction de I'étendue des dommages, mais leur exposition prolongée est préjudiciable a la
récupération fonctionnelle car ils sont connus pour étre les principaux inhibiteurs de la
régénération axonale et de la remyélinisation au cours de la phase chronique suite a une lésion
de la moelle épiniére (Alizadeh et al. 2019; Pendleton et al. 2013). En effet, ces CSPG forment une

barriere physique qui rend difficile la croissance des axones en régénération dans la zone |ésée
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(Siebert et al. 2014). Ils induisent un effondrement des cones de croissance (Jin et al. 2018), ou
encore peuvent activer des voies de signalisation telles que celle de RhoA/ROCK (Monnier et al.
2003). L'activation de ces voies peut entrainer des modifications cytosquelettiques des neurones
qui inhibent la croissance axonale. En plus des fibroblastes, de la microglie et des astrocytes, la
cicatrice gliale est également formée de précurseurs d'oligodendrocytes NG2+, de péricytes et de

cellules épendymaires (Adams et al. 2018).

Ensemble, ces types cellulaires et les molécules qu’ils produisent contribuent a la formation
de la cicatrice gliale. lls participent a la création d'une barriére physique et a I'expression de
molécules qui entravent la repousse des axones et la récupération fonctionnelle aprés la lésion

(Adams et al. 2018; DiProspero et al. 1997).
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Figure 26 : La cicatrice gliale.

La formation de la cicatrice gliale est divisée en deux phases : la phase aigué, au cours de laquelle il y a
libération d'une importante quantité de DAMPs qui entrainent une activation des cellules immunitaires
(microglie, astrocytes...) ; puis la phase chronique au cours de laquelle les macrophages et la microglie sont
plutét orientés vers un phénotype pro-inflammatoire, aboutissant a une inflammation persistante. Cette
inflammation a long terme ainsi que les CSPG inhibent les processus de régénération et de neuroplasticité a
long terme. Adapté de (Bradbury et al. 2019).
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5. MODULATION NON-INVASIVE DE LA NEURO-INFLAMMATION : CAS DE
LA STIMULATION MAGNETIQUE TRANSCRANIENNE

Il existe différentes approches de pistes de thérapies qui sont en cours d'exploration afin
d'améliorer la prise en charge des patients atteints d'une lésion de la moelle épiniére, notamment
dans le but de moduler cette neuro-inflammation. Plusieurs sont a I'étude sur des modeéles
précliniques. Une de ces approches consiste en la digestion des CSPG par la chondroitinase ABC
qui induit une modulation de l'inflammation dans la moelle épiniére Iésée de rat. Elle est
accompagnée d'une altération du phénotype des macrophages présents en favorisant leur
polarisation en macrophages M2 réparateurs au détriment des macrophages M1 pro-
inflammatoires dans un modele de contusion (Bartus et al., 2014). Elle est associée a une réponse

anti-inflammatoire médiée par I'lL-10 et est donc plutdt pro-réparatrice (Didangelos et al., 2014).

Une autre thérapie qui permet de moduler la neuro-inflammation est la greffe de cellules
souches (C. Yang et al. 2017), qui a montré des effets bénéfiques dans des modéles précliniques
de lésions de la moelle épiniére chez le rat. Cela a pour conséquence une diminution de la
production de ROS (Lopez-Vales et al. 2004) et de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1f3 (C.
Yang et al. 2017), le TNF-a (Nicola et al. 2016) et I'INOS, ainsi qu'une augmentation de la
production d'IL-10 (Zhang et al. 2017). La stimulation vagale est également une option de
traitement a I'étude. Dans un modele de compression de la moelle épiniere, elle est associée a
une réduction de la formation de la cicatrice gliale, a une diminution de la production de facteurs
pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B et IL-6) et a une augmentation de |'expression des facteurs anti-
inflammatoires (IL-10). De plus, il a également été montré que cette stimulation vagale permettait

d'induire un phénotype plutét M2 chez la microglie (H. Chen et al. 2022).

Enfin, une technique a quant a elle déja été testée sur 'Homme apres traumatisme spinal
(Wincek et al. 2021) : il s'agit de la stimulation magnétique transcranienne (TMS) qui est une
technique prometteuse car non invasive et largement utilisée en clinique pour traiter d'autres
pathologies du SNC lorsqu’elle est appliquée de maniere répétée (rTMS), mais qui semble avoir
un intérét thérapeutique dans la cadre d'une lésion de moelle épiniére. La TMS est une forme non

invasive de stimulation cérébrale dans laquelle un champ magnétique est utilisé pour provoquer
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un déplacement de charges ioniques et finalement induire un courant électrique dans une zone
spécifiqgue du SNC. Un générateur d'impulsions électriques (stimulateur) est relié a une bobine en
cuivre qui produit un champ magnétique de haute intensité a partir d'un courant qui la traverse.
Si la stimulation induite atteint le seuil de dépolarisation, elle provoque une dépolarisation de ces
neurones qui va a son tour dépolariser les neurones connectés et induire une contraction
musculaire (Grunhaus et al. 2002). Cette contraction, appelée potentiel évoqué moteur (PEM), est
enregistrable et refléte la capacité du signal nerveux a étre transmis a partir du premier neurone

dépolarisé jusqu'au muscle enregistré.

Lorsque cette stimulation est appliquée de facon répétée (rTMS), elle est utilisée dans le
cadre de la neuromodulation des réseaux neuronaux. Il s'agit d'une méthode non invasive et
indolore, déja utilisée en clinique pour traiter de nombreux troubles comme la dépression (Jassova
et al. 2019; Martin et al. 2017), le stress post traumatique (Yan et al. 2017), I'anxiété et les troubles
bipolaires (Kozel 2018). C'est aussi un outil thérapeutique potentiel dans les modéles précliniques
de troubles cognitifs (Q. Ma et al. 2019; Wang et al. 2013). Cette technique a des effets
neuromodulateurs sur les circuits neuronaux : plusieurs études ont montré une diminution de
I'inflammation suite a la rTMS (Kobayashi et al. 2003; Ziemann et al. 2008), notamment avec une
modulation de la production de cytokines ou un changement de polarisation de la microglie M1
vers le phénotype M2 lors de douleurs neuropathiques (Toledo et al. 2021), de dépression
chronique (Zuo et al. 2022) ou d’ischémie. En ce qui concerne les lésions de la moelle épiniere, la
rTMS semble aussi moduler la neuro-inflammation : dans un modeéle préclinique de |ésion spinale,
un tel traitement a permis une diminution de I'expression des marqueurs de l'apoptose et de la
mort neuronale, tandis que ceux de la croissance axonale et de la prolifération neuronale
augmentaient (Chalfouh et al. 2020). Dans un modéle de compression de la moelle épiniere, c'est
une diminution de la densité des astrocytes et de la microglie qui a été observée (Aftanas et al.
2018). D'un point de vue fonctionnel, la rTMS a également permis d'améliorer la récupération
locomotrice dans des modeéles de compression (Marufa et al. 2021; Poirrier et al. 2004) ou de
contusion de la moelle épiniere (Krishnan et al. 2019). Elle a aussi permis une restauration

sensorimotrice dans des modéles de contusion (Ellaway et al. 2014; Petrosyan et al. 2017).

Une compréhension plus approfondie des voies de signalisation moléculaire régulées par
la rTMS apres une lésion de la moelle épiniére pourrait donc aider a exploiter ses effets bénéfiques

potentiels en tant qu'intervention thérapeutique, afin de moduler I'inflammation résultant d'une
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Iésion de la moelle épiniére.
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Mon travail doctoral porte principalement sur I'implication des pieges extracellulaires (ETs)

dans la neuro-inflammation induite par infection ou par traumatisme médullaire.

Bien que l'inflammation puisse avoir des origines différentes, certains mécanismes de la
réponse immunitaire mis en jeu sont communs, comme la production de cytokines pro- et anti-
inflammatoires, I'implication des neutrophiles et des macrophages, et la production de pieges
extracellulaires par ces cellules immunitaires. Ces structures sont composées de chromatine et de
protéines cellulaires qui permettent de capturer et dégrader les agents pathogénes afin de limiter
la propagation de l'infection. D'abord décrits chez les neutrophiles, I'existence de ces pieges
extracellulaires a récemment été démontrée chez de nombreux autres types de cellules

immunitaires tels que les macrophages, la microglie et les monocytes par exemple.

Cet intérét pour ces structures antimicrobiennes fait suite aux recherches que j'ai
entreprises au début de ma thése sur l'intérét thérapeutique d'une modulation de la réponse du
SNA au cours du sepsis a travers l'utilisation de B1-bloquants adrénergiques. Responsable de
millions de morts par an, cette pathologie voit émerger régulierement de nouvelles
thérapeutiques faisant suite a des découvertes intéressantes dans d'autres maladies. Les
premieres recherches prometteuses sur ce traitement potentiel ont été réalisées voici environ 20

ans, mais elles n‘ont jamais expliqué clairement les mécanismes mis en jeu.

Des les premiers mois de ma these, j'ai donc participé a une étude qui visait a les expliquer
en se basant sur des modeles précliniques reproduisant au mieux les caractéristiques connues du
sepsis humain, mais aussi les effets protecteurs des B1-bloquants sélectifs sur la fonction des
organes et la survie. L'analyse microarray qui a été réalisée nous a permis d'émettre I'hypothese
gu’une modulation des réponses immunitaires et inflammatoires pouvait expliquer cet effet positif
des B1-bloquants. Suite a ces résultats, nous avons étudié plus particulierement les activités des
neutrophiles, car ce sont les premiéres cellules recrutées, et présentes en nombre important. Si le
traitement permettait de moduler plusieurs activités des neutrophiles, son effet sur la production
de pieges extracellulaires nous a paru majeur au vu de la grande reproductibilité des résultats

obtenus sur ce paramétre.

Les effets des B1-bloquants sur la production de ETs que nous avons observés ne se
limitaient pas a la circulation sanguine, mais étaient également retrouvés dans des tissus comme

le tissu cardiaque. Nous avons donc émis I'hypothése que ce processus pouvait également se
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dérouler au sein du systéme nerveux, qui présente d'importantes dysfonctions au cours du sepsis,
avec notamment des troubles neuromusculaires. Nos résultats ont mis en évidence que ces pieges
étaient bien formés au sein du SNC et qu'un traitement par B1-bloquants amélioraient la fonction

neuromusculaire grace a une diminution de la production d'ETs.

Cette étude a été menée dans un modele endotoxinique hyper-inflammatoire, avant d'étre
reproduit sur le modele CLP (ponction et ligation caecale), reconnu comme présentant une
inflammation plus progressive et représentative du sepsis humain. Nos résultats ont permis de
mettre en évidence que les troubles neuromusculaires semblent majoritairement induits par les
MiETs indépendamment de I'inflammation, comme nous avons pu le montrer avec 'emploi d'un
inhibiteur sélectif des ETs : le sivelestat. Ces MIETs sont eux-mémes induits par |'activation de la
microglie suite a l'infiltration de neutrophiles, indiquant I'existence d'un lien indirect entre les

MIETs et les troubles neuromusculaires.

L'inflammation et la réponse immunitaire ne sont pas forcément associées a une infection
et a la présence d'agents pathogénes : elles sont également retrouvées dans des modéles stériles
comme lors de pathologies auto-immunes, ou de traumatismes comme lors d'une lésion de la
moelle épiniére. Dans la suite de mon projet de thése, nous avons donc centré nos recherches sur
un modéle d'inflammation stérile aprés lésion de la moelle épiniere afin de déterminer si les
mémes mécanismes sont mis en jeux lors d'une inflammation d'origine infectieuse ou d’origine
plutot stérile, en particulier la production de ETs. Nous avons mis en évidence que les neutrophiles
et la microglie étaient capables de former des ETs dans ce modéle d’hémisection cervicale haute
de la moelle épiniére chez la souris, ce qui n‘avait jamais été montré avant la publication de notre

travail. Mais a l'inverse d'une infection systémique, cette production est limitée au site de la Iésion.

Au cours de ces différents études, nous avons montré non seulement un effet positif des
B1-bloquants adrénergiques sur différentes fonctions d'organes et le systéme neuromusculaire a
travers une modulation des ETs dans un modéle infectieux. Nous avons également montré des
similitudes entre les modeles infectieux et stérile concernant la réponse immunitaire et
notamment la production de ETs. Dans le modéle d'inflammation stérile de la moelle épiniere,
nous aurions donc pu moduler les réponses inflammatoires et immunitaires a I'aide B1-bloquants
pour étudier leurs effets sur la récupération fonctionnelle, mais nous avons choisi une autre

approche qui est déja utilisée en clinique en tant que traitement thérapeutique non invasif de
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plusieurs pathologies comme lors de douleurs neuropathiques chroniques qui sont liées a une
neuro-inflammation : il s'agit de la stimulation magnétique transcranienne (TMS). Appliquée de
facon répétée et localisée, a I'inverse d'un traitement par B1-bloquants, elle pourrait étre une piste
de traitement pour moduler la neuro-inflammation afin d’améliorer la récupération suite a une
Iésion. Dans un modele de lésion spinale, nous avons donc appliqué un protocole de traitement
chronique (rTMS) qui nous a permis d'observer une réduction de l'inflammation : la rTMS aurait
donc un effet anti-inflammatoire et pourrait contribuer a la neuroplasticité. Cependant, cette
modulation de I'inflammation n'a pas apporté de réels bénéfices sur la récupération fonctionnelle,

mais elle a tout de méme permis une accélération de la récupération spontanée.
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1. MECANISMES D’'ACTION DES B1-BLOQUANTS AU COURS DU SEPSIS

Publication :

Gasser A, Glatiny S, De Montmollin E, Fayssoil, Pawlik A, Bourcier CH, Aboab J, Annane D,
Mansart A.

B1-adrenergic blockers provide organ protection in sepsis through neutrophil modulation.

En préparation : une analyse des voies de signalisation impactées par |I'administration de p1-

bloguant au niveau des neutrophiles reste a effectuer avant soumission de I'article.

Le systéme nerveux autonome est passé en quelques années d'une structure neurologique
a un systéme de régulation cellulaire étendu a la plupart des cellules de I'organisme. Il est
aujourd’'hui admis que son influence ne se cantonne pas au seul controle de la fonction
cardiovasculaire, mais qu'il est également capable de moduler le fonctionnement de la plupart
des cellules, notamment des cellules immunitaires. Des études ont montré que cette activité était

notamment régulée par la voie B-adrénergique.

La stimulation B-adrénergique chronique entraine la production de cytokines telles que le
TNF-o, I'IL-6 et I'IL-1B, tandis que le blocage sélectif des récepteurs 1 exerce une action anti-
inflammatoire systémique, réduisant les niveaux de ces cytokines dans le sang et les tissus. En
paralléle, les effets cardioprotecteurs des B1-bloguants dans le sepsis ont été démontrés dans des
études expérimentales, conduisant a I'amélioration de I'efficacité cardiaque et a la restauration de
la contractilité du ventricule gauche. Cependant, les mécanismes par lesquels les B1-bloquants

exercent leurs effets protecteurs ne sont pas clairs.

Dans cet article, nous avons, dans un premier temps, évalué les effets de f1-bloquants
sélectifs sur la fonction des organes et la survie en utilisant un modéle endotoxinique et un modele
de ligature et ponction caecale, puis nous avons cherché a caractériser les mécanismes expliquant
les bénéfices observés de ce traitement. Concernant la réponse immunitaire innée, nous nous
sommes concentrés sur les neutrophiles, qui constituent la premiere ligne de défense contre

I'infection et jouent un role essentiel dans le déclenchement de la réponse inflammatoire, ainsi
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que sur la production de pieges extracellulaires des neutrophiles (NETs) impliqués dans la

pathogenese de |ésions d'organes aigués telles que celles observées dans le choc septique.

Nos résultats ont démontré un effet bénéfique du traitement sur la survie. A une
concentration réduisant la fréquence cardiaque d’environ 10 %, cet effet était corrélé a la
préservation des fonctions d'organes étudiées. Nous avons mis en évidence une modulation
spécifique de la transmigration endothéliale, associée a une modération de l'inflammation des
neutrophiles. Nous avons également montré une réponse plus appropriée de ces cellules, avec
notamment une diminution de la production des NETs suite a I'administration de p1-bloquants,
suggérant un effet direct de ce traitement sur cette production. En conclusion, notre étude
suppose que les effets positifs des f1-bloquants sur la survie et les fonctions d’organes pourraient
s'expliquer par une modulation de I'activité des neutrophiles, et en particulier de la production de

ETs.
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ABSTRACT

Sepsis is one of the leading causes of death worldwide, and no therapy is available other than intensive care
treatments. Drug development attempts have mainly focused on controlling inflammation or treating dysfunction,
without significant improvement in the last decades. Recently, interest has emerged in B1-adrenergic blockade,
which has proved beneficial to both parameters. Unfortunately, the specific underlying mechanisms have not
been addressed yet. This study aimed to investigate on rodent septic models the effects of B1-adrenergic
blockers currently used in intensive care units. The results demonstrated a beneficial effect of treatment on
survival. This beneficial effect was correlated with preservation of organ functions at a concentration reducing
heart rate by approximately 10%. A specific modulation of endothelial transmigration, associated with more
appropriate neutrophil response and tempering of inflammation, explains these effects. An effect on neutrophil
extracellular traps, a physical barrier that prevents the spread of microbes and involved in acute organ injuries,

was particularly observed.

Keywords: sepsis, p1-adrenergic blockers, inflammation, immune cells, organ function, diapedesis, extracellular

traps
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MAIN TEXT
INTRODUCTION

Sepsis, one of the leading causes of patient admission to intensive care units, is characterized by the association
of infection and systemic inflammatory response syndrome (1). While our understanding of this pathology is
increasing, controversies in cardiovascular management are non-negligible (2). Sepsis guidelines recommend
catecholamine administration, but their negative effects at high concentrations are known (3). Interestingly, the
administration of B1-adrenergic blockers has emerged as a possible treatment to limit the negative effects of
excessive stimulation, and beneficial effects on patient survival (4, 5) have been cbserved.

The B-adrenergic system is a powerful modulator of cardiovascular function (6) but also acts as an immune
function regulator. Chronic B-adrenergic stimulation leads to the production of cytokines such as TNF-a, IL-6,
and IL-1B, whereas selective B1 blockade exerts a systemic anti-inflammatory action, reducing the levels of
these cytokines in both blood and tissue (7). The cardioprotective effects of B1-blockers in sepsis have been
demonstrated in experimental studies, leading to the improvement of cardiac efficiency and the restoration of left
ventricular contractility (7). However, contradictory results have been published (8), and the mechanisms by
which B1-blackers exert their protective effect are unclear.

Rather than activating new signaling pathways, we hypothesized that selective B1-blockers further modulate the
response to infection. This modulation would prevent complete dysregulation of systems and at the same time
erratic response. To test this hypothesis, we (1) evaluated the protective effects of selective B1-blockers on
organ function and survival using endotoxemic and cecal ligature and puncture models and (2) characterized
the reasons for these protective effects on the heart. Our focus was on neutrophils, which are the first line of
defense against infection and critical in initiation of the inflammatory response, and on the production of
neutrophil extracellular traps (NETs), involved in the pathogenesis of acute organ injuries such as observed in

septic shock.
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RESULTS
p1-adrenergic blockers improve survival

Using a lethal dose of LPS (75 mg/kg, IP), a single administration of atenolol (0.1 mg/kg, IP} 6 hours post
endotoxin injection significantly increased the survival time from 29.2 + 1.4 to 35.9 + 2.3 hours (p<0.05, by log-
rank test). Despite this improved survival time, no significant difference was found in the overall mortality. A
similar profile was observed using esmolol administrated 6 hours post LPS injection at a concentration of 10
mafkg/h (29.2 £ 1.4 to 34.9 + 1.6 hours; p<0.05, by log-rank test). At these concentrations, atenolol reduced
heart rate by 10.1 £ 3% and esmolol by 9.7 + 2.8% in control mice.

Using a sublethal dose of LPS (22 mg/kg, IP), 90% of animals died with a survival time of 37.9 + 2.9 hours. A
significant increase in the overall survival was observed in the LPS+atenolol and LPS+esmolol groups compared
to the LPS group (20% and 30% respectively versus 90% of mortality, p<0.01) at 5 days (Figure 1). These
concentrations of B1-blockers did not induce a significant effect on arterial pressure or heart rate until 6 hours
post LPS administration {Supplemental Table 1). At this time, arterial pressure was decreased by 11.6 + 3.4 %
in the LPS group compared to the control group (p<0.01).

Importantly, in an independent model of sepsis, a CLP model, these beneficial effects of atenolol or esmolol on
survival were confirmed (28.9 + 2.2 hours versus 47.7 + 2.5 hours or 45.8 £ 1.6 hours, respectively; p<0.0001,

by log-rank test for both comparisons).

p1-adrenergic blockers preserve cardiovascular performance

Organ dysfunction leads to animal death in sepsis. Thus, increasing survival should be associated with improved
organ function. Transthoracic ultrasound measurements demonstrated no significant effect of a sublethal dose
of LPS on anatomic heart parameters 22 hours post injection in mice (Table 1). LPS-induced endotoxemia had
no significant effect on left ventricular ejection fraction within 6 hours post injection but significantly decreased
left ventricular ejection fraction from 64.7 + 1.9% to 33 + 2.8% (p<0.001) at 22 hours (Figure 2). This reduction
was not observed in the LPS+atenolol group. Similarly, cardiac output, mean arterial pressure, and heart rate

were impaired in the LPS group and preserved in the LPS-treated group 22 hours post LPS injection. A single
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administration of atenolol had no significant effect on cardiovascular parameters 16 hours post administration
compared to the control group.

Simultaneously, a part of kidney and liver functions were studied. In the kidney, the glomerular filtration rate of
LPS-induced endotoxemia animals were significantly decreased 22 hours post injection (1,17 + 0,09 mL/min
versus 0,41 £ 0,06 mL/min respectively, p<0,01). The administration of atenolol partially preserved this
parameter in LPS-treated animals (0,41 = 0,06 mU/min versus 0,67 * 0,07 mUmin respectively, p<0,05). In the
liver, LPS induced a marked decrease of indocyanine green clearance, whereas the clearance was partially
preserved in the LPS+atenclol group. 100 % of the injected indocynanine green solution was eliminated of the
blood within 5 minutes against 68,93 + 2,89 % for LPS group and 82,95 + 2,99% for LPS+atenolol group ( p<0,05
LPS vs LPS+atenolol groups). These improvements in tissue clearances and cardiac performance were
correlated with a decrease of lactate concentration in the LPS+atenolol group compared to the LPS group (Table
1).

p1-adrenergic blockers modulate gene expression

To determine the mechanisms behind the beneficial effect of p1-blocker treatment during sepsis, a microarray
experiment was performed on mice. Four experimental groups were studied in this analysis: lethal LPS/saline
versus lethal LPS/esmolol and saline/saline versus saline/esmolol. Each microarray chip contained 45,220 spots,
of which 1,649 were used as controls; 202 (4.5%) presented hybridization problems and 245 were replicated 10
times as a reproducibility test. In the saline group, 48 genes were down-regulated by esmolol (of which 36 had
a known function in the HGNC system), and 29 genes were up-regulated (19 in HGNC). In the LPS group, 1,843
genes were down-regulated (1,242 in HGNC), whereas 2,114 genes were up-regulated (1,365 in HGNC). Gene
set enrichment analysis was performed on the different sets of up- and down-regulated genes for each
experimental condition. In the saline group, despite the lack of a septic insult, esmolol administration resulted in
a significant (p<0.05) enrichment of down-regulated genes in the functional gene groups “immune response”
(Gene Ontology GO: 0006955), “chemotaxis” (GO: 0006935), “chemokine activity” (GO: 0008009), and “cytokine

activity" (GO: 0005125). No significant enrichment of up-regulated genes was found for the control group. In the
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LPS group, esmolol significantly down-regulated numerous genes involved in inflammatory responses, cytokine
production, and the regulation of the activation of several immune cell types (Table 2).

To confirm the results obtained in the LPS group and potentially extrapolate to humans, a similar analysis was
performed on a CLP model. In this second sepsis model, 428 genes were down-regulated (321 in HGNC) and
141 genes were up-regulated (87 in HGNC). Esmolol administration significantly down-regulated genes involved
in local inflammatory responses and immune cell activation and several groups of genes involved in chemotaxis,

leukocyte migration, and endothelial transmigration.

Based on our GSEA data, we specifically analyzed, gene-by-gene, the esmolol-induced modulation of the
expression levels of the cytokines, chemokines, and proteins involved in leukocyte adhesion and endothelial
transmigration. Numerous chemokine genes were significantly regulated by esmolol in the LPS and CLP models,
including CCL-2 (MCP-1), CCL-5, CCL-11, CCL-19, CXCL-2 (MIP-2), CXCL-5, CXCL-9, CXCL-10, and CXCL-
11. On analysis of the “adhesion and endothelial transmigration” functional group, we found that esmolol
significantly down-regulated the expression of adhesion molecules involved in the different steps of endothelial

transmigration, including P-selectin and E-selectin (Supplemental Table 2).

Esmolol reduces inflammatory response

Using microarray, the administration of esmolol demonstrated a beneficial effect on inflammatory response using
LPS (lethal model) or CLP models. However, the effects of treatment on RNA expression observed previously
had to be confirmed on protein expression. In the heart, levels of the pro-inflammatory cytokines IL-1B, IL-6, and
TNF-a increased significantly in the LPS group compared to the control group, whereas the administration of
esmolol significantly reduced IL-6 concentration in the LPS+esmolol group, as expected Supplemental Table 2.
In the CLP model, all cytokine (IL-1B, IL-6, IL-10, and TNF-a) concentrations were increased compared to the
sham group or CLP+esmolol group. This beneficial effect of treatment was not limited to the heart. Serum levels
of IL-1B, IL-6, TNF-q, and IL-10 increased significantly in the LPS group compared to the control group. All
cytokine concentrations were significantly lower in the LPS+esmolol group compared to the LPS group.

Importantly, similar results were obtained after esmolol treatment in the CLP model (Figure 3).
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In the heart, as expected Table 3, the chemokine (MCP-1, MIP-1a, and MCP-2) concentrations were significantly
increased in the LPS group compared to the LPS+esmolol group, but no significant variation was observed using

the CLP model (Supplemental Figure 2).

Esmolol preserves heart architecture

Excessive inflammation leads to disruption of the normal tissue architecture. Therefore, a significant effect of
esmolol on tissue under the lethal LPS model should be observed. Indeed, heart sections from control mice
showed normal architecture of cardiac myocytes with centrally placed nuclei. LPS showed disorganization of the
myofibrils, with loss of striation, focal degenerating myocytes, moderate infiltration of leukocytes, and vascular
dilatation and congestion 22 hours post LPS administration. The LPS+esmolol group showed moderate
disorganization of the myofibrils with mild to moderate infiliration of leucocytes (Figure 4).

p1-adrenergic blockers modulate immune response

Besides inflammatory response, analysis of the different leucocytes presents in the heart demonstrated a
significant increase of neutrophil concentration in the sublethal LPS group compared to the control group (Figure
5A), as suggested by hematoxylin and eosin staining analysis. This result implies a more important migration of
these immune cells through the endothelium. However, a similar increase in neutrophil concentration was
observed in the blood, associated with an increase of GM-CSF and G-CSF concentrations (Figures 5B and 5C).
Following atenolol administration, the concentration of neutrophils was slightly lower in the blood and higher in
the heart of LPS-treated animals, suggesting a better migration again following atenolol treatment (Figure 5A).
Importantly, a single injection of atenclol did not affect neutrophil concentration, or GM-CSF and G-CSF

concentrations, suggesting a specific effect of sepsis setting on these parameters.

The hypothesis of better diapedesis in the LPS+atenolol group compared to the LPS group was confirmed by

analysis of molecules involved in the migration. Sublethal LPS injection had a negative effect on E-selectin and

7
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P-selectin concentrations and a positive effect on ICAM-1 and VCAM-1 concentrations (Figure 6) in the heart
compared to the control group, whereas atenolol treatment preserved the production of E-selectin and P-selectin
after LPS administration. Atenolol alone did not affect E-selectin, P-selectin, ICAM-1, and VCAM-1

concentrations in the heart.

The administration of LPS also increased ICAM-1 soluble in the blood compared to the control group with or
without atenolol (control: 164.9 + 26.77; LPS: 902.8 + 126.6; LPS+atenolol: 839.1 + 140.4 ng/mL).

In addition to endothelial parameters, diapedesis is modulated by leucocytes themselves. MMP-9 implicated in
the vascular basement membrane was further cytosolically distributed in control and atenolol animals. An
increase in MMP-9 immunofiuorescence in cytosolic and membrane compartments was observed in the LPS
group, whereas this metalloprotease was more membrane-associated in the LPS+atenolol groups, suggesting

an increase in neutrophil diapedesis (Figure 6E and 6F).

An increase in neutrophil diapedesis suggests higher activity of neutrophils. This activity can be measured
through various mechanisms: degranulation, phagocytosis, or generation of NETs. If the results obtained for
degranulation did not indicate a specific effect of atenolol on this parameter (Supplemental Figure 3), NET
formation Is significatively modulated by the treatment. These NETs are involved in the pathogenesis of acute
organ injuries such as observed in septic shock. In the heart, NET formation was strongly enhanced in the LPS
group (p<0.001 versus control) and significantly reduced on treatment with atenolol (Figure 7B). As a control, a
single administration of atenolol to naive animals did not induce massive NET production, as evaluated by both
production of MPQ and expression of citrullinated H3. Similar results were obtained in the blood (p<0.05; Figure
7C) or using the CLP model (CLP: 23.5 + 0.08 % wversus CLP+atenolol: 12.5 + 0.08 %, p<0.05). Furthermore,
PMA stimulation demonstrated a decrease in neutrophil response in the LPS group compared to the control
group, whereas the response was significantly higher in the LPS+atenolol group (Figure 7D), suggesting that

neutrophils were more activated or more immature in the LPS group compared to the LPS+atenalol group.

DISCUSSION
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The main findings of the present study are that, in different experimental models of septic shock, selective B1-
adrenergic blockers such as atenclol and esmolol, at a dose that does not decrease significantly heart rate,
improved survival and preserved organ function. These benefits effects were associated with a specific
modulation of endothelial transmigration, associated with more appropriate neutrophil response and tempering
of inflammation.

Administration of a short-acting B1-blocker in clinical trials has shown a reduction in 28-day sepsis mortality (4,
9). Similar results have been obtained in experimental models. However, others have demonstrated negative
effects of B1-blockers on survival (8). Our study shed light on this variability by investigating the concentration
and timing of the injection. We showed that the injection early on (up to 8 hours) and at a low dose (with
approximatively 10% reduction of heart rate) was associated with beneficial effects by improving organ function.
In contrast, high doses or late injection of B1-blockers were associated with poor prognosis, leading to an
increase in death in the animals. Our findings also demonstrated that p1-blockers at a low concentration
preserved cardiovascular function. These results, not involving a massive reduction of heart rate despite p1-
blocker administration, have already been cbserved. One explanation could be better regulation of energy
expenditure. The adrenergic response to sepsis induces a hypermetabolic state characterized by increased
hyperglycemia, lipolysis, and proteolysis (10). Others have demonstrated an improvement in oxygen utilization
by the myocardium or enhancement of intrinsic cardiac contractility and vascular responsiveness to
catecholamines (11). However, the dysfunction is not limited to the heart. Although the cardiovascular system is
the most commonly affected, the severity of organ dysfunction is an important determinant of prognosis in sepsis
(12). A majority of patients have lung and liver dysfunction and deteriorating renal function (13). Our endotoxemic
model reproduced these dysfunctions, and a beneficial effect of atenolol not limited to the heart was observed.
These effects, particularly on renal function, raise questions about the negative effects of B-blockers on insulin
resistance. This treatment with B-blockers has been involved in diabetes onset or worsening diabetes control,
despite the fact that B1-receptors are predominantly expressed in the heart. This suggests that B1-selective
drugs are less likely to interfere with the secretion and regulation of insulin. Moreover, some studies have shown

that such specific treatments could increase insulin sensitivity instead of reducing insulin resistance (14). The
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positive effect on the clearance of insulin might be explained by an improvement in cardiac output, which directly
influences the glomerular filtration rate, and modulation of the immune response, as explained later. Similar

explanations could be proposed for indocyanin green clearance.

Patients with sepsis have an exaggerated pro-inflammatory and anti-inflammatory response, the severity of
which is related to outcome (15). In our study, the addition of atenolol or esmolol at a low dose was associated
with modulation of inflammation at the systemic and cardiac levels, as already observed (7, 8, 16). Consequently,
B1-blockers may act at two levels: at the tissue level without interference with heart rate and more systemically
on the regulation of the immune response through their direct anti-inflammatory properties. In addition to these
anti-inflammatory properties, our results obtained on immune cells showed a positive effect on neutrophils.
Neutrophils are the first line of defense against pathogens and one of the main cell types involved in the initiation
of the inflammatory response. These cells are involved in cell debris clearance and essential for protection
against infection. During sepsis, inadequate recruitment of neutrophils to the site of infection has been largely
reported (17). Delayed apoptosis associated with a dysregulation of neutrophil activity (18) has also been
observed. This impairment in neutrophil function has been proposed to underlie the increased incidence of

sepsis, but few studies have extensively investigated this relationship.

Increased circulating neutrophil concentration is associated with immature neutrophil release in infectious
diseases (19). Only mature neutrophils are normally released from the bone marrow. However, during stress
conditions such as sepsis, the release of circulating catecholamines, GM-CSF, and G-CSF significantly increase
the number of circulating neutrophils (20), as observed. This immature neutrophil release might result in less-
efficient bacterial clearance and eventually lead to more inadvertent tissue destruction (21). Immature neutrophils
are less effective than mature ones at prometing innate immune defenses (22). Besides maturation status,
circulating neutrophils have a short half-life but can survive up to several days in tissue. This extended half-life
can be allowed by the presence of inflammatory mediators such as GM-CSF and participate in this uncontrolled
inflammation. These characteristics were reproduced in our endotoxemic sepsis model, and atenoclol
administration has demonstrated beneficial effects both on GM-CS and G-CSF parameters and therefore by
deduction on the release of neutrophils from the bone marrow. This beneficial effect of B1-adrenergic blockade

on the amount of exogenous catecholamines release has also been observed by others (11, 23).
10
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Four distinct phases of neutrophil diapedesis have been described: mobilization, margination and rolling,
adherence, and transmigration through the vessel. At least part of these phases are altered during sepsis (24),
and neutrophils isolated from septic patients show reduced migration (25). Severe infection modulates
margination and rolling with reduced deformability and sequestering in the vessels during sepsis. Capillary bed
sequestration further leads to vascular occlusion and promotes tissue ischemia and organ dysfunction (26). If
pro-inflammatory cytokines enhance neutrophil migration (27) through increased expression of endothelial
adhesion molecules or activation of endothelial cells (28, 29), this effect is reduced in case of simultaneous
increase of the GM-CSF concentration in the blood. Similarly, GM-CSF enhances neutrophil migration across
unstimulated endothelium, but it inhibits neutrophil migration across IL-1-activated endothelium (30), probably
by reducing neutrophil rolling. This hypothesis was confirmed in our endotoxemic model, with a significant
reduction of E-selectin and P-selectin concentrations in the heart blood vessels. All these negative effects were
reduced in the LPS-treated mice, with decreased concentrations of GM-CSF, G-CSF, pro-inflammatory
cytokines, and preservation of E-selectin and P-selectin compared to the LPS group. Besides the selectin-
dependent transient rolling, firm adhesion is mediated by the binding of leukocyte integrins to their endothelial
ligands through integrins such as ICAM-1 and VCAM-1. In contrast to selectins, integrin expression levels were
increased in the LPS group. These resuits suggest a potential concentration-dependent effect of LPS on
selectins and integrins, as observed by Yan J ef al. (31). Moreover, the increase of heart ICAM-1 concentrations
in the LPS and LPS-treated groups was also correlated with an increase in soluble ICAM-1. This last result
suggests a side effect of this soluble integrin on leukocyte transmigration in our model. LFA-1 interacts with
ICAM-1 or ICAM-1 soluble levels. Thus, even activated neutrophils could stay in the blood, linked to soluble
ICAM, instead of going through the endothelial cells, but this hypothesis is challenged. Animals that were LPS-
treated by atenolol presented a high level of soluble ICAM-1, like the LPS group, but better neutrophil
transmigration.

Other groups have reported possible negative effects of f1-blocking agents on leukocyte transmigration, but
atenolol or esmolol seem to present particular effects. Weisdorf has already demonstrated that atenolol
increased neutrophil migration (32). This result and ours could be explained by the absence of negative effects

of atenolol or esmolol on chemotaxis, as suggested by Dunzendorfer and Wiedermann and our results, the
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opposite to metoprolol or propranolol (33). Better selectivity compared to other adrenergic antagonists (B1/g2-
selectivity ratio: atenolol: 35/1; esmolol: 33/1; metoprolol: 20/1; propranolol: 1/2) (34) could explain these results.
Moreover, a supplementary specific effect of atenolol was observed on MMP-9. This metalloprotease is believed
to be centrally important for the degradation of vascular basement membranes during neutrophil extravasation
and migration, and gelatinase inhibitors decreased neutrophil migration by 50% (35). If LPS increased MMP-9
concentration without selectivity in neutrophil localization, LPS+atenolol results demonstrated a specific
distribution to the membrane without increased production.

In recent years, accumulating evidence has shown that neutrophils possess great functional diversity. Direct
antimicrobial activity by neutrophils occurs within phagosomes, but the involvement of neutrophils in the innate
immune response to infection extends to extracellular responses. NETs are considerably important when
studying diseases such as sepsis. This extracellular response has been shown to entrap bacteria, fungi, and
viruses (21) and reduce bacterial spread (36). Antimicrobial structures consisting of extracellular chromatin
enhanced with granular and cytoplasmic proteins, such as myeloperoxidase (MPO) and citrullinated histones
(H3), are also present. In addition to their antimicrobial function, NETs act as a physical barrier that prevents the
spread of microbes, allowing the maintenance of a high concentration of antimicrobial agents in a restricted area
(37).

The beneficial role of NETs during infection has been clearly shown because deficiency in NET production (38)
or the destruction of NETs by DNases leads to increased susceptibility to infection (39). Nevertheless, studies
have demonstrated that high NET formation in infravascular beds causes endothelial damage, leads to patterns
of organ dysfunction that are the hallmark of septic shock (40), and decreases survival in CLP models, even
using only H3-like markers of NET formation (41). H3, the most abundant proteins in NETs, could generate
thrombin during sepsis through inhibiting anticoagulants and trigger platelet activation, leading to thrombose and
pro-coagulant responses (42). H3 are also cytotoxic to endothelial cells (43). Thus, the destruction of endothelial
cells activates the intrinsic clotting system through exposure of subendothelial collagen and activates the
extrinsic coagulation system. NET formation was well increased in our endotoxemic model of sepsis, and the
results demonstrate that the frequency of MPO*/H3* was decreased in LPS mice treated by atenolol compared

to other LPS mice, suggesting a direct effect of treatment on NET formation. This significant decrease suggests
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a reduction in negative effects of antimicrobial proteins and beneficial effects on intravascular coagulation or
microvascular perfusion, as described by McDonald (44). In addition, we observed an increase in neutrophil
response to PMA in the LPS-treated group compared to the LPS group, showing better reactivity of neutrophils
following atenolol administration or a decrease in immature neutrophil concentration in the blood.

In tissue, excessive stimulation of neutrophils is believed to be responsible for the development of multiple organ
failures during sepsis (45). Xu et al. showed that the concentration of H3 histones was increased in an
experimental monkey model of sepsis. This increase was accompanied by the onset of acute renal failure. A
high level of H3 has also recently been shown to be associated with sepsis severity and mortality in a mouse
model of LPS-induced sepsis shock (46). Although weak pre-existing evidence exists linking the action of p1-
adrenergic blockers to neutrophils in tissue, the association between neutrophil and microvascular obstruction
is negated in metoprolol-treated acute myocardial infarction patients. Metoprolol inhibits neutrophil-platelet
interactions by targeting neutrophils (47). Consequently, the tissue vascularity is not impaired. Thus, the
decrease in MPO'/H3" in LPS treated by atenolol could reduce organ injury and improve survival, as suggested

in a model of pneumonia (48).

Limits of the study and interest for humans

Animals receiving LPS or CLP are models that have displayed the typical patterns of septic shock. All animals
were resuscitated after creation of the models to mimic the setting usually observed at the bedside.
Gatecholamines were not administered to avoid any interference with the adrenergic system. Low concentrations
of anesthetic were deliberately used to minimize the impact of anesthesia on organ function. The concentration
of B1-blockers was determined to limit significant effects on cardiovascular parameters such as heart rate and
arterial pressure. These choices avoided subsequent interpretation of the results.

p2-adrenergic receptors are usually the most expressed on immune cells and are regarded as the main receptors
mediating the immune effects of catecholamines, although other subtypes, such as p1-adrenergic receptors,
have also been described (49). Human neutrophils were reported in the 2000s to be devoid of B1-adrenergic

receptors, but this suggestion has been challenged directly by our results (Supplemental Figure 4) and others in
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the 2010s (47,49,50). Moreover, authors have reported that f1-blockade could modulate neutrophil migration

even in the presence of B-adrenergic receptor agonists (33).

During experimental septic shock, a low dose of short-acting or long-lasting B1-blockers such as esmolol or
atenolol, which do not induce a significant reduction in heart rate, was associated with beneficial argan effects.
These improvements appear to be related to inflammatory, immune, and endothelial modulations. Neutrophils
are particularly involved in this process. To date, no therapeutic strategy has aimed to reduce neutrophil count
in sepsis, presumably because the presence of too many circulating neutrophils during infection is assumed to
be better than too few. Our results suggest a beneficial modulation of these immune cells in low-dose
administration. On top of safety and efficacy concerns, the dosage at which B1-blockade should be performed is
crucial. Consequently, these findings offer new significant insights into the approach to prescribing B1-blockers

during septic shock and in the design of future clinical trials.

METHODS

Animals

Adult male Swiss and C57BL/6 mice (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France; 24-36 g body weight) and adult
male Wistar rats (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France; 200-310 g body weight) were acclimated on arrival at
a constant temperature (22 °C) and exposed to a 12-12-hour light—dark cycle for a minimum of 7 days before
any experimentation was performed. They were maintained in a pathogen-free environment with access to food

and water ad /ibitum during the experimental procedure.

Sepsis models and treatments

The experimental endotoxemic model was induced by intraperitoneal (IP) injection of a sublethal dose of LPS
(22 mg/kg, Escherichia coli 055:B5, Sigma-Aldrich). For survival, cytokine production, microarray, and histology

study, an additional lethal dose at 48 hours (75mg/kg, IP) was included. All the animals were resuscitated with
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30 mL/kg body weight of saline administered subcutaneously. For survival, cytokine production, microarray, and
NET formation, a second sepsis model was induced by cecal ligation and puncture (CLP). After abdominal
incision, the cecum was ligated and punctured with a 21-gauge needle, and a small amount of fecal matter was
released. After the cecum was returned to the abdomen, the mice were resuscitated with 30 mL/kg body weight
of saline administered subcutaneously. The control for the LPS group consisted of animals receiving an
equivalent IP injection of saline. The control for the CLP group (sham animals) consisted of a group of animals
that underwent a simple extraction and manipulation of the cecum without ligation or puncture before returning
it to the abdomen. The mortality of CLP animals was 100% at 2 days.

Atenolol (Mylan, France) was administrated 6 hours post LPS injection. At this time, arterial pressure was
decreased by 11.6 + 3.4 % in the LPS group compared to the control group (p<0.01). Except for the survival
study (reinjection every 24 hours of the same concentration), a single injection of this long-acting selective B1
blocker was investigated. Esmolol (Baxter, France), a short-acting selective B1-blocker, was administered via
continuous infusion (10 mg/kg/h) through a right jugular central venous catheter. The esmolol dose was chosen
based on reports showing the maximum cardioprotective effect at a dose reducing cardiac frequency by less
than 20% (7,51). Continuous infusion was provided by an osmotic pump (ALZET®, Durect Corporation,
Cupertino, CA, USA) inserted under the skin on the back of the animal.

The CLP and osmotic pump were performed under gaseous anesthesia using isoflurane (Forene®; Abbott) at a
concentration of 5% for induction in a chamber at 500 cc/min in 100% oxygen. The isoflurane concentration was
subsequently reduced to 1.5-2% (balanced with 100% Og) for maintenance during surgery. Mice were
maintained at 37.5 + 0.5 °C using a heating pad. The osmotic pump and venous catheter were inserted at the
time of sepsis onset. Due to a delay in reaching the optimal osmotic pump flow, effective esmolol administration

was achieved 5.9 + 1.3 hours (n=10 animals) after sepsis onset.

Experimental protocol

First, based on the efficient concentrations for atenolol (Supplemental Table 1) and esmolol, we compared the
effects of these B1-blockers on survival using CLP, sublethal (22 mg/kg, IP) and lethal (75 mg/kg, IP) LPS

models. Second, we analyzed the effect of atenolol on cardiovascular parameters. These analyses were
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performed on mice using the sublethal LPS model. Third, we evaluated by a microarray technigue the effects of
esmolol on the myocardium of mice using both lethal LPS and CLP models. Based on microarray results and
after analysis of inflammation, we developed a flow cytometry—based protocol that allowed direct quantification
and analysis of immune cells using sublethal LPS and CLP models and atenolol. Simultaneously, we evaluated
endothelial and blood parameters in connection with diapedesis. All these measurements were taken from

distinct samples.

Determination of effective concentration

Swiss mice were treated with 1 pg/kg, 10 pgfkg, 0.1 mg/kg, or 1 mg/kg of atenolol 0, 1, 6, 8, or 22 hours post
LPS injection to evaluate the effects of these doses on heart rate and mean arterial pressure in control and
endotoxemic animals (Supplemental Table 1).

Mice were anesthetized with isoflurane (1.5-2%, balanced with 100% O; Forene®, Abbott). They were
maintained at 37 °C using a heating pad. The left carotid artery was cannulated, and mean arterial pressure and
heart rate were continuously monitored using a disposable pressure transducer (AD Instruments, France).

Atenolol was administrated |IP, and values were recorded for 30 minutes post injection.

Survival study

Swiss mice were randomized into 12 groups of 10—12 animals: saline/saline, saline/atenolol (0.1 mg/kg, IP), LPS
(22 mg/kg, IP)/atenolol (0.1 mg/kg, IP), LPS (22 mg/kg, IP)/saline, LPS (75 mg/kg, IP)/atenoclol (0.1 mg/kg, IP),
LPS (75 mg/kg, IP)saline, saline/esmolol (10 mg/kg/h, 1V), LPS (75 mg/kg, IP)/esmolol (10 mglkg/h, IV),
sham/saline, sham/esmolol (10 mg/kg/h, IV), CLPfesmolol (10 mg/kg/h, IV), and CLP/saline. Mice were housed
in groups of 5-6 per cage and given access to food and water ad libitum. Survival was assessed at least every

4 hours for 120 hours.

Cardiovascular parameters
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Heart parameters were evaluated using a high-resolution ultrasound system (LOGIQ E9; GE, France) and a
linear L8-18i probe (GE, France) at high frequency (18 MHz). All Swiss mice were anesthetized with isoflurane
(Forene®; Abbott, France) at a concentration of 5% for induction in a chamber at 500 cc/min in 100% Q2. The
isoflurane concentration was subsequently reduced to 1.5-2% for maintenance during handling and ultrasound.
Each animal’s anterior thorax and upper abdomen was shaved with depilatory cream before exploration. Then,
the animal was placed in the supine position on the imaging platform, and body temperature was continuously
monitored using a rectal probe and maintained at 37.5 + 0.5 °C. Ultrasound gel was applied to the chest of the
mouse before measurements.

The LV end-diastolic diameter, end-diastolic posterior wall thickness, and end-diastolic interventricular septal
wall thickness were measured using the leading-edge convention of the American Society of Echocardiography
from M mode. The left ventricular end-diastolic diameter was measured from an M-mode short-axis view of the
left ventricle at the papillary muscle level. Left ventricular shortening fraction and left ventricular ejection fraction
(LVEF) were calculated from M mode. Aortic velocity integral (VTI) was recorded during the procedure from
Doppler echocardiography. Mitral inflow Doppler pattern was recorded (peak E, peak A, mitral deceleration time)
from a four-chamber apical view. Cardiac output was defined as stroke volume x heart rate. All these analyses
were performed on each animal at 0, 1, 6, 16, and 22 hours post model creation. For arterial pressure and heart
rate measurements, a catheter was then inserted in the right carotid artery. Arterial pressure was monitored
continuously using a disposable pressure transducer (AD Instruments, France). The depth of anesthesia was

confirmed by the absence of any response to toe pinch.

Kidney and liver functions

To evaluate these functions, the experiments were performed on rats using the LPS model (5 mg/kg, IP). Due

to the requirement of large blood and urine velumes, the use of mice was impossible.

Kidneys
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To evaluate renal filtration, we determined glomerular filtration rate (GFR) through inulin clearance. Before the
analyses, each animal was anesthetized with an IP injection of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg).
The animal was placed in the supine position, and body temperature was continuously menitered using a rectal
probe and maintained at 37.5 + 0.5 °C. After a laparotomy through a small midline incision, a urinary bladder
catheter was positioned. Two others were inserted into the right jugular vein for IV injection of inulin solution
(inulin 10 mg/kg + mannitol 1 g/kg body weight) and the left carotid artery for blood samplings. After a 10-minute
acclimation period, inulin solution was injected (0.1 mL/min) for 20 minutes, and urine output was collected for
the last 10 minutes. 250 pL of blood was then sampled from the arterial catheter. Inulin concentration was

determined in the plasma and urine using the anthrone method (52).

Liver

These analyses were performed on rats depending on technical constraints using the LPS model (5 mg/kg, IP).
Before the analyses, each animal was anesthetized with an IP injection of ketamine (100 mg/kg) and xylazine
(10 mg/kg). Under monitoring for body temperature (holding at 37.5 £ 0.5 °C), two catheters were inserted into
the right jugular vein for IV injection of indocyanin green (ICG) solution (1 mg in 500 L of 0.1M phosphate-
buffered saline, pH 7.4) and the left carotid artery for blood sampling. After a 10-minute acclimation period, fresh
ICG solution was injected as a bolus into the jugular vein. Repeated blood samples (0.1 mL each) were then
taken from the carotid artery for 10 minutes. Serum was separated, and the optical density was measured by
spectrophotometer (Tecan, France) at 815 nm. The amount of ICG in the test samples was calculated from a

standard curve (54).

Hematoxylin and eosin stain

Histological heart injury of C57BL/6 mice was analyzed in the control, LPS (75 mg/kg, IP) and LPS (75 mg/kg,
IP) + esmolol (10 mglkg/h, IV) groups. The sublethal LPS model (22 mg/kg, IP) did not show significant
disorganization of the myofibrils or congestion 22 hours post LPS administration. The heart from each mouse

was rapidly removed and fixed in freshly prepared 10% neutral buffered formalin, processed routinely, and
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embedded in paraffin. Sections were cut 5 pm in thickness. The sections were stained with hematoxylin and
eosin for histopathological examination. All sections were investigated using a light microscope (Aperio® AT2,

Leica, France).

Microarray analysis

Total RNA was isolated and purified from a 30-mg sample of the heart (RNeasy Kit, Qiagen, France) from six
groups of eight C57/BL6 mice, depending on the sepsis model and the treatment. The groups studied were
LPS/saline (75 mg/kg, IP), CLP/saline, LPS (75 mg/kg, IP)lesmolol (10 mg/kg/h, IV) and CLP/esmolal (10
mg/kgth, IV). Complementary DNA (cDNA) was obtained from the original messenger RNA (mRNA) by reverse
transcription and then hybridized onto a microarray chip according to the manufacturer's specifications (Whole
Mouse Genome Microarray, Agilent, USA). One microarray chip was used for each model (LPS, CLP,
LPS/esmolol, and CLP/fesmolol), and the difference was determined in the expression levels of genes between
LPS versus LPS-esmolol and CLP versus CLP-esmolol. Each microarray chip evaluated 41,000 different genes.
We used the gene nomenclature established by the Human Genome Organization. If known, the gene function
was retrieved from the HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) system. The complete array dataset and
the experimental protocol were deposited in the NCBI's Gene Expression Omnibus and are accessible through
the GEO Series accession number GSE31175
(http:/fwww.ncbi.nim.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE31175). Gene set enrichment analysis (GSEA) was
performed on the microarray data to search for sets of related genes following the same trends in the dataset
and discover biologically relevant themes in the lists of genes identified as significantly differentially expressed.
GSEA was performed with ToppGene Suite online software (55) (toppgene.cchmc.com). The data were
analyzed for biological themes using the gene ontology cellular compartment, molecular function, and biological
process provided by the NCBI (56).

Bioplex assay for cytokines

For serum protein assays from C57BL/6 mice, the levels of TNF-g, IL-1B, IL-6, and IL-10 were measured using

the Bio-Plex Protein Array system according to the manufacturer's instructions (BioRad, France) in the
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salinefsaline, LPS (75 mg/kg, IP)/saline, saline/esmolol (10 mg/kg/h, IV), and LPS (75 mg/kg, IP)esmolol (10
mg/kgth, IV) groups. In brief, this is a multiplexed, particle-based, flow cytometric assay that enables the
quantification of several cytokines and chemokines in a sample volume as small as 15 pL and is equivalent in
principle to performing multiple enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) simultaneously.

For myocardial protein analysis, a 40-mg sample of myocardium was mechanically removed, and proteins were
extracted (Qproteome Mammalian Protein Preparation Kit, Qiagen, Les Ulis, France). The protein concentration

was then assessed by multiplex bead-based assay.

Flow cytometry

After euthanasia of Swiss mice, cardiac blood was collected in EDTA-coated tubes, and the organs were
perfused with PBS/EDTA (2mM, pH 7.4). Then, 100 pL of whole blood was centrifuged at 1,500 rpm for 5
minutes. The pellet was washed, lysed twice in ACK buffer (150mM NH4CI, 10mM KHCOs, 0.1mM NazEDTA),
and resuspended in RPMI medium containing 10% fetal calf serum. The heart was cut into small pieces in 2.5
mg/mL collagenase solution, digested for 20 minutes at 37 °C, filtered, washed in PBS1X, and resuspended in
RPMI medium. Blood and heart cell suspensions were then washed in 96-well plates at 2,000 rpm for 2 minutes,
and pellets were suspended in complete RPMI. All samples were activated or not for 3 hours in phorbol myristate
acetate (PMA, 50 ng/mL) before surface staining with Fixable Viability Dye eFluor 780 (Thermofisher) followed
by fluorochrome-conjugated antibodies (30 minutes at 4 °C). Anti-rabbit allophycocyanin (APC; Abcam), Pacific
Blue anti-mouse CD11b (BioLegend), AF700 anti-mouse I|-A/I-E (BioLegend), PE/Cy7 anti-mouse Ly6G
(BioLegend), BV510 anti-mouse CD45 (BioLegend), PerCP/Cy5.5 anti-mouse Ly6C (BioLegend), PE anti-
mouse MPO (CliniScience), and PE-Texas Red rabbit anti-citrullinated Histone H3 (Abcam) were used to identify
neutrophils and NETs. After washing in PBS, data were acquired using an LSR Fortessa flow cytometer (BD
Biosciences, France) and analyzed with FlowJo.10 software. The exemplifying of neutrophils gating strategy is

provided Supplemental Figure 1.

Immunoflucrescence: confocal microscopy
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After euthanasia of Swiss mice, blood was collected in EDTA-coated tubes and centrifuged before lysing by ACK
lysis buffer (150mM NHsCl, 10mM KHCOs, 0.1mM Na:EDTA). Cells were stained with PB anti-mouse CD11b
antibody (BioLegend) and AF647 anti-mouse Ly6G antibody (BioLegend) for 15 minutes, filtered, isolated by
double positive CD11b*/Ly6G* stain with FACSAria Il Cell Sorter (BD, France), and fixated in 4%
paraformaldehyde (PFA) for 20 minutes at room temperature. Neutrophils were labeled with the cell surface
membrane of live cells CellBrite Fix-640 Membrane Stains (Biotium, 30089), then MMP-9/Gelatinase primary
antibody (abcam, ab38898) and AF488 secondary antibody in 0.1% BSA/0.1% Triton/PBS. Immuno-stained cells
were mounted on a glass slide using ProLong Diamond Mounting Medium with DAPI (Sigma), and the images
were captured using a White Light Laser Confocal Microscope SP8-X (Leica, France) at 63x magnification under

oll immersion.

Biochemical analyses by western blot

Swiss mice were sacrificed and perfused with PBS/EDTA (2mM, pH 7.4) before tissue collection. Organs were
harvested and immediately frozen in liquid nitrogen; 1520 mg of tissue samples were homogenized in
Precellys® Evolution in a lysis RIPA buffer consisting of 50mM Tris/HCI, pH 7.2, 150mM NaCl, 1% (v/v) Triton
X-100, 0.5% (w/v) CHONa, 0.1% (w/v) SDS, 2mM NasVOQ,, 25mM B-glycerophosphate, and 10mM NasP;0;
(Invitrogen), containing a phosphatase and protease inhibitor cocktail. Homogenized samples were centrifuged
for 10 minutes at 13,200 rpm and 10 °C to obtain protein extracts. Protein concentration was determined with
BCA protein assay (Biorad) according to the manufacturer's instructions. Total lysate protein was subjected to
SDS-PAGE in a 4-12% acrylamide gel, then transferred to a nitrocellulose membrane in the iBlot 2 dry botting
system (Invitrogen, France), which was incubated using the iBind FD Flex system (Invitrogen, France) with
antibody targeted for E-selectin (ab1981, 1:500), P-selectin (PA579973, 1:500), ICAM-1 (CD54, PA579430,
1:500), VCAM-1 (BS-0920R, 1:400), and GAPDH (MAB374, 1:4000). Membranes were washed in PBS and
scanned with the LI-COR® Odyssey CLs imager using the appropriate channel. The intensity of the resulting

bands was determined with image studio software.

Quantification by ELISA
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ICAM-s levels were assayed using commercially available ELISA kits (MIC100, Bio-Techne) according to the
manufacturer's instructions. Plasma was collected from both sepsis Swiss mice models at the final point, Le., 22
hours after LPS, and organs were washed by PBS/EDTA 2mM (pH 7.4) perfusions before tissue harvest. Part
of argans weighing 30-70 mg was homogenized in Precellys® with 1 mL RIPA buffer containing a phosphatase

and protease inhibitor cocktail.

Statistics

The statistical analyses were performed using GraphPad v8.0 (GraphPad Software, USA) and XLSTAT 2016.1.1
software (Addinsof, France). Data are presented as the mean * SEM unless otherwise specified. Data
considered statistically significant are shown as * p<0.05, ** p<0.01, and *** p<0.001. For serum and tissue
assays, statistically significant variations were assessed with unpaired t-test, one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey's post hoc test for multiple comparisons, or two-way ANOVA and correction for
multiple comparisons using Tukey's test depending on experiences. For microarray analysis, background
reduction and quantile data normalization were performed with Bioconductor in the R environment
(http:/fwww.bioconductor.org). Variance was assessed by the VarMixt method. All p-values were adjusted with
the Benjamini-Yekutieli method. For GSEA, a one-class analysis was performed, with significance achieved at
p<0.05 after the Bonferroni correction for multiple hypothesis testing. Survival was assessed by the Kaplan—

Meier method and the log-rank test.

Study approval

All experiments were performed in accordance with French laws concerning animal experimentation (13161-

2017112410451264v2 and 9486-201609161303285v3) and approved by our Institutional Animal Care and Use
Committee (C2EA-47).
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Figure 1. 1-adrenergic blockers improve survival using LPS (sublethal and lethal) or CLP models. Mice
were given (A) 22 mg/kg (sublethal dose) or (B) 75 mg/kg (lethal dose) of LPS by IP injection with atenolol (0.1
mg/kg, IP) or esmolol (10 mg/kg/h, IV) treatments 6 hours later. The survival was assessed at least every 4 hours
for 5 days (n=10/group). Simultaneously, an identical study was performed using the (C) CLP model. LPS:
lipopolyssacharide, CLP: cecal ligature and puncture, |P: intraperitoneal, IV: intravenous.
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Figure 2. p1-adrenergic blockers preserve left ventricular ejection fraction post LPS injection (sublethal
model). Atenolol was administered 6 hours post LPS injection. (A) Individual values of LVEF for control
(saline/saline), atenolol (saline/atenclal), LPS (LPS/saline), and LPS+atenclol (LPS/atenolol) animals were
recorded on the same animal at 0, 1, 6, 16, and 22 hours post LPS injection. (B) Average values of LVEF for all
groups are represented. All data are expressed as mean £ SEM. *p<0.05 LPS group versus LPS+ atenolol

group, **p<0.01 control group versus LPS group. LPS: lipopolyssacharide, LVEF: left ventricular ejection fraction.
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Figure 3. Esmolol reduces inflammatory response in septic models. Heart and serum levels of cytokines
were measured 22 hours post LPS injection (A) or CLP creation (B). Protein production was assessed by ELISA.

All data are expressed as mean + SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. IL, interleukin; TNF, tumor necrosis

factor.
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Figure 4. Esmolol preserves heart architecture after LPS challenge using hematoxylin and eosin—
staining. (A) Control mice, showing normal architecture of cardiac myocytes with centrally placed nuclei. (B)
Lethal LPS (75 mglkg, IP), staining showing disorganization of the myofibrils with loss of striation, focal
degenerating myocytes, and moderate infiltration of leucocytes and vascular dilatation and congestion (arrow).
(C) LPS treated by esmolol group, showing moderate disorganization of the myofibrils with mild to moderate
infiltration of leucocytes.
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Figure 5. Effect of atenolol and sublethal LPS model on plasmatic and heart parameters. Neutrophil
concentration in heart and blood (A), GM-CSF (B), and G-CSF (C) concentrations in blood. In A, the box and
whisker plots show the median (line within the box), the IQR (box), and the minimum-to-maximum values
(whiskers). In B and C, values are expressed as means + SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. GM-CSF:

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, G-CSF: granulocyte-colony stimulating factor.
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Figure 6. Atenolol modulates the heart tissue concentrations of cell adhesion molecules in the sublethal
LPS model and the localization of MMP-9 in freshly isolated neutrophils from blood. E-selectin (A), P-
selectin (B), ICAM-1 (C), and VCAM-1 (D). Values are expressed as means + SEM. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001. E-SEL: E-selectin, P-SEL: P-selectin, ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1: vascular
cell adhesion molecule-1. Cells were double labeled for MMP-9 and plasmic membrane, followed by DAPI
nuclear counterstain. Quantitative analysis of the relative fluorescence intensity in total cell area (A) and

peripheral/cytoplasmic ratio (B). Values are expressed as means + SEM. *p<0.01***p<0.001.
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Figure 7. Neutrophil extracellular trap formation in response to sublethal LPS injection is modulated by
p1-adrenergic blockers. Representative FACS plots for neutrophils in blood (A). Percentage of neutrophil-
producing NETs in blood (B) and heart (C). NET measurement by flow cytometry with H3*/MPO" markers.
Neutrophil activity (MPO*/H3") in response to PMA (50 ng/mL) (D). Neutrophils isolated from mice were treated
with PMA (50 ng/mL) 3 hours before analysis of the activity. In B and C, values are expressed as means + SEM.
In D, the box and whisker plots show the median (line within the box), the IQR (box), and the minimum-to-

maximum values (whiskers). *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001
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Parameters (n=6/group) Control LPS LPS+BB

End-diastolic interventricular septal wall

0.61 £0.08 0.51 £0.07 0.63 £0.04
thickness (mm)

0.9 +0.05 0.88 +0.88 0.97 +0.09
End-diastolic posterior wall thickness (mm)

4.46 £0.03 4.58 £0.11 4.2 0.3

LV end-diastolic diameter (mm)

Ejection Fraction (%) 64.7 £1.9 33428 55 45.0%
E/A ratio 2.07 +0.51 1.0840.26°  1.76 £0.13
Cardiac output (mL/min) 21.65+0.83 6.15+1.127  17.04 £0.94*
Mean Arterial pressure (mmHg) 74.2 £1.4 59.4 +2.57  78.516.6°*
Heart Rate (bpm) 531.5+7.7 480+13"  568.75+33.4%

Table 1. Ultrasound and hemodynamic assessments of cardiovascular parameters 22 hours post LPS
injection (sublethal model). All data are presented as mean + SEM. * p<0.05 control versus LPS; ** p<0.01
control versus LPS; # p<0.05 LPS versus LPS+atenolol; ® p<0.01 LPS versus LPS+atenclol. LPS:

lipopolyssacharide, CLP: cecal ligature and puncture.

37

172



Number of
Expected
down-
Functional gene sets (number of genes in the sets) number of down-
regulated
regulated genes
genes

CLP sepsis model
Acute local inflammatory response (17) 7 0.7
Adhesion and endothelial transmigration of granulocytes 6 0.7

(15) 5 0.5
Monocyte activation (11) 4 0.3
Neutrophil activation (8) 25 3.2
Chemotaxis (185) 17 1.4
Leukocyte migration (83) 4 0.1
Leucocytes adhesion (6) 7 0.8
IL-6 production (45)

LPS sepsis model
Inflammatory response (398) 62 26.6
Regulation of leukocytes activation (191) 32 128
Regulation of T lymphocyte activation (85) 19 57
Regulation of monacyte proliferation (94) 19 6.3
Regulation of cytokine production (201) 34 134

CLP: cecal ligature and puncture.
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Table 2. Gene set enrichment analysis of the genes modulated by esmolol in the LPS (lethal model) and
CLP models. Only significantly enriched functional genes involving inflammation and immune responses are

represented (p<0.05 after Bonferroni correction for multiple comparisons for each row). LPS: lipopolyssacharide,

38



RESULTATS

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Atenonol (0.1 mgfkg, IP) (n=6/group)

Delay (post LPS
0 hour 1 hour 6 hours 8 hours 22 hours

injection)
HR (% of baseline

-101+3 81122 87+14 -109zx1.8* /
value)
MAP (% of baseline

-1.5+29 -8+4.1 -125+48 -46.9+8* /
value)
Mortality within 1

0 0 0 34 100

hour (%)

Atenonol (1 mglkg, IP) (n=6/group)

Delay (post LPS
0 hour 1 hour 6 hours 8 hours 22 hours
injection)
: 18,2+

HR (% of baseline 146£1% -135:43 J J
value) 23
MAP (% of baseline 211 ¢ -63,5+

-19+4 / /
value) 4,2 9,7+
Mortality within 1

0 0 50 100 100

hour (%)

Supplemental Table 1. Effects of atenolol (0.1 mg/kg, IP and 1 mg/kg, IP) on hemodynamic parameters
and mortality. 0, 1, 6, 8, and 22 hours post LPS (22 mg/kg, IP) administration. All data are expressed as mean

+ SEM. * p<0.05, **p<0.01 versus baseline. HR: heart rate, MAP: mean arterial pressure.
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Gene (protein) CLP LPS
Cytokines
TNF (tumor necrosis factor a) -4.40* 1.29
IL1B (interleukin-1B) 751 0.98
IL6 (interleukin-6) -10.89* -12.55*
Chemokines
CCL2 (monocyte chemoattractant protein 1) -5.21* -4.64*
CCL3 (macrophage inflammatory protein 1a) -8.49* -0.06
CCL4 (macrophage inflammatory protein 1B) -8.54* -3.18
CCL5 (RANTES) 448 443
CCL7 (monocyte chemoattractant protein 3) -9.88* --3.36
CCL11 (eotaxin 1) -5.26*  7.60*
CCL12 (monocyte chemoattractant protein 5) 1147 5.29*
CCL19 (macrophage inflammatory protein 38) -7.60* -8.27*
CXCL2 (macrophage inflammatory protein 2) -9.20* -8.60"
CXCL3 (GRO-y) 9.49*  -2.825
CXCL5 (ENA 78) -19.37*  -4.70°
CXCL9 (gamma-interferon-induced monokine) -4.46* AT
CXCL10 (IP-10) -1413*  -20.65*
CXCL11 (interferon-inducible T-cell a chemoattractant)  -5.26* -8.84*
Proteins involved in endothelial transmigration
SELE (E-selectin) 2262¢ 7.3
SELP (P-selectin) -16.75*  -7.65*
ICAM1 (intracellular cell adhesion molecule 1) -8.35% -8.64*
VCAM1 (vascular cell adhesion molecule 1) -8.19* -5.58*

Supplemental Table 2. Esmolol-induced modulation of the gene expression of cytokines, chemokines,

and proteins involved in leukocyte—endothelium adhesion and endothelial transmigration. Values are

given as the fold modulation (positive or negative) in LPS+esmolol mice compared with LPS mice. * p<0.05 after

the Benjamini-Yekutieli adjustment. LPS: lipopolyssacharide, CLP: cecal ligature and puncture.
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Supplemental Figure 1. An example of a gating strategy used to identify live neutrophils in mouse peripheral

blood.
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Supplemental Figure 2. Effect of esmolol infusion on the heart tissue concentrations of chemokines.
Esmolol significantly reduced heart (A) MCP-1, (B) MIP-1a, and (C) MIP-2 levels in the LPS sepsis model. *

p<0.05.
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Supplemental Figure 3. Neutrophil degranulation in response to sublethal LPS injection. Percentage of
neutrophil-producing MPO in (A) blood and (B) heart. Degranulation measurement by flow cytometry with MPO*

/ H3 markers.
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Supplemental Figure 4. Flow cytometry of B1-adrenergic receptor (ADRB1) of neutrophils in LPS and

control groups. Data representative of n=8 animals/group.
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2. EFFET DE L'ADMINISTRATION D'UN B1-BLOQUANT SUR LA NEURO-
INFLAMMATION ET LA FONCTION NEUROMUSCULAIRE DANS UN MODELE
DE SEPSIS PAR INJECTION DE LPS

Publication :

Bourcier CH, Michel-Flutot P, Emam L, Adam L, Gasser A, Vinit S, Mansart A (2023)
B1-adrenergic blockers preserve neuromuscular function by inhibiting the production of extracellular
traps during systemic inflammation in mice.

Frontiers in immunology. 2023 Sep 22. doi.org/10.3389/fimmu.2023.1228374

Décrit pendant des décennies comme protégé du reste de I'organisme par la BHE, nous
savons aujourd’hui que le SNC est particulierement affecté au cours du sepsis, avec des
dysfonctionnements neurologiques tels que la « faiblesse acquise en unité de soins intensifs »,
caractérisée par des troubles du systéme neuromusculaire et un impact négatif sur la fonction
physique. Dans notre premiére étude, nous avons montré que |'administration d’'un f1-bloquant
avait des effets positifs sur la survie et les fonctions d’organes, dont la fonction cardiovasculaire,
et qu'ils pouvaient étre dus a une modulation de la production de ETs. Dans ce second projet,

nous avons donc étudié |'effet de ce méme traitement dans le systeme nerveux central.

Les dysfonctionnements neurologiques résultent bien souvent des conséquences d'une
neuro-inflammation excessive. L'inflammation généralisée induit la production systémique de
chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires et déclenchent I'activation des cellules gliales, du
stress oxydatif et la perméabilisation de la BHE, ce qui entraine linfiltration de cellules
immunitaires périphériques comme les neutrophiles. Cette cascade de processus neuro-
inflammatoires modulent ensuite I'activité neuronale, ce qui contribue, du moins en partie, aux
symptomes observés tels que la réduction de I'excitabilité motoneuronale. Cependant, les acteurs

et les voies médiatrices de cette modulation de I'excitabilité neuronale restent a explorer.

Récemment, il a été démontré que la production des pieges extracellulaires par les
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neutrophiles infiltrants (les NETs) était impliquée dans les processus neuro-inflammatoires
associés aux lésions traumatiques du SNC, en particulier dans la perturbation de la BHE. La
microglie, qui constitue le premier niveau de défense contre les infections grace a sa capacité a
réaliser la phagocytose et la présentation des antigénes dans le SNC, s'est révélée également
capable de produire des pieges extracellulaires (les MIETs) in vivo dans un modele d'infection.
Cependant, il existe tres peu de données sur cette production de ETs dans le SNC, et son

implication potentielle dans le dysfonctionnement neuronal reste a explorer.

Dans cette étude, les objectifs étaient multiples. Nous avons voulu déterminer si les cellules
immunitaires forment des pieges extracellulaires dans le SNC dans un modeéle de choc
endotoxinique par injection de LPS et si ces pieges étaient a l'origine de troubles
neuromusculaires. Enfin, nous souhaitions déterminer si I'administration de B1-bloquants limite

ces effets.

Nous avons observé une infiltration de neutrophiles dans le SNC, une activation de la
microglie et une production de ETs suite a I'administration de LPS. Cette production de ETs induit
des troubles de la fonction neuromusculaire qui peuvent étre réduits suite a I'administration
d'aténolol. En effet, ce p1-bloquant adrénergique a significativement diminué la production de
ETs par la microglie et les neutrophiles, mais a également limité la chute du PEM. Ce lien entre
ETs et troubles de la fonction neuromusculaire a ensuite été confirmé en utilisant un inhibiteur
spécifique de la production des ETs, le sivelestat, qui a montré de effets similaires a I'aténolol sur
la fonction neuromusculaire. Ce traitement par f1-bloquant pourrait donc étre une bonne piste
thérapeutique pour réduire les effets indésirables dans les inflammations sévéres telles que le

sepsis, mais aussi dans d’autres pathologies faisant intervenir les pieéges extracellulaires.
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Severe inflammation via innate immune system activation causes organ
dysfunction. Among these, the central nervous system [CMS) Is particularly
affected by encephalopathies. These symptoms are assoclated with the
activation of microglla and a potential infiltration of leukocytes. These Immune
cells have recently been discovered to have the ability to produce extracellular
traps (ETs). While these components capture and destroy pathogens deleterious
effects occur such as reduced neuronal excitability correlated with excessive ETs
production. In this study, the objectives were to determine {1} whether immune
cells form ETs in the CNS during acute inflammation (2) whether ETs produce
neuromuscular disorders and (3) whether an immunomaodulatory treatment such
as fi-adrenergic blockers imits these effects. We observed an infiltration of
neutrophils in the CNS. an activation of microglia and a production of ETs
following lipopolysaccharide (LPS) administration. Atenolol, a pl-adrenergic
blocker, significantly decreased the production of ETs in both microglia and
neutrophils. This treatment also preserved the gastrochemius motoneuron
excitability. Similar results were cbserved when the production of ETs was
prevented by sivelestat, an inhibitor of ET fomation. In conclusion, our results
demanstrate that LPS administration increases neutrophils infiltration into the
CNS, activates immune cells and produces ETs that diractly impair
neuromuscular function. Prevention of ETs formation by pl-adrenergic
blockers partly restones this function and could be a good target in order to
reduce adverse effects in severe inflammation such as sepsis but also in other
motor related pathologles inked to ETs production.
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1 Introduction

Inflammation iz part of the innate defense mechanism of the
body against infection. A dysregulated inflammation can become
harmful and lead to multiple omgan dysfunction. Among these, the
central nermus system (CNS) is one of the first to be affected {1, 2). It
displays neurotoxic processes characterized by dectroencephal ogram
abnormalities, altered neurotransmission balance, increased
excitotoxicity, impaired long-term potentiation, and neuronal
apoptosis (3). Ultimately, severe inflammation leads to neurological
dysfunctions {4} such as “intensive cam unit-acquired weakness”
(KCUA'W), characterized by disorder of the neuromuscular system
and a negative impact on physical function (5, &), Many patients also
develop 2 common complication characterized by an acutely altered
mental state (from delirium to coma), a high mortality rate, and long-
term cognitive impairments in surviving patients (7, 8.

‘These neurlogical dysfimctions result from (245 neurcinflammation.
‘The gmemlized inflammation leads to the systemnic production of pro-
inflammatary cytckines that enter to the CNS and trigger glial cell
activation, oxidative stress, and blood-brain barrier (BBE)
permeabilization (), resulting in peripheral immune cell infiltration (10,
[1). The diverse neuroinflammatary proceses then modulate neuronal
activity, which contributes, at least in part to the observed syndromes,
such as reduced motoneuronal excitability in the case of KCUAW (12) and
impaired somatsensory evoked potentials (2). However, the actors and
pathways mediating this modulation of neuronal excitability remain to
e explored.

Menminflammation involves diverse immune cells. The earliest
recruited are microglia - resident macrophages (4, 13) and infil trating
neutrophils (14). Neutraphils are usually the first immune cells
recruited following infection, and ame the body’s first line of defense
against bacterial infections. In CNS inflammation, they are recruited by
activated astrocytes due to pro-inflammatory cytokines production
(15). Meutrophils are mainly known for their innate immunity
functions consisting of phagocytosis and the release of granules that
contain toxic substances, allowing the dimination of edmorlular
microrganisms (16). However, in 2004, Brinkman et al. uncovered a
new antimicrobial function of these neutrophils: extracellular trap (ET)
formation ( 17). These neutrophil ETs (NETs) are mainly composed of
chromatin, histones, and various proteins such as myelopenxidase
{MPO} and dagtase. They help the organism eliminate pathogens such
as bacteria (17). Dysregulation of NET formation can lead to
deleterious outcomes such as vascular ocdusions (18) and tisue
damage (19, 20). Recently, this production of ETs by infiltrating
neutrophils was shown to be involved in neuroinflammatory
Pprocesses associated with CIMS$ diseases and CNS traumatic injuries
{21-23), especially in BBB disruption, spinal cord edema aggravation,
and neumnal apoptosis {24). Interestingly micmgia, which are the first
level of defense against pathogens infection by making phagooytosis
and antigen presentation in the CNS (25) have been shown to also
produce extracellular traps (MIETs) in vitro (26-28) and in wivo (21,
26). However, data about this ET production in the CNS are lacking,
and its potential involvement in neurd dysfunction & yet to
be explared.
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In severe inflammation such as sepsis, drug development
attempts have mainly focused on controlling inflammation or
treating organ dysfunction, without significant benefit. Recently,
interest has emerged in Bl-adrenergic blockade due tothe efficiency
af fil-tlockers in reducing inflammation and organ dysfunction
Clinical studies showed a reduction in patient mortality with fi1-
adrenergic hlocker administration (29) by improving cardiovascular
parameters such as heart rate (29, 30} or attenuating acute hing
injury (31}, probably through modulation of the immune response.
Interestingly, Bl-adrenergic Blocker admnistration leads to a
decrease in the production of pro-inflammatory cytokines such as
TNF-¢t and IL-6 (31, 32). Pl-adrenergic blocker also reduce the
number of macrophages (33} and neutrophils (34, 25} involved in
inflammatory and neuminflammatory pathologies.

In this study, we hypothesized that (1) infitrating neutrophils
and activated microglia produce ETs in the CMS during severe
inflammation, {2} these ETs are involved in the modulation of
neuronal excitability and (3) based on their immunomodulatory
properties, fl-blockers should reverse the adverse effect of ET
formation on neuronal excitability. To address these important
questions, we used a predinical model of endotoxemic shock in
mice. We evaluated motoneuronal excitability by recording
gastrocnemius motor-evoked potentials, as well as ET production
by neutrophils and microglia in the lumbar spinal cord where these
gastrocnemius motoneurons are located.

2 Materials and methods
2.1 Ethics statement

‘These experiments were approved by the ethics committee of the
Univesity of Versailles Saint-Quentin-en-Yvelines (CEEA-47; APAHS
#3B573-20220826 10387745 vd) and complied with French and
European laws regarding animal experimentation. The animals were
housed in wentilated cages in a state-of-the-art animal care facility
(2CARE animal facility, accreditation A78-322-3, France), with access
to food and water ad libitum on a 12-hour light/dark cyde.

2.2 Experimental protocol

A total of 180 male Swiss mice (Janvier Labs, France, 25-37 g,
5-7 weeks old) were used in this study. A single intraperitoneal
{i.p.) injection of LFS (22 mgfg, from Escherichia coli O55:E5,
L2880, Merck, Darmstadt, Germany) was used to create our
preclinical endotoxemic shock model. Mice were divided into
different groups: the LPS group {n = 49): the LPS + atenolal
group: a selective Bl-adrenergic blocker (atenolol, 0.1 mg/kg ip,
AstraZeneca, Courbevoie, France) was injected 6 hours post LPS
injection (n = 33); and the LPS + sivelestat group: a sedective ET
inhibitor (sivelestat, abl 4618, Abcam, Cambridge, UK) was injected
4 hours (10 mgkg, ip.), & hours (20 mg'kg, i.p.), and 12 hours (20
mg/kg, i.p.) post LPS injection (n = 16). Contral groups were ako
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used for each condition: the saline group (MaCl 0.9%, Lp.in = 56),
the atenalol group {atenolol, 0,1 mg'kg ip., & hours post saline
injection; n = 14}, and the dvelestat group (NaCl 0.9%, ip. + 3
sivelestat injections at 4, &, and 12 hours post saline injection; n =
12} (Supplemental Figure 1}

Twenty-two hours post LFS injection, the mice wer used for
gastrocnemius MEP recordings or harvested for tissne analysis. This
delay is sufficient to induce a severeinflammatory response but does
not canse the death of the animals which occurs from the twenty-
fourth hour,

2.3 Cell processing for flow
cytometry analyses

The mice (n=91) were first anesthetized with 5% soflurane in
100% O, and then maintained at 2.5% through a nose cone. The left
carotid artery was cannulated. After euthanasia, the animals were
perfused with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, BP2482-1,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in phosphate-
buffered saline 1X (PBS, BEP399-1, Thermo Fisher Scientific,
‘Waltham, MA, USA} at | mL/g of body weight to remove blood
from organs. The lumbar (L1-L6) spinal cord segment was then
dissected out, cut into small pieces, and incubated in L5 mg/mlL
collagenase (11088858001, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany)
and RPMI solotion (Roswell Park Memorial Institute, 1640 Giboo,
11875093, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 37°C
for 20 minutes in 5% CO2. The tissue suspension was then passed
through a 100-um cell strainer (22-363-549, Fisher Scientific,
lkirch, France), resuspended in RPMI, and distributed in a 96-
well plate (650 185, Greiner hio-one, Les Ulis, France) for staining,

To identify microghia, neutrophils, and ETs (saline: n = 16 LPS:
1= 13 atenolal: n =& LPS 4 atenolol: n = 10:sivelestat: n = & LPS
sivelestat: n = §), the cells were resuspended in a mix compased of
cell viahility marker {eBioscience' Fixable Viahility Dye eFlnor
780, Therma Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and SYTOX™
Green (Invitrogen- Thermo Fisher Scientific, Waltham, MaA, USA)
for 1 minute in PBS 1X. Cells were then incubated with anti-TFAM
antibody (20 minutes in RPMI at 4°C), followed by secondary
antibody (20 minutes in RPMI at 4°C, see Table | for antibody

TABLE 1 Antibodies used for cell procedsing befare flow cytometry anstyses
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details) and an antibody mix (30 minutes & 4°C, Table 1). H3
antibody was conjugated with an antibody conjugation kit { DyLight
594, Abcam, ab201801, Paris, France) according to the
manufacturer’s instructions,

For the evaluation of fl-adrenergic receptor quantity (saline
n=11mice; LPSn = 12;LPS +atenalol: n = 9}, cells were incubated
with the antibody mix shown in Table 2 for 30 minutes at 4°C in
PBS IX.

The data was collected with a flow cytometer BD LSRFortessa
1 (BD Life Sciences, Franklin Lakes, MNJ, USA) and analyzed using
Fowjo"™ v10.8.1 Software (RRID : SCR_008520, BD Life Sciences,
Franklin Lakes, N], USA).

2.4 Immunohistochemistry and
tissue processing

The animals used for immunofluorescence analysis (saline n =
6mice; LPS: n = 6, LPS + atenolol: n=6) were anesthetized using 5%
woflurane in 100% Oy for induction and maintained at 2.5%
through a nose cone. The mice were then euthanized by
intracardiac perfusion of heparinized 0.1% (Panpharma, Luitré-
Dompierre, France) saline solution (NaCl 0.9%). The lumbar
segments (LI-L6) of the spinal cord were collected, fixed for 24
hoursat 4°C (formalin 10%, HT501128 Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany), and cryoprotected for 48 hours in 30% sucrose in FBS
1X (Pharmagrade, 141621, AppliChem, Darmstadt, Germany), then
frozen and stored at -80°C. Transversal sections of 30 pm were
obtained with a cryostat (NX70, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) and stored at -20°C in cryoprotectant
{300 g sucrose, 300 mlL ethylene glycol [BP230-4, Fisher
Scientific, Olkirch, France], and 10 g palyvinylpyrrolidone 40
[FVP40- 100G, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany]), adjusted at
1L with PBS 1X, After washing with PBS 1X, antigen retrieval (294
gL tris-sodium citrate solution at pH 6) was realized for 20 minutes
at 96°C. The sections were then permeabilized (0.5% triton X-100
[X100-100ML, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany]) in TES 1X,
blocked (30 minutes at room temperature] in a saturation solution
4% BSA [Bovine Serum Albumin, A0336-50ML, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany], 4% NDS [Normal Donkey Serum, 566460,

Target Reference Fluorochrome
CIM8 Taalegend Case 103137, RRID : AB_Toaiwé: BVSI0
Lps BioLegend Case 128002, RRID ; AB_ 1659241 ParCRICYSS
LysG .M*mﬂﬁllmls,m:h.&_lml 'n-qﬂ
TA/TR | BioLegend Caw 107622, RRID ; AB_493737 [ AbexaFluor 700
[ CDikb . Biolezgnd Caw 100X, RRID : AR_ 755084 . Pacific blue
TRAM Bester {PRA4T} Uncanfugaisd
Secondary antbody goat ané rabbit {Abcam Catk abl 30805, RRID: AT_11156672) APC
MPO | et Biotech Cate HM10S1, RRID ; AB_ 833151 e
3 {citruline R + R +R17) 'Mwmma.mm:mmm 'D,u.l-rm
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TABLE 2 Artibodies used for fil -adrenergic recepto s study before flow cytometry snalysis

Target Reference Fluorochrome
Cus Biclegend Cate 103157, RRID : AR_35613%3 BVEID

LysC ' Biclegend Cave 128012, RRID : AB_1689241 ' PaCBCYSS

LyéG ' Biclegend Cave 137618, RRID : AB_1577261 ' PRALYT

LAJTE ' Biclegend Cate 107622, RRID : AB_493727 ' AdexaFlucr 700
cDitk ' Biclegmd Cate 101224, REID : AT_785956 ' Pacific bine
ADRBI Thi s Cat¥ ba. 04SSR, PE, RRID : AB_11110613 PE

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany], 0.05% triton X-100, 0.05%
Tween 20 [BP337-100, Fisher Scientific, kirch, France]) in TBES
1X, and incubated overnight at room temperature with primary
antibodies (Tahle 3). After washing, secondary antibadies (Tahle 3)
were incubated for 2 hours at room temperature in saturation
solution Nudei were labeled with DAPI (D1306, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) for 10 minutes at room temperatire
(0.0025 mg/mL in saturation solution} and then washed again. The
sections were mounted on slides, dried, and cover-dipped with
fluorescent mounting medium (fluoromount G, Invitrogen-
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Images of the
different sections were captured with a Hamamatsu ORCA-RZ
camera mounted an an Olympus D83 P2ZF micmscope (Takyo,
Japan) ar with a confocal microscope (Leica TCS SPE microscope,
‘Wetzlar, Germany) for higher magnification. Pictures were
analyzed uzing Image] 1.53n software (Imagef, RRID :
SCR_003070, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.5 Electrophysiological recordings of
gastrocnemius motor evoked potentials

The excitability of motoneurons associated with the
gastrocnemius muscde was evaluated (saline: n = 15 mice LPS:
n=10; atenolol: n = & LPS + atenolol:n = 8 sivelestat n= & LPS +
sivelestat: n = &) by electrophysiological recordings of the
gastrocnemius (MEF). Briefly, anesthesia was induced using
isoflurane (5% in 100% ;) and maintained (1%) through a nose
cone, Two microneedle dectrodes were inserted in the left and right
gastrocnemius. A third dectrode was placed subcutaneously as a

TABLE 3 Antibodies used for immuncfiuarescance analyses

ground dectrode. The electrodes were left in place for the entire
duration of the experiment,

Trans-spinal magnetic stimulation, applied above CNS
structures {spinal cord), is known to induce recordable MEP (36).
This stimulation was performed using a magnetic stimulator
MAGPRO R30 (Magventure, Farum, Denmark). The device is
connected to a figure-of-eight coil (Cool-B65, Magventure
Farum, Denmark) that delivers a unique biphasic pulse with a
stimulus intensity expressed as a percentage of the maximum
output of the machine (%MO). Each animal was placed on a
non-magnetic 30-printed custom-made stereotaxic apparatus on
the figure-of-eight coil, orientated at #3* to obtain the maximum
amplitnde {37), with the center of the coil under the cervical level of
the animal. Fach animal received five magnetic stimulation (MS}
pulses, from 40% to 100% MO, with 10% increases (35 pulses in
total), with an interpulse duration above 15 seconds to aveid
repetitive, low-frequency MS-like effects. Gastrocnemins MEPs
were amplified (gain, | k A-M Systems Everctt, WA, USA) and
band pass-filtered (100 Hz to 10 kHz). The signals were then
digitized with an eight-channel Powerlah data acquisition device
lacquisition rate: 100 k/s; AD Instruments, Dunedin, New Zealand)
connected to a computer and analyzed using LabChart § Pro
software (RRID : SCR_017551, AD Instruments, Dunedin,
Mew Zealand).

2.6 Blood-spinal cord barrier permeability

BSCE permeability was determined using Evans blue (EB)
{E2129, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) extravasation. The

Target Reference Dilution
LG {Rat} BlaTlegend Cat# 127601, RRID : AB_10d9179 | 100
M3 fcitraline T2 + R + RIT) (Rabbit) . Abcam Cai¥ ab$103, RRID - AB_14752 I 1o
PO {Rabbif . Therma Fisher Sdentific Caté PAS 1 8672 RRID: AR 11006367 | 11
bl (g} . Abcam Cat# b S076, REID - AB_Z¥3440 | 1400
Donkey and-Rat, Alexa Fluor™ dik Therma Fisher Scdeniific Cast A-212068, RRID - AB_F536754 12000
Donkey ans- Rab b, Alexa Fmar™ 54 l Thermo Fisher Sdentific Cas A-31307, RREID - AB_148657 1000
Dankey ans- Goat Alera Floor™ 847 | Thermo Pt Sclentific Casr A-21447, RRID : AB_2535864 | 1200
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mice (sdline: n = & LPS n = 8) were anesthetized using 5%
isoflurane in 100% () for induction and maintained at 2.5%
through a nose cone. A solution of 50 mg/mL of EB in saline
solution was administered intravenousy by a retro-orbital route
(0.1 mL/10 g body weight). After 2.5 hours, the mice were
anesthetized as described previously and transcardially perfused
with heparinized 0.9% NaCl after enthanasia. The spinal cord was
then collected Each spinal cord was lysed in 200 pL of a 7%
perchloric acid solution (31 1421-50ML, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany) with five Zirconium-Silicate spheres (6913500, MP
Biomedicals, Illkirch, France) using a Precellys Evolution
homogenizer (POD0062-PEVOD-A, Bertin Technologies) and then
centrifuged at 10,000 G for 30 minutes, The samples were diluted
three times in ethanal, and the fluorescence intensity was measured
with an Odyssey Clx Infrared Imaging System (LI-COR
Binsciences). The concentration of dye/g of tissue was determined
using a standard curve of EB in ethanal 100%.

To measure section fluorescence, fluorescein isothiocyanate
(FITC)-albumin (A9771 Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany,
dissalved at 20mg/mL in saline solution) was intravenously
administered by a retro-orbital route (0] mL). The circulation
period of FITC-albumin was ensured for 30 min prior to
cuthanasia. The mice were then anesthetized as described
previowsly and euthanized. The spinal cord was then collected
and Smap-freeze immediately in liquid nitrogen cooled
isopentane. Sections of 30 pm were sliced, then mounted on
slides, dried, cover-slipped with fluorescent mounting medium
(fluoromount G, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Images were captured with a Hamamatsu ORCA-R2
camera mounted on an Olympus 1X83 P2EZF microscope

(Tokyo, Japan).

2.7 Data processing and statistical analysis

For gastrocnemius MEP analysis, five MEPs for each side of
every animal were superimposed and averaged, and the amplitnde
and latency were quantified with LabChart 8 Pro software (RRID :
SCR_017551, AD Instruments, Dunedin, Mew Zealand). Two-way
ANOVA was wsed to compare each condition obtained with the
same MO (percentage of stimulation for MEP measure from 40% to
100% MO} and animal groups.

Far flow ortometry analysis, Flowlo v10.8]1 Software (RRID :
SCR_008520, BD Life Sciences, Franklin Lakes, NJ, USA) was used
to study cell populations and quantification of mean fluorescence
intensity (MFI) for ET markers and Pl-adrenergic
TeCeptor eXpression.

For immunchistochemistry analysis, Image] 1.53n software
(Image], RRID : SCR_003070, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) was used to evaluate Ibal labeling on the
entire spinal cord section. A minimum of 5 spinal sections per
animal were used to evaluate the MFI and the percentage of surface
occupied by Ibal labding per slide for each group.

All data are presented as mean 4 SD. Statistics were considered
significant when p<0.05 {*p) 05, **p<l0 1, *** p<0001 ). Normality
was tested with the Shapiro-Wilk test, The difference between two
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groups was assessed with the two-tailed unpaired Student's t-test or
the non-parametric Mann-Whitney test. Between at least three
groups, the difference was asessed by one-way ANOVA, followed
by Fisher's LSD post hoc or the Kruskal-Wallis test followed by
Dunn's test if normality failed. SigmaPlot 125 software (RBID :
SCR_003210 Systat Software, San Jose, CA, USA) was used for
all analyses.

3 Results

3.1 LPS injection induced microglia
activation and an increase in neutrophil
infiltration in the spinal cord.

‘We first evaluated microglia activation and the presence of
neutrophils in the spinal cord 33-hours after lipopolysaccharide
(LPS) injection, using immunohistochemigry and flow cytometry.
Microglia were identified as CD11b* *** CD45"™* cells
(Supplemental Figure 2). No significant change was observed
between all groups in the frequency of microglia among living
cells in the spinal cord (Supplemental Figure 3). Activation of these
microglia was then identified by change morphology characterized
by swelling of the microglial cell body, thickening of the proximal
processes, and reduction of the distal branching (2£),identifiable by
immunalabeling microglia with Ibal on spinal cord section. LFS
injection indnced morphalogical changes of microglia showing
microglia activation (Figure 1E) compared to the saline group
(Figure 1A), with a significant increase in surface occupied by
Ibal staining (Figure 10} and in mean fluorescence intensity of thal
staining (Figure 1E) for the LPS group compared to the saline
group. The administration of atenolol in animals injected with LPS
{LFS + atenolol group) did not affect the morphalogy of activated
microglia (Figures 1C-E).

Neutrophils were identified as CD11b*, CD45™#, and LysG*
cells (Supplemental Figure 2). The frequency of neutrophils in the
CMS among live cells was increased in the spinal cord 22 hours after
LP5 injection compared to the saline group (119 +0.72% vs_ 025 +
0.17%, respectively, p<0.001), whereas the frequency of neutrophils
was similar between the LPS group and LPS 4 atenolol group
(Supplemental Figure 3). We confirmed the presence of infiltrated
neutrophils in the spinal cords of LPS-treated animals by
immunaostaining of Ly6G on spinal cord sections {Supplemental
Figure ). This effect of LFS on neutrophil was corrdated with an
increase of Evans blue (EB) leakage into the spinal cord tissue
{saline group: 2731 + 7.05 vs LPS group: 81.34 + 2708 ppig of
spinal cord, p<0.001), (Supplemental Figure 4).

3.2 LPS increased the number of fi-
adrenergic receptors on neutrophils
and microglia

We observed the presence of fJl1-adrenergic receptors on the
surfaces of neutrophils {Supplemental Figures 50, E) and microglia
{Supplemental Figure 5F). The administration of LPS induced an
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Surface occupied by

increase in the expression of these receptors in blood neutrophile
(1,521 £+ 1,201 ws. 499 % 6045 [mean fluorescence intensity, MFI]
respectively, p<0.001) (Supplemental Figures 5A, 1) and microglia
(14764 + 2,135 ws. 1370 + 7679 {MFI) respectively, p<0.001)
{Supplemental Figure 5 and 4F) compared to the saline group. The
administration of atenolol did not alter the expression of f1-
adrenergic receptars in neutrophils (Supplemental Figures 50, E)
and microglia (Supplemental Figure 4F) in the LPS + atenolal group
ar atenolal group.

3.3 Atenolol decreased spinal ET
preduction in endotoxemic mice

To determine whether these infiltrating neutrophils and
resident microglia could form ETs in the spinal cord following
LPS injection, we studied the expression of four individual markers
of ETs: citrullinated histone H3 (H2 citr) involved in chromatin

i Immunciogy
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decondensation, myeloperoxidase (MPO, a granular enzyme],
SYTOX (a DNA intercalant agent), and TFAM (a protein linked
to mitochondrial DMA) (29, 40). Studying ETs with a combination
of these markers allows for being more specific and avoiding
false positives.

Expressions of MPO in neutrophils (Figures 24, B) and microglia
(Figures 24, B), H3 citr in neutrophils (Figures 2C, ) and microglia
(Figures 3C, D), SYTOX in neutrophils {Figures 2E, F) and microglia
(Figures 3E, F), and TFAM in neutrophils (Figures 2G, H) and
microgha (Figures 30, H) were significantly increased 22 hours
following the imjection of LPS compared to saline group. The
administration of atenolo]l in animals injected with LFS (LFS +
atenolol group) led to a reduction in MPO (Figures 24, B), H3 dtr
(Figures 20, 1), and "TFAM (Figures 20, H) expression in neutrophils
compared to the LPS group, whereas only a tendency towards decrease
could be oheerved for SYTOX expresson (Figures 2E, F). In microglia,
atenolol administration in animals treated with LPS (LPS 4 atenalal
group) led to a reduction of the expression in SYTOX (Figures 25, F)
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and TFAM (Figures 3G, H) and tended to reduce the expression of
MPO (Figures 3A, B) and H3 citr { Figures 3C, I3} compared tothe LPS
group. As expected, the administration of atenclal alone (atenalol
group) had no significant effect on the expression of MPO in
neutrophils (Figure 2B) and microglia (Figure 38), H3 citr in
neutrophils (Figure 203 and microglia (Figure 303, SYTOX in
neutmphils (Figure 2F) and microghia (Figure 3F), and TEAM in

[+] Coll po, (e, to mode) €

Clll pva, [, s moce)

RESULTATS

WL e ALy

W TRAM (4 L)

K LPS + atanalal

wr | .u'-i;.;!

|u4|
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neutrophils (Figure 280) and microglia (Figure 2H) compared to the
saline group.

We alzo evaluated the frequency of neutrophils and microglia
oo-expressing H3 citr and MPO, which is a better proxy for ET
formation. An increased expression of MPO alone, for instance,
could reflect cell degramlation. We found an increase in the co-
expression of H3 citr and MPO following LPS injection in both
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neutrophils and microglia ( Figures 2f and 3] respectively) compared  microglia (Figure 2K) positive for MPO and H3 citr co-labding
to the saline group (respectively Figures 21 and 31). The compared to the LPS group (respectively Figures 2] and 3f).

administration of atenolol in LPS-treated animals (LPS + atenolol To deepen our analysis, we ako identified ET formation in
group) reduced the proportion of neutrophils (Figure 2K) or  neutrophils and microglia on foced spinal cord tissue. We visualized
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the intraspinal NET production using a neutrophil-specific marker
(Ly6G) combined with a marker of ETs (H3 citr} in LPS-treated
animals. Amaong the neutrophils (LysG* cells), a H3 citr labeling
was abserved outside the cell contour {white arrow) (Figure 21} as
well as a MPO labding (Figure 2M). A similar ohservation was
performed for microglia (identified as Thal* cells) for H3 citr
expression in the LPS and saline group (Figures 31, M)

3.4 Atenolol preserved motoneuronal
excitability in endotoxemic mice

[ 1-adrenergic blockers have a negative effect on the production
of ETs. We wondered whether this antagonist could also have an
impact on the motoneuronal excitability during severe
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inflammation. To address this question, gastrocnemius mator-
evoked potentials were assessed in all groups (Figure 4). No
significant difference was found in terms of latency (ie., the delay
between the stimulation artifact and the beginning of the motor-
evoked potential, MEP), which represents the conduction velocity
{Figure 4B). However, the administration of LPS reduced the
gastrocnemius MEP amplitude 22 hours after the injection. 'This
reduction was significant from 70% to 100% maximum output
{MO) for the LPS group compared to saline-injected animals (815
+ 559 w. 3993 £ 1516 mV, respectively, p<0.001} Interestingly,
atenolol injection in LPS animals preserved gastrocnemins MEP
amplitude (ranging from 80% to 100% MO) compared to LPS alone
{Figures 44, €, D). The administration of atenolol alone (atenalol
group) had no significant effect on gastrocnemius MEP amplitude
compared to the saline group (Figures 4C, D),
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3.5 Sivelestat decreased spinal ET
production in endotoxemic mice

Pl-adrenergic blockers have overall anti-inflammatary effects,
‘We wondered whether the decrease in gastrocnemius MEP
amgplitude we observed could be related to the increase in ET
production by neutrophils and microglia after atenolol
administration. To test this hypothesis, we used sivelestat, an
inhibitor of the neutrophil elastase involved in the formation of
ETs (41, 42).

‘We first verfied the effect of sivelestat on MET and MIiET
production in ow predinical model of severe inflammation. As
expected, the injection of sivelestat in LPS animals (LPS + sivelestat
group) significantly reduced MPO (Figure 5A4), H3 citr (Figure 5B),
SYTOX, (Figure 5C) and TFAM (Figure 5D) expression in
neutrophils compared to the saline-injected LPS group. Similar
results were observed in microglia with sivelestat injection in LPS
animals, e, a significant reduction in MPO (Fgure SE), H3 citr
{Figure 5F), SYTOX, (Figure 5G} and TFAM (Figure 5H)
expression compared to the saline-injected LPS group. In the
same way, the injection of sivelestat in LPS-treated animals
(LPS + sivelestat group) reduced the proportion of neutrophile
(Figure 5K) and microglia (Figure 5M) positive cells for the
combined MPO and H3 citr markers compared to the LPS group
(respectively Figures 51, M).

‘The administration of sivelestat alone (sivelestat group) had no
significant effects on the expression of all the ET markers in
neutrophils (respectively Figures 5A4-0) and microglia
(respectively Figures 5E-H) compared to the saline group.

3.6 ET formation was directly involved in
motoneuronal excitability

Gastrocnemins MEPs were then recorded in animals injected with
sivelestat. The sivelestat administration in the LPS and saline groups
had no effect on nerve conduction evaluated by latency analysis
(Figures 64, B). Interestingly, the reduction in ET formation
following the sivelestat injection in LPS-treated animak (LIPS +
sivelestat group) preserved the gastrocnemins MEP amplitude
{significant from &0% to 100% MO} compared to the LPS group
(26,13 £ 578 vs 815 + 5.89 mV, mspectively, p<0.01}, (Figures 60, D).

4 Discussion

In this study, we showed for the first time that infiltrating
neutrophils and microglia formed ETs in the spinal cord during
endotoxenyic shock, This prduction was associated with a reduction
in motoneuronal excitability, Interestingly, the inhibition of ET
pmduction by pl-adrenergic blockers or a specific ET inhibitor
(sivelestat) partially preserved motonenronal function.

MNeutrophils are peripheral immune cells known to display
upregulation of their activities during severe inflammation,
associated with infiltration of the CWNS (14, 43) as shown in
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Supplemental Figure 2, This infiltration is due to an increase in
leukocyte diapedeses or permeabilization of the blood-spinal cord
barrier (BSCE), as shown in Supplemental Figure 4, facilitating the
passage of thesecells into the CHS (1), Neutrophils arealso known
for producing ETs (17) in various infections or autoimmune
pathologies and in different organs such as spinal cord tissue (21,
24, 44). However, the formation of ETs in the CNS during severe
inflammation has never been described before and is not limited to
neutrophils. As observed in this study, microglia can ako produce
ETs as already observed in vitro (28) and in vive (26, 27) in other
pathologies impacting CNS homeostasis.

With dysregulation of ET production, adverse effects have been
ohserved, such as vasoular ocdusion (1%} and organ dysfunction
(19, 20). These may be due to the intrinsic properties of ETs and the
future of the cells that release them. Two types of ET have been
ohserved: vital and suicidal The fundamental differences are the
nature of the inciting stimuli and the timing of the ET release. The
formation of suicidal ETs has been primarily demonstrated in the
context of chemical stimulation such as PMA (Phorbal 12-
myristate 13-acetate) and requires hours {45), In contrast, the
formation of vital ETs has been demonstrated with microbial
malecular models, particularly after LPS administration, and is
achieved much faster (45). Thus, the analysis of ET formation in
this present study was restricted, to the vital form with the
expression of specific ET cdl markers on alive cells with intact
membranes. We also analyzed the combination of markers such as
H3 citr and MPO, considered representative of specific vital ETs
formation (46), H3 citr is involved in chromatin decondensation,
and MPO, a granular enzyme, is involved in nuclear
decondensation. In addition to H3 <itr and MPO for ET labeling,
SYTOX, a DNA intercalant agent, and TFAM, a protein associated
with mitochondrial DNA (40, 47), were used While the four
markers confirmed the production of ETs during severe
inflimmation for neutrophils and microglia, TFAM also
suggested an initial production only a few hours post infection.
Vital ETs are probably formed by nuclear DINA at the initial stage,
and later by mitochondrial DN A (48).

Recently, it has been demonstrated that fil -adrenergic receptors
could modulate NET production (34, 49). In addition, a reduction
in the production of ETs in the lung has been reported in COVID-
19 patients following fl-adrenergic blocker administration (34).
However, fil-adrenergic blocker administration after a massive
inflammation induced by an mxogenous component, such as LPS,
has never been evaluated in the CNS before. This ET modulation by
£1-adrenergic blockers (Figures 2, 3) could be achieved either by a
modulation of the number of immune cells infikrated or by a
modulation of the number of I -adrenergic receptors expressed by
these immune cells. The first hypothesis is not confirmed because
the percentage of neutrophils or microglia among CD45 positive
cells was similar between the LPS and LPS + atenclol groups
{Supplemental Figure 3). Regarding the number of fl-adrenergic
receptors present on immune cells, their expression at their surface
has been dehated. Neutrophils have long been shown to express fi2-
adrenergic receptors on their surface but no [l-adrenergic
receptors (50), whereas recent studies have shown both receptors
present an neutrophils (51} In this study, we confirmed that (1)
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neutrophils and microglia express il -adrenergic receptors on their
membrane surfaces, and (2) after systemic LPS administration, the
number of membrane receptors is increased. Interestingly, the
administration of 81-adrenergic blockers did not significantly
change the number of infiltrating neutrophils and microglia in
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the spinal cord (Supplemental Figure 5), whereas a reduction in ETs
production was observed in the spinal cord tissue, (Figures 2, 3) as
well as a beneficial effect on neuromuscular function by preserving
MEP amplitude (Figure 4). This last effect suggests a modulation of
reactive oxygen species production in motoneurons. This oxidative

192

fron tersinong



Bourger et sl

RESULTATS

103389 M 2023 1228 574

T 1% 8
, £
He = ]
= = °
M= -
[¢] - D
80 e raine rer . -
5 + sivelestat
§ |35 DR
% LPS + sivelestal L L/'T - E
o + [ "
£ J D N i
E §o= o,' N - 1 _.JI. ! i

Stimulation (%)

FOATRE §

Sraatasiat Bmiad the LPS-induced decrefss MEP ampituds. Representative molor svoied potentisl reconding & 100X, 700, and 400K of the

apacy of the TMS col (A). Lstenay
itat fihakl] {B) geoucs. D nification
Mungeciel, LIPS jred) and LPS+ sivelestat e

i &
g

a0 001 ** 5=0001 sabne vi LPS group fram 70 i 100% * p<001

stress is a common denominator in the pathology of
neurodegenerative disorders.

To determine whether a direct link exists between the decrease
in ET production after Bl-blocker administration and the
preservation of neuromuscular excitability, we injected a specific
inhihitor of ET production. Sivelestat specifically inhibits elastase,
which is required during the initial step of ET formation. Fallowing
the sivelestat injection, ET production was reduced (Figure 5), and
MEP amplitude preservation was observed (Figure 6} This result
suggests a deleterions role of ETs on neuromuscular function in our
endotoxemic mice model, similar to what has been demonstrated in
other pathologies, such as spinal cord injury, when inhibitors of ETs
were administered. An improvement in motor function was
observed following the administration of ET inhibitors such as
Cl-amidine, which ihibits the enzyme peptidylarginine deiminase
4 (PAD4), involved in histone citrullination (24), based on the
Basso, Beattie, and Bresnahan test score (BBB Score), or sivelestat,
based on PEM amplitude and the BEB score (52}, In sepsis, a study
showed postive effects on neuromuscular function following the
administration of ulinastatin, an inhibitor of serine proteases
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including elastase, which potentially allowed inhibiting the
production of ETs, without having mentioned it (13).

4.1 Limits of the study and interest
for humans

The concentration of [1-blockers was determined to limit
significant effects on cardiovascular parameters such as heart rate
and arterial pressure in our mode (heart rate: -B7 # 16% of
basdine value and mean arterial pressure: -12.5 ¢ 4.8% of baseline
value at & hours post LPS injection and 10 minutes post atenolal
administration). Moreover, atenolol has a good Pl-adrenergic
receptor specificity and a sufficient half-life for our protocal (52}

Interestingly, gastwcnemius MEPs (latency and amplitude] can at
least partly eflect the state of the motor neurons, the nerve conduction,
the neuromuscular junction, and the state of muscular contractility.
1P model being characterized by a systemic inflammation, we cannot
nile out that the observed functional effect (MEP amplitude reduction)
was not also partly due to muscle inflammation through, for example,
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ET production by neutrophils and monocytes or monocyte-derived
macmphages that infilkrate the muscles,

4.2 Conclusion

In condusion, our results show that LPS increased neutrophil
infiltration in the spinal cord, activated microglia cells, led 1o ET
formation, and decreased neuromuscular funcion. Moreover, the
results showed a beneficial effect of Pl-adrenergic blocker
administration on ET formation and neuwromuscular function
evaluated by MEP amplitude. The link between ETs and
neumnmuscular fanction was confirmed following the administration
of a specific inhibitor of ETs. Thus, the modulation of ET formation
during inflammatory-related diseases could have beneficial effects on
patients to limit neuramuscular function disagreements. It could also
e beneficial for other neuroinflammatory pathologies associated with
mator function disrders, such as spinal cord injuries
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A. Model Treatments Analysis
induction 1
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LPS (22 mg/kg, i.p.) 1 Atenolol (0.1 mg/kgi.p.) 1 MEP recording,
or NaCl (0.9%, i.p.) } or NaCl (0.9%i.p.) | samplings
B. Model Treatments Analysis
induction 1
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or Nacl (0.9%, i.p.) or NaCl (0.9% i.p.) or NaCl (0.9%i.p.) or NaCl (0.9%i.p.) 1  samplings

Supplementary figure 1

Experimental protocol. A single injection of lipopolysaccharides (LPS) was used to create our preclinical
endotoxemic shock model. Mice were divided in different groups: LPS group (A), LPS + atenolol (atenolol was
injected 6 hours after LPS injection) (A), LPS + sivelestat group (sivelestat injected at 4 hours (10 mg/kg), 8
hours (20 mg/kg), and 12 hours (20 mg/kg) after LPS injection) (B).Controls groups were also used for each
condition: saline group (NaCl 0.9%) (A), atenolol group (atenolol was injected 6 hours after the injection
saline) (A), and sivelestat group (3 of sivelestat injections 4, 8, and 12 hours dfter saline injection) (B).
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Supplementary figure 2

Gating strategy for neutrophils and microglia. Gating strategy used to differentiate CDT1b+
and CD45int microglia and CD11b+, CD45high and Ly6G+ neutrophils for a representative animal of saline,
LPS, and LPS + atenolol groups.
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Supplementary figure 3

Frequency of neutrophils and microglia among living cells in spinal cord. Flow cytometry analysis of the
frequency of neutrophils among living cells, in the saline, atenolol, LPS, and LPS + atenolol (A) groups. Flow
cytometry analysis of the frequency of microglia among living cells, in saline, atenolol, LPS and LPS + atenolol
groups (B) groups. Representative picture of entire spinal cord transversal section (low thoracic to high lumbar
segment), labeled with Ly6G (neutrophil marker, green), for saline and LPS groups (C), counterstained with
DAPI (blue). The grey matter is delimited with white dashed line. *** p<0.001.
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Supplementary figure 4

LPS administration promoted blood-spinal cord barrier disruption. Quantification of Evans blue (EB) leakage in
cervical spinal cord (A). Representative fluorescence image of FITC (green) in blood vessels in cervical ventral
spinal cord for saline and LPS groups (B). White arrows show an increase in FITC leakage from blood vessel in

the LPS group. *** p<0.001.
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Supplementary figure 5

LPS increased the expression of B1-adrenergic receptors in neutrophils and microglia. Fluorescence intensity for
a representative animal of each group for blood neutrophils (A), neutrophils in spinal cord (B), and
microglia (C). Quantification of mean fluorescence intensity (MFI) of 1-adrenergic receptors (ADRB1) on blood
neutrophils (D), spinal cord neutrophils, (E) and microglia (F). *** p<0.001.
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Résultat complémentaire : vérification de [linfiltration tissulaire des

neutrophiles

Les neutrophiles peuvent rester accrochés a I'endothélium lors de la diapédése, ou bloqués
dans des vaisseaux sanguins. Afin de vérifier que les neutrophiles que nous avons étudiés dans
cet article étaient réellement infiltrés dans la moelle épiniére, nous avons injecté in vivo chez la
souris des anticorps anti-CD45, un antigéne exprimé sur toutes les cellules hématopoiétiques du
systtme immunitaire. L'anti-CD45 couplé au fluorochrome FITC a été injecté par voie
intraveineuse avant le sacrifice de I'animal, marquant ainsi toutes les cellules immunitaires
circulantes. Dans un second temps, les cellules ont également été marquées in vitro avec un anti-
CD45 couplé au fluorochrome BV510. Les neutrophiles infiltrés dans les tissus seront donc BV510
positifs mais FITC négatifs. 95 a 99 % des cellules immunitaires présentes dans le sang ont été
marquées en 2 minutes, alors que seulement 20 % des neutrophiles (figure 27) étaient positifs
pour cet antigene dans notre section de moelle épiniere (segment thoracique bas a lombaire haut)
des animaux traités au LPS aprés lavage : cela indique que seuls 20 % des neutrophiles étudiés
n'étaient pas infiltrés dans le tissu. Ce résultat nous permet de confirmer que la majorité (80 %)
des cellules que nous avons étudiées sont réellement infiltrées dans la moelle épiniere et ne se

trouvaient dans la circulation sanguine.
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Figure 27 : Confirmation de l'infiltration des neutrophiles.
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Marquages des neutrophiles présents dans les échantillons de moelle épiniére a l'aide d'un anticorps CD45
conjugué au FITC injecté in vivo, et d’un anticorps CD45 conjugué BV510 in vitro afin de confirmer que les
neutrophiles étudiés sont réellement infiltrés dans le tissu chez les animaux contréles (A) ou traités au LPS (B).
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3. CONSEQUENCES DE LA PRODUCTION DE PIEGES EXTRACELLULAIRES SUR
LA FONCTION NEUROMUSCULAIRE AU COURS DU SEPSIS

Publication : Bourcier CH, Adam L, Emam L, Vinit S, Mansart A.
Microglia extracellular traps produce neuromuscular dysfunction during sepsis in mice
Cet article est en cours de rédaction: j'ai intégré dans ma thése l'introduction, les résultats

principaux ainsi que la discussion.

Au cours du projet précédent, nous avons étudié le role des ETs dans le SNC dans un
modele de choc endotoxinique répandu pour |'étude du sepsis mais plus inflammatoire et plus
« rapide » que ce qu'il peut se passer chez 'Homme. Il était alors intéressant d'évaluer si le méme
processus était retrouvé dans le modéle CLP, reconnu comme moins inflammatoire et plus
représentatif de ce qui est observé dans la pathologie humaine, et ce afin de confirmer le lien

entre la réponse neuromusculaire et la production de ETs au cours du sepsis.

Au cours de cette étude, nous avons confirmé le caractere moins inflammatoire du modele
CLP, avec une production de cytokines plus faible que dans le modéle LPS, et avec une infiltration
de neutrophiles au sein du SNC moindre dans ce modeéle. Cependant, les neutrophiles infiltrés
produisent des ETs, tout comme les monocytes et la microglie. Nous avons donc cherché a
déterminer si la quantité produite était corrélée a I'état de la fonction neuromusculaire. Cette
étude a permis de mettre en évidence que les troubles neuromusculaires semblent
majoritairement induits par les MiETs indépendamment de I'inflammation, comme nous avons pu
le montrer avec le sivelestat. Ces MIETs sont eux-mémes induits par |'activation de la microglie
suite a l'infiltration de neutrophiles, indiquant I'existence d'un lien indirect entre les neutrophiles
et les troubles neuromusculaires, mais plus encore un lien direct entre les MIETs et les troubles

neuromusculaires.
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Title

Microglia extracellular traps produce neuromuscular dysfunction during sepsis in mice

Abstract

Sepsis via innate immune system activation causes organ dysfunction. Among these, the central
nervous system (CNS) is particularly affected by sepsis-associated encephalopathies. These symptoms
are linked with the activation of microglia and a potential leukocyte infiltration. These immune cells have
recently been discovered to have the ability to produce extracellular traps (ETs). While these
components capture and destroy pathogens, deleterious effects occur such as reduced neuronal
excitability with excessive production. In this study, the objectives were to determine (1) whether
immune cells form ETs in the CNS by using two current models of sepsis: lipopolysaccharide injection
(LPS) and cecal ligation and puncture (CLP); (2) whether ETs produce neuromuscular disorders in these
models, and (3) whether a threshold is necessary to produce these disorders. Our results demonstrate
a significant systemic inflammation for both models. As expected, the LPS administration increases
leukocyte infiltration into the CNS, activates immune cells and produces ETs, which interestingly directly
impair the gastrocnemius motoneuron excitability. Sivelestat, an inhibitor of ET formation significantly
decreases the production of ETs in both microglia and leukocytes and induces a preservation of the
neuromuscular function without decrease of the inflammatory response. This infiltration of leukocytes
and production of ETs is also observed using the CLP model, at a lower stage, without neuromuscular

dysfunctions, suggesting that the CNS has an ET threshold to display these deleterious effects.
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Introduction

Sepsis is defined as life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response
to infection (Singer et al. 2016). This pathology is often associated with an exacerbated production of
inflammatory mediators that are mainly produced within tissues(Cavaillon et al. 2006). Although a
systemic process, the pathophysiological events differ from organ to organ leading to the concept of
compartmentalization. The nature of the insult, the cellular composition of each compartment and its
micro-environment have a great influence on local inflammation and on tissue injury.

Brain dysfunction is a poorly explored complication of sepsis, but it contributes to the
pathogenesis of sepsis, and reciprocal interactions between the immune and central nervous systems
are now considered to be major components of the host response in sepsis (Sharshar et al. 2006). These
interactions contribute to severe inflammation and neurological dysfunctions such as “intensive care
unit-acquired weakness” (ICUAW), characterized by disorder of the neuromuscular system and a
negative impact on physical function (Jolley et al. 2016; Schefold et al. 2010). Patients may also develop
a complication characterized by an acutely altered mental state, a high mortality rate, and long-term
cognitive impairments in surviving patients (Ren et al. 2020; Tauber et al. 2021). These consequences
are due to the absence of an effective therapeutic strategy, explained by the lack of precise knowledge
of pathophysiological mechanisms.

Triggering the cellular pathway of the immune system causes an excessive release of cytokines,
chemokines, and other inflammatory mediators. This inflammatory response activates several immune
cells and systems such as extracellular traps (ETs) formation. Described in 2004 (Brinkmann et al. 2004)
and identified in most of immune cells involved in both innate and adaptive immune responses
(Conceigdo-Silva et al. 2021), this process had been defined as a mechanism different from apoptosis
and necrosis. In terms of location, ETs can be virtually seen in all tissues, and prevent the dissemination
of pathogens. The presence of enzymes on their surface can degrade inflammatory mediators, which
could lead to a decrease in the inflammatory process, promoting the resolution of lesions. Unfortunately,
excessive production of ETs may be involved in the formation of tissue injury (Vaibhav et al. 2020) such

as neurons dysfunctions and blood-brain barrier disruptions.

In this study, we hypothesized that (1) immune cells produce ETs in the CNS during sepsis, (2)
these ETs are involved in the modulation of neuronal excitability, (3) based on their specific properties,
ETs inhibitors should reverse the adverse effect of ET formation on neuronal excitability and (4) an ET
threshold is necessary to trigger these effects. To address these questions, we used two preclinical
models of sepsis in mice: endotoxemic shock by intraperitoneal injection of lipopolyssacharide (LPS) and

cecal ligation and puncture (CLP). We assessed the motoneuronal excitability by recording
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gastrocnemius motor-evoked potentials (MEP), as well as ETs production by immune cells located into

the lumbar spinal cord, where these gastrocnemius motoneurons are located.
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Discussion

The CNS is defined as an “immune privileged site,” most likely due to the presence of the highly
impenetrable blood brain barrier (BBB). However, studies have demonstrated flexibility in the BBB in
response to neurcinflammation (Kanashiro et al. 2020; Patabendige et al. 2023). This process, generally
defined as the response of brain cells to infection, is emerging as a central mechanism of brain
dysfunction, and involves infiltration of circulating immune cells to the brain following resident immune
cell activation (Mammana et al. 2018; Shastri et al. 2013). During sepsis, a systemic inflammatory disease
defined as life-threatening organ dysfunction (Singer et al. 2016), the neuroinflammation contributes to
neurological dysfunctions resulting in disorder of the neuromuscular system and a negative impact on

physical function (Jolley et al. 2016; Schefold et al. 2010). Multiples mechanisms contribute to this

impairments in sepsis has currently emerged.

Whereas phagocytosis, degranulation, and oxidative killing mechanisms have been studied for
decades and are now considered classical features of an important part of immune cells, the
consequences of the production of ETs remains partial. Described for the first time in 2004, this process
involves the extrusion of chromatin fibers outside the cell adorned with antimicrobial peptides and
enzymes (Brinkmann et al. 2004). A variety of immune cells can realize this process (Gurski et al. 2022;
Michel-Flutot et al. 2022) which is the result of immune cell pyroptosis, and involved two key pathways:
suicidal and vital ETosis pathways (Tan et al. 2021; Yang et al. 2016). Suicidal ETosis is associated with
reactive oxygen species (ROS) (Delgado-Rizo et al. 2017). The release of chromatin structures into the
extracellular space is caused by osmotic pressure imbalance inside and outside the cell membrane,
leading to cell death {(Evavold et al. 2018). Vital £
ions, an activation of peptidylarginase deaminase 4 (PAD4), and release of ETs (Li et al. 2020). A third
pathways, defined as noncanonical, is also described. In this process, the accumulation of atypical
inflammasomes and the activation of caspases lead to the relaxation of chromatin, and the extrusion of
DNA (Zou et al. 2023). Despite differences, all these pathways have the same objective: the destruction
of the pathogens. However, dysregulation of ET production may produce vascular occlusion, cellular
dysfunction (Czaikoski et al. 2016; Shen et al. 2017), and possibly neuromuscular dysfunction (Vaibhav
et al. 2020).

In the present study, we confirmed the production of these ETs in the spinal cord using a LPS
model. This analyze was limited to vital ETs as they are produced much faster than suicidal, they were
already observed using microbial molecular models (Comim et al. 2011), and the serotype 055:B5

employed is specific of this type of ETs (Pieterse et al. 2016). Thus, the analysis of ET formation was
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restricted to specific ET cell markers on alive cells with intact membranes: H3 citr (involved in chromatin
decondensation), MPO (granular enzyme), SYTOX (DNA intercalant agent), and TFAM (protein associated
with mitochondrial DNA) (Kloss et al. 2001; Yipp et al. 2013). We also analyzed the combination of
markers such as MPO and H3 citr, considered representative of specific vital ETs formation (Jin et al.
2020). These four markers and the combination confirmed the production of ETs (22 hours post LPS
administration) in the spinal cord for circulating immune cells and microglia. This production is
responsible to neuromuscular disorder as suggested by the reduction of MEP amplitude, and their
negative effect was reduced following sivelestat administration. Specific inhibitor of ET production,
sivelestat inhibits elastase, which is required during the initial step of ET formation.

This positive effect has already been observed following the administration of ulinastatin, an
inhibitor of proteases including elastase, which allowed inhibiting the production of ETs (Xie et al. 2017)
during sepsis, and in other pathologies, such as spinal cord injury. Both inhibition of ETs formation by
peptidylarginine deiminase 4 (PAD4) inhibitor and disruption of ETs by DNase 1 alleviate secondary
damage, thus promoting functional recovery and restraining scar formation. An improvement in motor
function was also observed following the administration of ET inhibitors such as Cl-amidine, which
inhibits PAD4, involved in histone citrullination (Feng et al. 2021), or sivelestat, based on PEM amplitude
(de Coupade et al. 2004).

This production of ET is probably linked to the inflammatory cytokines produced within the first
hours following LPS administration. The presence of inflammatory cytokines in the spinal cord is a
hallmark of systemic inflammation, and treatment of immune cells from healthy subjects with TNFaq, IL-
1B, or IL-8 enhanced ETs formation. At the opposite, pre-incubation of plasma from SIRS with TNFa, IL-
1B, or IL-8 antibodies reduced the ETs release (Keshari et al. 2012). Thus, the production of ETs probably
depends of cytokines, but the negative effect on PEM is due to ET and not cytokines as sivelestat reduced
ET production but not cytokines production in our LPS model. This lack of effect of a specific inhibitor of
ET on cytokines production is controversial. A down-regulation of cytokines through degradation by ET
products has been reported (Benabid et al. 2012) whereas others indicated an upregulation of pro-
inflammatory cytokines in similar conditions (Domon et al. 2018). This difference may be due to doses
of ET inhibitors, but does not call into questions the effects of sivelestat on ET and the absence of effect

on cytokines in our experiments.

The LPS animal model has several essential advantages, including high reproducibility,
particularly in the inflammatory response elicited. Few hours after LPS administration, high levels of pro-
inflammatory cytokines are released (Remick et al. 2000). This leads to rapid development of systemic
inflammatory response syndrome (Recknagel et al. 2013; Stortz et al. 2017). However, this model does

not exactly reproduce the characteristic features of human sepsis (Buras et al. 2005; Deitch 1998). Thus,
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we decided to reproduce our result on a cecal ligation and puncture model with a view to extrapolate
the results to human in the future. This model is recognized to have significant compatibility to human
sepsis (Dejager et al. 2011; Hubbard et al. 2005) with a mixed microbial flora. After CLP induction,
immune, hemodynamic, and biochemical responses similar to human sepsis are produced. In line with
septic patients (Chen et al. 2021), CLP mice model exhibited ET formation (Luo et al. 2014) as observed
in circulating immune cells. Although this effect is observed at lower stage in spinal cord associated to a
lower infiltration. These low effects cannot shift microglia toward a more proinflammatory phenotype
and contribute to neuroinflammation as suggested by Hanzai Z et coll. (Hanzai Z, Aging 2021). When
ramified microglia are stimulated by LPS, activation pathways cause them to transform into activated
microglia which produce ET (Cai et al. 2014). In addition, excessive activation of microglia induces an
increase in pro-inflammatory cytokines which maintain the loop: infection, activation of resident cells,
production of cytokines and chemokines, infiltration and activation of circulating immune cells,
production of ET, production of cytokines, etc. At the opposite, a too low stimulation of the microglia

keeps them in a ramified morphology which maintains a more immunologically stable environnement.

In conclusion, a significant systemic inflammation was observed for LPS and CLP models. As
expected, the LPS administration increases leukocyte infiltration into the CNS, activates immune cells
and produces ETs, which interestingly directly impair the gastrocnemius motoneuron excitability.
Sivelastat, an inhibitor of ET formation significantly decreases the production of ETs in both microglia
and leukocytes and induces a preservation of the neuromuscular function without decrease of the
inflammatory response. This infiltration of leukocytes and production of ETs is also observed using the
CLP model, at a lower stage, without neuromuscular dysfunctions, suggesting that the CNS has an ET

threshold to display these deleterious effects.
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Figure 1: Both LPS and CLP septic model induced dramatical cytokine increase in blood and spinal

cord tissue.

IL1B, IL6 and IL10 were measured in plasma and in the spinal cord supernatant at 6h and 22h post
LPS or CLP model induction by ELISA. Spinal cord soluble factors were measured in tissue
digestion media supernatant after spinal cord dissociation without cellular lysis. Results are
expressed as pg/ml of cytokines in plasma or pg/mg of cytokines in spinal cord tissue (A). Spinal
cord supernatant was also measured for additional soluble factors using Microglia/macrophages
Legendplex panel (B). NaCl ip injected animals and Sham animals were used as control for LPS
and CLP model respectively. Mann-Whitney t-test was used to analyze cytokine induction at 6h
and 22h compared to control group, *<0,05, **<0,001, ***<0,0001, ****<0,00001.
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Figure 2: Infiltrating and resident immune cells in the spinal cord produced extracellular traps in
both LPS and CLP model at 22h.

Flow cytometry analysis of cell count in spinal cord. Count of microglia, monocytes and
neutrophils was calculated per mg of spinal cord tissue. Individual value for each animal was
shown in histogram with mean + SEM for NaCl, LPS, sham and CLP groups (A). Flow cytometry
analysis of the relative expression of Ets markers expressed at microglia, monocytes and
neutrophils cell surface among cells displaying an intact plasma cell membrane. Expression of
Sytox, Tfam, MPO and H3Cit was expressed as mean fluorescence intensity (MFI), arbitrary unit
(a.u). Individual values were shown in histogram for each animal with mean + SEM for each group.
Mann-Whitney t-test was used to compare ETs expression level for each marker in each
population between LPS and NaCl group and between CLP and sham group, ns, p>0,05; *, p<0,05;
** p<0,001; ***, p<0,0001
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Figure 3: LPS but not CLP model promoted motor-evoked potential amplitude decrease at 22h

Representative motor-evoked potential (MEP) amplitude recorded at 100% of the maximum
capacity of the TMS coil measured in mice 22h post LPS or CLP model induction. NaCl i.p or Sham
animals were used as control for LPS and CLP group respectively (A). MEP amplitude histogram
representation of individual value for each animal in NaCl, LPS, Sham and CLP group measured at
100% of the coil's capacity (B). Quantification of MEP amplitude after stimulation from 40% to
100% of the coil's maximum for LPS (left panel) or CLP (right panel) group compared to their
respective control (C). Mann-Whitney t-test was used to analyze PEM amplitude variation between
NaCl and LPS group or between Sham and CLP group, ns = no significant, ***<0,0001.
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Figure 4: Extracellular traps inhibitor drug (sivelestat) does not impact global inflammation at
22h post LPS injection

Sivelestat (Siv) was used as a drug to reduce ETs in LPS injected animals, through neutrophil
elastase specific inhibition. IL-1B, IL-6 and IL-10 were measured in plasma and in the spinal cord
supernatant at 22h in LPS and in LPS + Siv group by ELISA. Spinal cord soluble factors were
measured in tissue digestion media supernatant after spinal cord dissociation without cellular
lysis. Results are expressed as pg/ml of cytokines in plasma or as pg/mg of cytokines in spinal
cord tissue and shown through histogram representation with mean + SEM for each group (A).
Survival rate at 22h was measured in LPS and LPS+Siv groups. Results were expressed in
percentage. 100% was attributed to alive animal and 0% was attributed to deceased animal 22h
post LPS injection. Individual value for each animal and Mean + SEM were shown for each group
(B). Mann-Whitney t-test was used to compare cytokines concentration and survival rate
difference between LPS and LPS + Siv groups (ns, p>0,05; * p<0,05)
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Figure 5: Extracellular traps produced by microglia significatively affected MEP amplitude.

Flow cytometry analysis of immune cells producing ETs defined as Sytox*MPO™ cells. Representative flow
cytometry speudocolor plot image of Sytox and MPO expression in Microglia, monocytes and neutrophils
in NaCl, LPS, Sham and CLP groups (A). XY graphs showing the number of neutrophils per mg of spinal cord
tissue (Y) versus frequency of Sytox*MPO* cells (X). Spearman correlation test was used to determine r and
p value for each graph. ** p<0,001, ***p>0,0001 and linear regression was shown when significant
correlation occurred (B). A linear regression was used on the MEP data from all animals in each group (NaCl,
Sham, LPS and CLP) to evaluate the percent of animals in which MEP values were considered unaffected or
negatively affected. These two groups have been designed by calculating the relative frequency of animals
in each group using the Chebyshev's theorem (MEP mean + (0,5 to 5) standard deviation (SD)). Regression
coefficient R? was calculated. According to this theorem, 23% of our animals displayed a negatively affected
MEP, while 77% display a MEP value considered unaffected. In these two groups, the frequency of microglia
producing Ets defined as Sytox+MPO+cells was reported. Mann-Whitney t-test was used, ***p<0,0001 (C).
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Supplementary figure 1:

Gating strategy of immune cells in Spinal cord
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Supplementary figure 2:

LPS model but not CLP model induced blood neutrophilia
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Résultat complémentaire: le modéle LPS induit une augmentation de
I'expression des CSPGs

En complément et afin d'explorer les processus inflammatoires dans les deux modeéles, nous
avons marqué les CSPGs, qui reflétent I'inflammation dans le tissu, sur des coupes transversales
de moelle épiniere. La famille des protéoglycanes est connue pour se lier et réguler la fonction
d'un certain nombre de protéines, par exemple les chimiokines. Ils sont également impliqués dans
le recrutement et l'activation de cellules immunitaires (Stephenson et al. 2018). Nous avons
observé une augmentation de l'intensité du marquage apres I'administration de LPS par rapport
aux animaux du groupe contrdle, alors qu'il n'y avait aucune différence significative entre les
animaux des groupes CLP et sham (figure 28). Ce résultat confirme que le niveau d'inflammation
n'est pas identique entre les deux modeéles, comme les données obtenues sur les taux de cytokines
le laissaient penser. Ce résultat est également en adéquation avec nos données sur le recrutement
de cellules immunitaires : dans le groupe CLP, nous avons observé une moindre infiltration de ces

cellules dans la moelle épiniére, a l'inverse des animaux du groupe LPS.
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Figure 28 : Expression des CSPGs induite par le LPS sur la moelle épiniere.
Image représentative de 'ensemble de la section transversale de la moelle épiniere (segment thoracique bas a
lombaire haut) marquée avec WFA pour les groupes solution saline, LPS, sham et CLP (A). Quantification de

lintensité moyenne de fluorescence (MFI) (B) pour les groupes solution saline (orange), LPS (rouge), sham (vert)
et CLP (bleu). Solution saline n=5, LPS n=5, sham n=6, CLP n=6.* p<0,05
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4. FORMATION DE PIEGES EXTRACELLULAIRES SUITE A UNE LESION DE LA
MOELLE EPINIERE

Publication :

Michel-Flutot P, Bourcier CH, Emam L, Gasser A, Glatigny S, Vinit S, Mansart A (2022).
Extracellular traps formation following cervical spinal cord injury.

Eur J Neurosci. 2022 Dec 19. doi: 10.1111/ejn.15902.

L'inflammation peut avoir différentes origines et ne pas étre systématiquement associée a
une infection et a la présence d'agents pathogénes : on la retrouve également dans des modeles
considérés comme stériles tels que des pathologies auto-immunes, ou des traumatismes comme
lors d'une Iésion de la moelle épiniére. Néanmoins, malgré des origines différentes, certains
mécanismes de la réponse immunitaire mis en jeu sont communs, comme la production de

cytokines pro- et anti-inflammatoires, et I'implication des neutrophiles et des macrophages.

A la suite d'une lésion, il y a déclanchement d'une cascade de processus inflammatoires
conduisant a I'activation et au recrutement de cellules immunitaires au niveau et autour du site
lésé. Ce processus implique l'activation de la microglie et le recrutement des neutrophiles
circulants. Or, ces cellules immunitaires ont la capacité de produire des pieges extracellulaires
(ETs), connus pour induire des Iésions tissulaires lorsqu'ils sont produits en exces. Notre hypothése
est que ces ETs pourraient étre produits apres une Iésion de la moelle épiniére et qu'ils pourraient
étre impliqués dans la persistance de l'inflammation associée a la mise en place de la Iésion

secondaire.

Cette hypothese n'a jamais été démontrée jusqu'a présent a |'exception d’'une étude ayant
mis en évidence que les NETs exacerbent les déficits neurologiques dans un modele préclinique
de lésion cérébrale traumatique (Vaibhav et al. 2020). Récemment, la présence de ETs a également
été observée dans la moelle épiniere de rat suite a une compression thoracique mais sans

identification claire des types cellulaires produisant ces pieges (Feng et al. 2021). En effet, les
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cellules positives a la MPO peuvent étre exprimées non seulement par les neutrophiles comme

cela a été suggéré, mais aussi par d'autres cellules telles que la microglie.

Nos travaux ont montré qu'apres une hémisection médullaire, des neutrophiles infiltrants
étaient présents au niveau de la lésion et qu’une partie d’entre eux formait des NETs un jour apres.
Cette étude a aussi démontré pour la premiere fois que la microglie présente dans la moelle
épiniére formait des MIETs suite a ce type de traumatisme. De plus, nos travaux ont mis en
évidence que les NETs et les MiETS sont majoritairement produits autour du site de la [ésion. Cela
a aussi été observé chez les animaux sham ayant subi une durotomie sans lésion médullaire, mais
en moindre mesure, ce qui démontre que la |ésion en elle-méme induit bien une production de

ETs.

Il reste cependant a déterminer les mécanismes exacts et la cinétique de formation des
pieges extracellulaires produits par les neutrophiles et la microglie aprés une Iésion de la moelle
épiniére. Ces informations permettraient de mieux atténuer ce processus inflammatoire pouvant
contribuer a des lésions secondaires, et de cibler efficacement les pieges extracellulaires pour

améliorer les résultats fonctionnels aprées un traumatisme médullaire.
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Abstract

Spinal cord injuries involve a primary injury that can lead to permanent loss
of function and a secondary injury associated with pathologic and inflamma-
tory processes. Extracellular traps are extracellular structures expressed by
immune cells that are primarily composed of chromatin, granular enzymes
and histones. Extracellular traps are known to induce tissue damage when
overexpressed and could be associated in the occurrence of secondary damage.
In the present study, we used flow cytometry to demonstrate that at 1 day fol-
lowing a C2 spinal cord lateral hemisection in male Swiss mice, resident
microglia form vital microglia extracellular traps, and infiltrating neutrophils
form vital neutrophil extracellular traps. We also used immunolabelling to
show that microglia near the lesion area are most likely to form these micro-
glia extracellular traps. As expected, infiltrating neutrophils are located at the
site of injury, though only some of them engage in post-injury extracellular
trap formation. We also observed the formation of microglia and neutrophil
extracellular traps in our sham animal models of durotomy, but formation was
less frequent than Pllowing the C2 hemisection. Our results demonstrate for
the first time that microghia form extracellular traps in the spinal cord follow-
ing injury and durotomy, It remains however to determine the exact mecha-
nisms and kinetics of neutrophil and microgha extracellular traps formation
following spinal cord injury. This information would allow to better mitigate
this inflammatory process that may contribute to secondary injury and to
effectively target extracellular traps to improve functional outcomes following
spinal cord injury.

Abbreviations: C2, second cervical; DAPL, &' 6-diamidino-2-phenylindale; dnasel, deoxyribonuclease-1; EDTA, ethylenediaminetetmacetic acid;

ETs,

hular traps; FMO, {1

minus ane; hidt, citrullinated histone H3; MDMs, monocyte-derived macrophages; METs, macrophage

ETs; MFI, mean fluarescence intensity; MiETs, micmoglia ETs; MPO, myeloperoxidase; NDS, normal denkey serum; NETs, neutrophil extracellular
traps; P.1, post-injury; PAD4, peptidylarginine deiminase 4; PBS, phosphate-buffered saline; ROS, reactive oxygen species; RFMI, Roswell Park

Memarial Institute RT, Toom temperature,
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1 | INTRODUCTION

Injuries of the upper spinal cord induce a permanent
loss of function caused by the axotomy of spinal
pathways. This primary injury results in a cascade of
inflammatory processes leading to the activation and
recruitment of immune cells at and around the site of
injury (Bradbury & Burnside, 2019, Hawthorne &
Popovich, 2011). This includes activation of resident
macrophages called microgha (Kroner & Rosas
Almanza, 2019), recruitment of circulating neutrophils
(Zivkovic et al, 2021), inflhmmatory monocytes and
monocyte-derived  macrophages (MDMs)  (Milich
et al., 2019).

Microglia are myeloid cells found in the central ner-
vaus system that clear dead and surplus cells in healthy
organisms (Prinz et al., 2019). Microglia that survive the
initial spinal cord injury are activated within minutes
following injury (Donnelly & Popovich, 2008). They
consequently proliferate and adopt an amoeboid form at
the site of injury, making them difficult to distinguish
from infiltrating MDMs recruited to the lesion site
(Kigerl et al., 2009; Popovich et al., 2002; Rabchevsky &
Streit, 1998; Subhramanyam et al, 2019). Microglia
activation leads to the retraction of their processes and
the secretion of inflammatory cytokines and chemokines.
This secretion attracts other immune cells to the injured
area to help restore cellular and molecular homeostasis
(Gensel & Zhang, 2015). Following spinal cord injury,
activated microglia remain indefinitely at the injured
gite and primarily display a proinflammatory profile
durng the chronic phase (Donnelly & Popovich, 2008;
Kigerl et al., 2009).

Neutrophils are the fist immune cells recruited
after spinal cord injury, mobilizing at the area of injury
in the course of hours to days and peaking around
24h  postinjury (Donnelly & Popovich, 2008;
Popovich & Jomes, 2003). They are attracted to the
lesion site by proinflammatory chemokines and
cytokines produced by resident and newly recruited
cells, which detect danger-associated malecular patterns
following the initial trauma (Zivkovic et al., 2021). The
role of recruited neutrophils is princpally degranula-
tion and phagocytosis at the lesion site (Zivkovic
et al,, 2021). These neutrophils ako secrete cytokines to
recruit other immune cells from circulation and release
proteases and oxidative enzymes involved in tissue
damage, including reactive oxygen species (ROS) and

myeloperoxidase (MPO) (Nguyen et al, 2007; Noble
et al,, 2002; Orr & Gensel, 2018).

Extracellular traps (ETs) formation was first described
in 2004 as an antimicrobial function of neutrophils
(Brinkmann et al., 2004). These neutrophil extracellular
traps (NETs) are primarily composed of decondensed
chromatin, histones and pranular enzymes such as MPO
and neutrophil elastase. ETs formation has since been
demonstrated in monocytes and MDMs (Aulik
etal, 2012; Doster et al., 2018; Weng et al., 2022), In vivo,
ETs are involved in pathogen dearance, and their antimi-
crobial properties are used for host defence against it
(Papayannopoulos, 2017). However, in some pathologles,
ETs have been demonstrated to be involved in tissue
damage due to their inappropriate persistence, overex-
pression and aggregation (Guglietta et al, 2016; Nomura
et al., 2019; Novotny et al, 2020). It has also been shown
that NETs exacerbate neurclogical deficits in a preclinical
model of traumatic brain injury (Vaibhav et al., 2020).
Recently, the presence of ETs has been observed in rat
spinal cord following thoracic compression (Feng
et al., 2021) but without a clear identification of the cells
producing these traps, Indeed, MPO positive cell can be
express not only by neutrophils as suggested but also by
other cell types such as microglia (Agrawal et al,, 2021),
macrophages (Boe et al, 2015; Gurski & Dittel, 2022) and
menocytes (Gurski & Dittel, 2022). Interestingly, the
inhibition of these ETs led to some functional recovery in
the rats and a reduction in neuroinflammatory processes,
suggesting a detrimental role of ETs following spinal cord
injury.

The formation of microglia ETs (MiETs) has been
reported in vitro and in a preclinical model of Listeria
infection but has never been demonstrated in the spinal
cord. Moreover, the implication of neutrophils in ETs
formation remains unclear in the context of spinal cord
injury. We therefore hypothesized that resident microglia
and recruited neutrophils could both form ETs acutely,
that is, at 1-day post-injury (PL), following cervical
spinal cord injury.

2 | MATERIALS AND METHODS
21 | Ethics statement

Adult Swiss male mice (Janvier, France; n = 35, 30-35 g,
S-weeks old) were used in this study. The Ethics Committee
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of the University of Vemailles Saint-Quentin-en-
Yvelines approved this study, and all experiments
complied with French and European laws regarding
animal experimentation (EU Directive 2010/63/EU)
(Apafis  #2021080910063249_v3). The animal were
housed in individual ventilated cages in a state-of-the-art
animal care facility (2CARE animal facility,
accreditation A78-322-3, France) with access to food
and water ad libitum on a 12-hour light/dark cycle. Ani-
mals were sepamated in three groups Control, Sham and
1dPL

22 | Second cervical (C2) spinal cord
lateral hemisection surgery

To investigate ET formation after spinal cord injury, a
preclinical model was produced by performing C2 spinal
cord lateral hemisection surgery on adult Swiss male
mice (n = 16) (Michel-Flutot et aL, 2021). Animals were
anaesthetized with isoflurane (5% in 100% 0,) in a closed
chamber. Anaesthesia was maintained throughout the
procedure (1.5%-2% isoflurane in 100% O,) through a
nose cone. Animals were placed on a heating pad, and
the skin and muscles above the first vertebrae were
retracted. A laminectomy and a durotomy were per-
formed at the C2 spinal cord segment. Microscissors were
used to ventro-laterally hemisect the spinal cord caudal
to the C2 dorsal roots, then a microscalpel was used to
ensure the sectioning of all remaining fibres. The wounds
and the skin were sutured closed. 1d Sham mice (n = 9)
underwent the same procedures without hemisection.
The isoflurane vaporizer was then turned off, and mice
received subcutaneous injections of analgesic: buprenor-
phine, 375 pg/kg (Buprecare from Axience, Pantin,
France) and antibiotics (40 mg/kg trimethoprim and
200 mg/kg sulphadoxine: Borgal 24%, from Virbac,
Carros, France).

TABLE 1

23 | Flowcytometry

At 1-day post-surgery, mice (Control: n = 8; Sham: n=7;
1d PI: n = 8) were anaesthetized using 5% isoflurane in
100% O, for induction. Anaesthesia was maintained (2.5%
in 21% O, balanced) through a nose cone. The left carotid
was then canulated, and animals were euthanized and per-
fused with 30 ml of 20mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA, BP24821, Themmo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) in phosphate-buffered saline (PBS,
BP399-1, Thermo Fisher Scientific) 1X. The C1-C3 spinal
cord was then dissected out and placed in collagenase D
(25 mg/ml in (Roswell Park Memoral Institute) RPMI
medium 1640, 21875-034, Thermo Fisher Scientific), cut
into small pieces with microscissors and digested in an
incubator (5% C0,) for 20 min at 37°C. Spinal cord sam-
ples were passed through a nylon mesh (100 pm pore size)
in a 50 ml tube using RPMI as rindng medium to obtain
cell suspensions. Cells were washed for 5 min at 1500 rpm
at room temperature (RT), The supernatant was elimi-
nated, and the pellet was resuspended in 1 ml of PBS 1x.
3 x 200 pl of cell suspension was transferred to a 96-well
plate (650 185, Greiner hio-one, Les Ulis, France). Cells
were centrifugated for 2 min at 2000 rpm at RT. Cells
were then incubated for 5 min at RT in 100pl/well of a
mix composed of Fixable WViability Dye eFluor™
780 (1/2000, 65-0865-18, Invitrogen, Waltham, MA, USA)
and SYTOX™ Green Nudleic Acid Stain (1/40000, $7020,
Invitrogen, Waltham, MA, USA) in PBS 1x. One hun-
dred microliters of PBS 1x was added in each well, and
the plate was centrifugated for 2 min at 2000rpm at
RT. Cells were then incubated for 30 min at 4°C in 25pl/
well with a panel of antibodies conjugated to a fluoro-
phore (Table 1) in PBS 1x and directed against the fol-
lowing markers: CD45 (30-F11), CD11b (M1/70), IA/TE
(M5/114.152), Ly6C (HK1.4), Ly6G (1A8), citrullinated
(R2+ R8 + R17) histone H3 (H3dit) and myeloperoxidase
(8F4; MPO). One hundred fifty microliters of PBS 1x was

List of flucrochrome-coupled antibodies used for flow cytometry analysis

Marker Fluorochrome Reference

CDas Brilliant Violet 510 103138, BioLegend

Chuib Pacific Blue 101223, BioLegend

IA/IE Alexa Fluor 700 107621, BioLegend

LysC PerCp 128011, BioLegend

Ly6G PECY7 127617, BioLegend
Citrullinated histone H3 Alexa Fluor 594 ab5103, Abcam

MPO PE HM1051PE-100, Hycult Biotech

Note: BioLegend is from San Diego, CA, USA. Abcam i from Cambridge, UK. Hycult Biotech is from Uden, The Nethedands.

Abbreviation: MPO, myeloperoxidase.
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added in each well, and the plate was centrifugated for
2 min at 2000 pm at RT. To properly interpret flow cyto-
metry date, fluorescence minus one (FMO) was realized
as controls for H3cit, MPO and SYTOX (Contrel (n=2),
1d Sham (n=2) and 1d P.I. (n =2) supplemental animals
were used for this last experiment) (Figure S1). Cells were
resuspendend in PBS 1x before acquision on a BD
LSRFortessa™ [I1 (BD Life Sciences, Franklin Lakes, NJ,
USA). Analysis was performed using FlowJo™ v10.8.1
Software (BD Life Sciences, Franklin Lakes, NI, USA}.

24 | Immunohistochemistry

Animals (1d P.IL: n = 6) were anaesthetized using 5% iso-
flurane in 100% O for induction. Anaesthesia was main-
tained (2.5% in 21% O, balanced) through a nose cone.
Mice were then euthanized by intracardiac perfusion of
heparinized 0.9% NaCl (10 mi), followed by Antigenfix
solution (DIAPATH, Martinengo [BG], Italy) for tissue
harvesting. After perfusion, the C1-C3 spinal cord was
carefully dissected and stored at 4°C in fixative for 24 h.
After fixation, tissues were cryo-protected for 48 h in 30%
sucrose (in 09% NaCl) and stored at —80°C. Frozen
longitudinal (C1-C3 spinal cord) free-floating sections
(30 pm) were cut using a cryostat (NX70, Thermo
Fisher Sdentific, Waltham, MA, USA). C1-C3 sections
were stored in a cryoprotectant solution (Sucrose
30% (Pharmagrade, 141621, AppliChem, Darmstadt,
Germany), ethylene glycol 30% (BP230-4, Fisher
Scientific, Illkirch, France)} and polyvinylpyrrolidone
40 (PVP40-100G, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany)
1% in PBS 1x) at —22°C. For immunofluorescence exper-
iments, free-floating transverse sections of the C3-Cé6 spi-
nal cord were washed and incubated 12h in citrate
buffer solution (antipen retrieval). After washing, sec-
Hons were placed in blocking solution (nomal donkey
serum [NDS] 5% in PBS 1x) for 30 min and then incu-
bated with primary antibodies directed against histone
H3 (citrulline R2 + RS + R17) (rabbit, 1/100, ab5103,
Abcam, Cambridge, UK), Ly6G (LAS, rat, 1/100, 127601,
BioLegend, San Diego, CA, USA) and Thal (goat, 1/400,
ab5076, Abcam, Cambridge, UK) in blocking solution
(NDS 5%) 12 h on an orbital shaker at RT. After several
PBS 1x washes, sections were incubated with secondary
antibodies linked to the fluorochromes Alexa Fluor
488 (donkey anti-rat, 1/2000, A21208, Invitrogen,
Waltham, MA, USA), Alexa Fluor 594 (donkey ant-
rabbit, 1/2000, A21207, Invitrogen, Waltham, MA, USA)
and Alexa Fluor 647 (donkey anti-goat, 1/2000, A21447,
Invitrogen, Waltham, MA, USA) for 2 h at RT, then
washed again with PBS. Images of the different sections
were captured with a Hamamatsu ORCA-R® camem

mounted on an Olympus IX83 P2ZF microscope (Tokyo,
Japan). Images were analyzed using Imagel] 1.53n soft-
ware (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.5 | Experimental design and statistical
analysis

All data were presented as mean + SD. Prior to any pro-
cedures or testing, animals were randomized to one of
three groups as defined previously: Control, 1d Sham or
1d PIL groups. For mean fluorescence intensity (MFI)
analyses, 1d Sham and 1d P.I values were normalized to
the Contral group (value = 1). For the Control group,
two Control animals were included in each experiment,
and the mean of the values from each animal was set to
1. A one sample f test was used to compare Control
(n = 8) and 1d Sham values (n = 7), and a Student # test
was used to compare 1d Sham (n = 7)and 1d PL.(n = 8)
values. For the number of microglia and neutrophils per
C1-C3 spinal cord segment and the frequency of their
coexpression of Hicit, MPO and SYTOX, a Student f test
or Mann-Whitney rank sum test (when normality test or
variance test failed) was used to compare the Control
(n = 8) versus 1d Sham (r =7) and the 1d Sham versus
1d P.L (r=8) groups. For the coexpression of Hacit,
MPO and SYTOX in microglia, the threshold was set to
between 0% and 0.60% of cells coexpressing ET markers
for the Contral group, and then this threshold was
applied for analysis on 1d Sham and 1d P.I. groups. For
the coexpression of Hicit, MPO and SYTOX in neutro-
phils, the threshold was set to between 0% and 2% of cells
coexpressing ET markers for the Contral group, and then
this threshold was applied for analysis on 1d Sham and
1d P.I. groups. For the expression of Hicit in microghia
by immunofluorescence on C1-C3 spinal cord longitudi-
nal sections (r = 6 1d PL. mice), towo way repeated mea-
sures ANOVA was used to compare the differences
between the injured and non-injured sides and between
300 pm width rectangular subsections. Results were con-
sidered statistically significant when p <0.05. SigmaPlot
12.5 software (Systat Software, San Jose, CA, USA) was
used for all analyses.

3 | RESULTS

31 | Effect of C2 spinal cord
hemisection on the production of ETs by
living resident microglia

Microglia residing in the central nervous system are acti-
vated within the minutes following a spinal cord injury.

228

i mog R3]

0 o 0 1 WY 1111

AT G o

ERPRIE) TR B o4 26 |

o, W (SR

FROTY WOGID) MWL) ARl ap &)



RESULTATS

MICHEL-FLUTOT B AL

LLW[ LEY-EE

We used flow cytometry to evaluate the formation of ETs
by these resident microglia at 1 day following injury at
the C2 section of the spinal cord. Microglia were identi-
fied as CD11b"CD45"™ cells (Figures 1a and $2). The
absolute number of microglia was significantly lower in
1d Sham compared with Control mice (2217 + 823
vs. 3600 + 1073 per C1-C3 spinal cord segment respec-
tively, p = 0.016). This number akso differed between 1d
Sham and 1d P.L groups, though not to a statistically sig-
nificant extent (1459 + 880 per C1-C3 spinal cord seg-
ment in 1d P. I group, p=0110) (Figure 1b). The
expression of three individual known markers of ETs in
microghia was investigated: citrullinated histone H3

—_—
1)
—
_—
=
—
—
1)
—

(H3cit), which is involved in chromatin decondensation;
myeloperoxidase (MPO), a granular enzyme; and SYTOX,
a DNA intercalating agent. Expression of these markers
was increased in 1d Sham compared with Control mice.
Expression of Hicit was 1.63 + 0.36 AU versus 1 AU,
p=0.003 (Figure 1c). Expression of MPO was 1.16
+ 0.07 AU versus 1 AU, p <0001 (Figure 1d). Expression
of SYTOX was 1.39 +0.27 AU versus 1 AU, p = 0.009
(Figure 1e). This increased expression was further ampli-
fied in 1d P.I mice (Hcit: 2.66 + 049 AU, p < 0.001;
MPO: 214+ 054 A0, p<0001;, SYTOX: 272
#+ 0,50 AU, p < 0.001) compared with 1d Sham animals
(Figure 1c—¢).
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FIGURE 1 Microglia extracellular
traps formation following a C2 spinal
cord injury in 1-day post-injury (1d P.L)
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C1-C3 spinal cord segment in Control
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histogram and corresponding expression
of citrullinated histone H3 (H3cit) (c),
myeloperexidase (MPO) (d) and SYTOX
(e} in Control (green), 1d Sham (blue)
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(blue) and 1d P.L (red) groups.

(i) Percentage of living microglia co-
expressing MPO, Hicit and SYTOX in
Control (green), 1d Sham (blue)and 1d
P.L (red) groups. *p < 0.05; Student ¢
test, *p < 0.001; Student f test.

*p < 0.000L; Student £ test. Tp < 0.01;
compared with Control group, two-
tafled one-samgple ¢ test. ™p < 0.001;
compared with Control group, two-
afan, | e | tafled one-sample ttest. **“p < 0.001;

-
]

MPOYSYTOX" Microglia (%)
<=

HIct ISY TOX" Microglia (%)
Cd

SYTOX

Mann-Whitney rank sium test

229

LR T

B 0 0 1 R 1111

AT G o

e Lo g

o Kty W0 (AR

FROTY WOGID) MWL) ARl ap &)



MICHEL-FLUTOT BT AL

RESULTATS

WiILEY!Z

N Eospin i

swerin FENSIE

3.2 | Colocalization of ETs markers in
resident microglia

Our results display individual expression levels of Hicit,
MPO and SYTOX. However, the coexpression of these
ETs markers is a better proxy for ET formation, consider-
ing that an increased expression of MPO alone, for
instance, could alternatively reflect cell degranulation.
We therefore additionally evalated the frequency of
microglia coexpression of Hicit/MPO, SYTOX/MPO and
SYTOX/H3cit. The C2 spinal cord hemisection induced a
dramatic increase in the frequency of microglia coexpres-
sing these markers in 1d P.I mice (H3cit/MPO: 10,04
+ 6.89%; SYTOX/MPO: 1296 + 8.58%; SYTOX/H3cit:
1095 + 5.74%) compared with 1d Sham mice (H3cit/
MPO: 1.81 + 0.88%, p<0001; SYTOX/MPO: 237
+ 1.25%, p<0001; SYTOX/H3cit: 3.14 + 1.50%
p=0.004) (Figure 1f-h). Interestingly, coexpression was
also increased in the 1d Sham group compared with the
Control group (H3cit/MPO: 0.32 + 0.11%, p < 0.001;
SYTOX/MPO: 039 +0.19%, p<0,001; SYTOX/H3dt:
0.60 + 0.17%, p < 0.001) (Figure 1f-h). Furthermore, the
coexpression of all three markers was evaluated. A signif-
icant increase in the frequency of microglia cells coex-
pressing Hicit, MPO and SYTOX was observed in 1d
P.L mice (7.07 £ 542%) compared with 1d Sham mice
(L18+071%, p<0.001) (Figure 1i). A significant
increased was likewise observed in the 1d Sham group
compared with the Control group (0.12 % 0.05%;
P < 0001) (Figure 1i).

33 | Prediction of ETs production by
microglia in the C1-C3 injured spinal cord

Evaluation of ET production in fixed tissue sections i fre-
quently evaluated by quantification of the H3cit in cells.
Quantification of H3cit serves as a proxy not only for cells
producing ETs but also for cells an the verge of producing
ETs. In this study, we quantified the expression of Hicit
in identified microglia (Thal + celks) in the 1d injured
spinal cord to confirm MIET production across tissue sec-
Hons (Figure 2a). On the injured side, H3cit expression
was significantly higher in segments between 0 and
300 pm rostrally (43.72 + 6.25 AU) compared with more
rostral segments, that is, between 300 and 600 pm (3249

+6.11 AU, p <0.001) and between 600 and 900 pm
(30,28 4+ 5.03 AU, p < 0,001). Similarly, the expression of
H3cit was significantly higher in segments between 0 and
300 pm caudally (48.93 + 14.31 AU) compared with more
caudal segments, that is, between 300 and 600 pm (34.44

+ 6.51 AU, p<0001), and between 600 and 900 pm
(28.86 + 6.14 AU, p < 0.001) (Figure 2b). Conversely, this

expression did not vary significantly between the differ-
ent segments of the intact side (p > 0.05). We then com-
pared the expression of Hicit in microglia between the
infured and the intact sides. At the level of the injury, this
expression was significantly increased in the injured side
campared with the intact side rostrally between 0 and
300pm from the injured area (26.82 4 516 AU,
p<0.001) and caudally between 0 and 300 pm (26.79
+ 441 AU, p<0001) and between 300 and 600 pm
(2615 + 458 AU, p=0022) from the injured area
(Figure Zb). These results suggest that microglia located
near the injury site are most likely to form ETs, in agree-
ment with our flow cytometry results. These microglia
express higher nuclear Hicit labelling compared with
more distal microglia (Figure 2b,c). Note the clear deposi-
tion of H3cit labelling at the border around the lesion site
(Figure 2a), which likely represents the separation
between the viable tissue and a zone of necrosis as
described in other pathologies.

Taken together, these results display that after a dur-
otomy, resident microglia produce ETs, and this produc-
tion is increased following spinal cord injury particularly
in tissue closest to the injury site.

3.4 | Effect of C2 spinal cord injury on
the recruitment of neutrophils and the
production of markers of NETs

Neutrophils are the first peripheral immune cells to be
recruited to the injured site following spinal cord injury.
The formation of ETs by neutrophils (NETs) is well-
described in other organs and models (Boeticher
et al., 2020; Li & Tablin, 2018; Nemura et al,, 2019), lead-
ing us to wonder if infiltrating neutrophils could form
ETs in the injured spinal cord. Neutrophils have been
identified as CD11b¥CD4SMENLy6GT cells (Figures 3a
and S2). In agreement with findings of other studies
(Daonnelly & Popovich, 2008), absolute number of neutro-
phils was increased in the C1-C3 spinal cord at 1 day
following C2 spinal cord hemisection (3255 + 1878 per
C1-C3 spinal cord segment) compared with 1d Sham
group (251 + 141 vs. 70+ 37 per C1-C3 spinal cord
segment, p < 0,001; Figure 3i). Interestingly, the durmot-
omy performed in the 1d Sham group also led to an
increase in infiltrating neutrophils compared with the
Control group (70 + 37 per C1-C3 spinal cord segment,
p=10.002). As with microglia, we measured neutrophil
Hicit, MPO and SYTOX expression using flow cytometry.
A significant increase in Hicit expression was observed
in the 1d Sham group (1.64 + 0.32 AU) compared with
the Control group (1 AU, p= 0002, Figure 3b). There
was no difference in MPO expression between the
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FIGURE 2 H3cit expression in microglia following a C2 spinal cord injury in 1-day post-injury (1d P.L) mice. (a) Representative h
pictures of]!ml"‘miq‘ogﬁa in green expressing citrullinated histone H3 (H3cit, red) from the C1 to C3 spinal cord segment of a 1d E
P.IL mouse. The nucleus of cells is labelled with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPT) in blue. The spinal cord is delineated with the white g
sclid line, the median is delineated with the white dashed line and the injury area is contoured with the white dotted line. (b) Expression of i
H3cit for the intact side (green line) and the injured side (red line) depending on distance to the site of injury. (c) Representative pictures, _'E'
showing a magnified microglia near the site of injury, from panel (a). (d) Representative pictures, showing a magnified microglia far from g
the site of injury (caudal part), from panel (@) ***p < 0.00; injured side versus intact side from 0 to 300 jm rostral and candal to injury, two
way repeated measures ANOVA, “p = 0.022; injured side versus intact side from 300 to 600 pm caudal to injury, two way repeated measures
ANOVA. **p < (.00; 0 to 300 ym rostral versus 300 to 600 pm, 600 to %00 pm and 900 to 1200 um rostral to injury, two way repeated
measures ANOVA 5

din

Control and 1d Sham groups (1 AU vs. 121 + 023 AU, + 0.23 AU, respectively, p=0.31; Figure 3d). The
respectively, p =0.051; Figure 3c) or SYTOX expression increased Hicit expression was amplified in 1d P.I. mice
between the Control and 1d Sham groups (1 AU vs. L10 (239 + 0.60 AU, p=0.011)} compared with 1d Sham
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FIGURE 3 Neutrophil
extracellular traps formation following a
C2 spinal cord injury in 1-day post-
injury (1d P.L) mice. () Representative
gating of CD4s™#CDI1b Ly6C tLysG*
living neutrophils from the C1 to C3
spinal cord segment of a 1d P.I mouse,
(b, ¢, d) Representative histogram and
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mice (Figure 2b). An increase in SYTOX expression was
also observed in 1d P.I mice (1.55 + 0.24 AU} compared
with 1d Sham mice (p = 0.002; Figure 3d). No difference
in MPO expression was observed between the 1d
PL (1294 013 AU) and 1d Sham groups (p= 0.41;
Figure 3c).

3.5 | Colocalization of ETs markers in
infiltrating neutrophils

We evaluated the changes in the frequency of neutrophils
coexpressing Hicit/MPO, SYTOX/MPO and SYTOX/
H3cit. There was no significant difference between the
Control and 1d Sham groups in the percentage of
neutrophils coexpressing HicitMPO (079 +£1.21%
vs. 181 +128%, respectively, p=0.0%4; Figure 3e),

| =
Number of Neutrophils per —

SYTOX/MPO (1134 197% vs. 245+ 1.87%, respec-
tively, p=0094; Figure 3f) and SYTOX/H3cit (2.03
+149% wvs. 3.49+ 1.94%, respectively, p=0.125;
Figure 3g). The C2 spinal cord hemisection, however,
induced an increased coexpression of these markers in
1d PL mice (H3c/MPO: 530+ 204%, p=0.002;
SYTOX/MPO: 495 + 224%, p = 0.037;, SYTOX/H3cit:
6.30 + 2.76%, p < 0.043) compared with 1d Sham mice
(Figure 3f-h). We also assessed the percentage of neutro-
phils coexpressing all three markers, The percentage of
neutrophils expressing H3cit, MPO and SYTOX was sig-
nificantly higher in the 1d P,L group (3.11 £ 1.62%) com-
pared with the 1d Sham group (0.92 + 0.70%, p= 0.002;
Figure 3h). The durotomy in 1d Sham mice also led to
an Increase in neutrophils expressing all three markers
compared with Control mice (0.34 + 0.96%, p= 0.040;
Figure 3h).
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3.6 | Neutrophil localization and H3cit
expression

Finally, we observed the presence and location of infil-
trating neutrophils in the injured spinal cord. We found
that these neutrophils are located around the lesion site
(Figure 4a), Among these neutrophils, some presented a
strong Hicit labelling (Figure 4b) whereas others pre-
sented a weaker Hicit labelling (Figure 4¢). Taken
together, these results display that after spinal cord
injury, infiltrating neutrophils produce ETs at the site of
injury.

4 | DISCUSSION

In the present study, we demonstrated the involvement
of resident microglia and infiltrating neutrophils in the
formation of ETs in the spinal cord following injury. To
date, the formation of ETs has been reported in neutro-
phils (Brinkmann et al, 2004), monocytes (Webster
et al, 2010}, MDMs (Boe et al., 2015) and mare recently,
in microglia (Wang et al, 2019). However, the formation
of ETs by these specific cells was never observed in spinal
cord. At 1-day PI., activated microglia and infiltrating
neutrophils are fully present at the injured site in
rodents, but monocytes and MDMs do not invade the

DaPl

(c)

Dapl

injury area until later (Donnelly & Popovich, 2008). To
identify these cells, Ly6G marker for neutrophils and
Ihal for microglia (Sasaki et al, 2001) were used in
immunostaining and gated as CD11bTCD4SM®Ly6GT
cells and CD11b*CD45™ cells, respectively, in flow cyto-
metry (Figure S1). Our results indicate that resident
microglia and infiltrating neutrophils form ETs soon
(1 day) after a spinal cord injury. More specifically, these
ETs can be considered vital ETs, meaning leading to
release of ETs in the extracellular space without
compromising cell survival (Papayannopoules, 2017).
This i& compared with suicidal ETs, formation of which
leads to membrane permeabilization and cell death. In
this study, we evaluated ET formation only in living cells
by flow cytometry, but this does not exclude the presence
of suicidal ETs.

By immunolabelling, we observed an increase of
Hicit expression in microglia around the lesion site, as
well as in some of the infiltrating neutrophils (Figures 2
and 4). This correlates with our cytometry results show-
ing that not all microglia and neutrophils increase their
expression of markers of ET formation. However, it
remains to be determined if suicidal ETs formation also
occurs, what might be the ratio of vital and suicidal ETs
in microglia and neutrophils, as well as the timing and
the duration of ETs formation following spinal cord
injury. We akso did not evaluate whether invading MDMs

FIGURE 4 Presence of neutrophils expressing Hiclt at the site of injury following a €2 spinal cord injury in 1-day post-injury (1d P.L)
mice. (a) Representative pictures of Ly6G* neutrophils in green and labelling of citrullinated histone H3 (H3cit) in red from the C1 to C3
spinal cord segment of a 1d P.L mouse. The nucleus of cells is labelled with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPT) in blue. The spinal cord is
delineated with the white solid line, the median is delineated with the white dashed line and the injury area is contoured with the white

dotted line. (b} Representative pictures, showing

gnified neutrophils

cpressing high levels of Hclt, from panel (). () Representative

pletures, showing magnified neutrophils expressing low levels of H3cit, from panel (a)
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also participate in ET formation. A study of the kineties
of NET, MIET and macrophage ET (MET) production
could lead to a better undestanding of the role of these
ETs in the neurcinflammatory processes following spinal
cord injury. However, precautions must be taken in
kinetic evaluation. Activated microglia adopt an amoe-
boid form and upregulate markers also expressed by
MDMs, which make them hardly distinguishable from
infiltrating MDMs by immunolabelling and flow cytome-
try (Kroner & Rosas Almanza, 2019), More specifically,
activated microglia upregulate their expression of CD45
and become CD11b*CD45%8h like MDMs (Martin
et al., 2017). This could explain the reduction in the num-
ber of microglia observed in our 1d Sham animals com-
pared with the Control group, and the similar number
observed between the 1d Sham and 1d PI. groups. Per-
haps same microglia became CD11b+CD45%e" and were
excluded from microglia gating (Cosenza-Nashat
et al, 2006). It is likely these microglia have a higher
level of activation than gated microglia and therefore
could produce MIiETs as CD116"CD45'™, To solve this
problem of identification, transgenic mice produced by
crossbreeding would allow expression of a fluorescent
molecule under CX3CR1 promoter, which & tamoxifen-
inducible. MDMs, which have a quicker turnover than
microghia, would lose their fluorescence, leaving only
microghia labelled (Yona et al., 2013). This study design
would facilitate further study of ETSs produced specifically
by microglia and MDMs after spinal cord injury.

We also observed that living microglia and neutro-
phils increase their ET formation following durotomy.
This result correlates with other studies demonstrating
the formation of NETs by infiltrating neutrophils in
mouse models of durotomy (Jin et al, 2020). However,
this is the first report of MIiET formation in the spinal
cord following durotomy. This phenomenon should be
considered in cases of spine operation, as the occurrence
of this neuroinflammatory process can result in late neu-
rological deficits.

NETs are already known to exacerbate neurclogical
deficits, and their inhibition using deoxyrbonuclease-1
(DNMasel; cleave DNA) or peptidylarginine deiminase
4 (PAD4; involved in the citrullination of histone H3)
inhibitors leads to improved functional outcomes follow-
ing traumatic brain (Vaibhav et al., 2020) and spinal cord
injury (Feng et al, 2021). Other studies have demon-
strated that administration of ET inhibitors such as neu-
trophil elastase inhibitor (sivelestat) induces beneficial
effects following spinal cord injury but without mention-
ing ETs or evaluating the expression of their constituents
(Kumar et al., 2018). This supports a potental harmful
effect of ETs following central nervous system injury.
Maoreover, in cases of spinal cord injury, inhibition of ETs

leads to reduced glial scarring (Feng et al, 2021). This
correlates with our immunolabelling results suggesting
that microglia near the lesion site are most likely to form
MIETs. The inhibition of these MIETSs could indeed result
in reduced neurcinflammation in this area and, conse-
quently, reduced scar tissue formation. However, the
drug administration was done immediately following the
induction of the model (Feng et al, 2021; Vaibhav
et al, 2020), meaning only ETs formed by microglia and
infiltrating neutrophils, but not infiltrating MDM and
chronically activated microglia at later time-points, were
targetted. It is likely that a more defined and chronically
delivered thempeutic could maximize the benefits of ET
inhibition. ET-inhibiting drugs should be compared to
determine the most appropriate one, as different drugs
target different stages of ET formation (histone H3 citrul-
lination, DNA, formation of pore to expel the ETs, etc.).
Some of these inhibitors are under clinfcal trial (Chiang
et al., 2020). It remains unclear how ET inhibition leads
to improved functional outcome, especially following spi-
nal cord injury. The impact of this inhibition on the
inflammatory and plasticity processes that take place fol-
lowing injury represents a worthy research topic, This
could be achieved by studying the effect of ET inhibitors
on the overexpression of chondroitin sulphate proteogly-
can (known to inhibit plasticity processes) (Bartus
et al., 2012; Ewok et al., 2014) or on axonal sprouting or
rewiring (Ballermann & Fouad, 2006; Darlot et al., 2012)
and the expression of neural growth factors (Keefe
etal, 2017). The potential beneficial effects of ETs should
also be explored, such as ET facilitation of myelin debris
clearing following infury.

To conclude, our results highlight a new role of resi-
dent microglia following spinal cord injury: the forma-
tion of MIETs. We also showed that infikmting
neutrophils produce ETs 1 day following injury. These
twio types of immune cells are more Hkely to form ETs in
tissue closest to the site of injury. However, it remains
unknown if more chronically infiltrating MDMs also
form ETs in the injured spinal cord. We also did not eval-
uate the proportion of vital versus suicidal ETs and their
specific roles in the pathology. To this aim, a study of the
kinetics of NET, MIET and MET formation should be
performed to better understand this inflammatory pro-
cess and pave the way for post-injury therapies that effec-
tively target ETs.
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5. EFFETS D'UN PROTOCOLE CHRONIQUE DE rTMS SUITE A UNE LESION DE
LA MOELLE EPINIERE

Publication :

Michel-Flutot P, Jesus I, Vanhee V, Bourcier CH, Emam L, Ouguerroudj A, Lee KZ, Zholudeva LV,
Lane MA, Mansart A, Bonay M, Vinit S (2022).

Effects of Chronic High-Frequency rTMS Protocol on Respiratory Neuroplasticity Following C2 Spinal
Cord Hemisection in Rats.

Biology (Basel). 2022 Mar 19;11(3):473. doi: 10.3390/biology11030473.

Au cours de nos différentes études, nous avons montré un effet positif des p1-bloquants
sur différentes fonctions d'organes, dont le systéme nerveux, et sur la modulation des ETs dans
des modeéles infectieux de sepsis. Nous avons également mis en évidence des similitudes entre
ces modeéles et un modele traumatique considéré comme stérile a travers la réponse immunitaire,
et notamment de la production de ETs. Dans le modéle d'inflammation traumatique de la moelle
épiniére, nous aurions donc pu tester cette thérapeutique et moduler I'inflammation a l'aide de
B1-bloquants adrénergiques pour étudier leurs effets sur la récupération fonctionnelle, mais nous
avons choisi une autre approche qui est déja utilisée en clinique pour certaines pathologies du
systeme nerveux central. Il s'agit de la stimulation magnétique transcranienne répétée (rTMS) qui
est un traitement thérapeutique non-invasif utilisé chez I'Homme pour soigner différentes
pathologies neuro-inflammatoires comme les douleurs neuropathiques chroniques par exemple

(Guo et al. 2023).

La rTMS pourrait étre une piste de traitement afin de moduler la neuro-inflammation pour
induire une récupération fonctionnelle aprés une hémisection médullaire en C2. Cet effet de la
rTMS dans la diminution de la neuro-inflammation en post-traumatique a déja observée dans
une étude récente (Uzair et al. 2021). Dans le cadre des lésions de la moelle épiniére, cette
approche a montré une amélioration de la récupération fonctionnelle locomotrice ainsi que

sensorimotrice, et une diminution de la densité cellulaire astrocytaire et microgliale (Kim et al.
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2013). Cependant, nous ne savons que tres peu de choses de ses effets moléculaires et cellulaires :
les protocoles de rTMS ont entrainé une réduction des marqueurs de l'apoptose, de la mort
neuronale, et de la démyélinisation axonale, tandis que ceux de la croissance et de la plasticité

neuronale étaient augmentés (Bao et al. 2021; King et al. 2022).

Dans ces travaux, j'ai été impliqué dans I'étude de I'effet moléculaire et cellulaire in vivo
d'un protocole de rTMS sans m'intéresser a la récupération fonctionnelle qui n’est pas dans mon
domaine de compétence. Nous avons testé I'effet de la rTMS durant différents temps post-
Iésionnels (de 7 jours a 2 mois) chez des rats ayant subi une hémisection en C2, dans le but

d'étudier son role dans les phénomenes neuro-inflammatoires.

Nos travaux ont mis en évidence qu'un protocole de rTMS chronique permet une réduction
des processus inflammatoires en post-traumatique (diminution du marquage Ibal et CD68 a
respectivement 1 mois et 2 mois de traitement dans la moelle épiniere). Nous avons également
observé une plasticité neuronale (augmentation du marquage GAP-43, marquant les cones de
croissance des axones). Cet outil thérapeutique pourrait donc étre utilisé pour atténuer les
symptomes induits par une lésion spinale, et éventuellement étre combiné a d'autres traitements

pour potentialiser les résultats bénéfiques observés.
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Simple Summary: High spinal cord injuries (5CIs) are known to lead to permanent diaphragmatic
paralysis, and to induce deleterious post-traumatic inflammatoty processes following cervical spinal
cord injiiry. We tised a noninvasivie therapeiitic tool (repetitive transcranial magnetic stimiilation
(rTMS)), to harness plasticity in spared descending mespiratory circuit and rediice the inflammatory
processes. Briefly, the results obtained in this present study suggest that chronic high-frequency rTMS
can ameliorate respiratory dysfunction and elicit neuronal plasticity with a reduction in deleterious
post-tratimatic inflaimmatory processes in the cervical spinal cord post-SCL Thus, this therapeutic
tool could be adopted and /or combined with other therapeutic interventions in order to further
enhance beneficial outcomes,

Abstrack High spinal cord injuries {(5Cls) lead to permanent diaphragmatic paralysis. The search for
therapeutics to induce functional motor recovery is essential One promising noninvasive therapeutic
tool that cotild hatiness plasticity in a spared descending respiratory dreuit is repetitive transcranial
magnetic stimulation (fTMS). Here, we tested the effect of chronic high-frequency (10 Hz) 1TMS
above the cortical areas in C2 hemisected rats when applied for 7 days, 1 month, or 2 months.
An increase in intact hemidiaphragin electromyogram {(EMG) activity and excitability {diaphragm
motot evoked potentials) was observed after 1 manth of fTMS application. Interestingly, despite
no real functional effects of rTMS treatment on the injured hemidiaphragm activity duringeupnea,
2 months of 1TMS treatment strengthened the existing crossed phrenic pathways, allowing the
injiited hemidiaphragm to inciease its activity during the respiratory challenge (ie., asphyxia). This
effect could be explained by a strengthening of respiratory descending fibers in the ventrolateral
funiculi (an increase in GAP-43 positive fibers), sustained by a reduction in inflammation in the
C1-C3 spinal cord (reduction in CD63 and Ibal labeling), and acceleration of intracellular plasticity
processes in phrenic motoneurons after chronic rTMS treatment. These results suggest that chronic
high-frequency rTMS can ameliorate respiratory dysfunction and elicit neuronal plasticity with a
reduction in deleterious post-traumatic inflammatory processes in the cervical spinal cord post-5CL
Thus, this therapeutic tool could be adopted and/ or combined with other therapeutic interventions
in order to further enhance beneficial outcomes.

Biology 2022, 11, £73. hitps:// doiong,/10.2390/ biclogy 1 1030473

hitps:/ fwww.mdpi.com/ journal / biology
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Keywords: spinal cord injury; mepetitive transcranial magnetic stimulation; phrenic motor netw ork;
neuroplasticity; motone uron excitability; diaphragm muscle

1. Introduction

High spinal cord injuries (SCls) induce long-lasting neuromotor deficits, such as
respiratory insufficiency [1]. Patients living with such injuries often rely on ventilatory
assistance to survive, although some can be weaned off with time, exemplifying sponta-
neous plasticity. The rodent C2 hemisection (C2HS) model is one of the most common
preclinical models to study respiratory system neuroplasticity and neurcinflammation. A
C2HS disrupts descending input to ipsilateral phrenic motoneurons that innervate the
diaphragm, the main inspiratory muscle, thus resulting in diaphragm hemiplegia [2-107].
The contralateral side remains intact, allowing the animal to survive.

Limited spontanecus recovery of the injured hemidiaphragm activity is observed
in this model of SCI, characterized by a partial reactivation of phrenic motor networks
and diaphragm activities. This reactivation is sustained by normally silent respiratory
pathways crossing the spinal midline at the C3-C6 spinal cord kevels, called the crossed
phrenic phenomenan (CPP) [11-14]. However, this marginal spontanecus plasticity is too
weak to contribute to significant ventilatory recovery following C2HS [15]. Strengthening
the CPF and providing new intraspinal connections to the denervated motoneurons isa po-
tential target for developing novel therapeutic tools in order to further improve respiratory
function follewing high SCL

A noninvasive approach to stimulate neural activity is transcranial magnetic stimula-
tion (TMS), which involves applying a high output magnetic field above the neuronal areas.
In fact, TMS5 applied as a single pulse or in a repetitive way (rTMS) is a noninvasive and pain-
less method already used in the clinic to diagnose and treat many disorders [16-207], as well
as a potential therapeutic tocl in preclinical models of cognitive impairment [21,22]. This
technique operates through its neuromodulatery effects on neuronal circuitry [23,24]. The
potential of rTMS to improve outcomes following incomplete SCI has gained recognition
in the past few years but has mainly been applied to enhance locomotor recovery [25-27]
and sensorimotor restoration [27—29] in preclinical models of SCL

We recently demonstrated that a single train of TMS delivered above the animals’
meotor threshold can induce a long-lasting increase in phrenic system excitability, as mea-
sured with diaphragm motor evoked potentials (MEPdia) [30]. While this study was
focused on determining stimulation parameters in naive, anesthetized rats, it demon-
strated that MEPdia can be used as a reliable and reproducible technique for assessing
phrenic system excitability during TMS [31-34]. While there is interest in the therapeutic
petential of rTMS following SCI among researchers, little is known about the cellular and
molecular mechanisms that sustain the neuromodulatory effects of acute or chronic rTMS.
A few invivo and in vitro studies have been conducted to elucidate potential cellular
mechanisms [35-35], incdluding excitatory neurotransmission via N-methyl-D-aspartic acid
(NMDA) and c-amino-3-hyd roscy-5-mé thylisoxazol-4-propionate (AMPA) (GluR1 subunit)
receptor pathways [37,39,40], and inhibitory neurotransmission via y-aminobutyric acid
{GABA) system [41,42]. For example, rTMS5 protocols can modulate the expression of
neuronal activity markers such as c-fos. Low-frequency repetitive magnetic stimulation
{tMS5) has been shown to increase nuclear, neuronal o fos expression in rat organotypic
cortex brain slices [43], whereas rTMS theta-burst stimulation resulted in decreased neu-
ronal c-fos expression [38]. In addition, repetitive magnetic stimulation (rMS) protocol
on SH-5Y5Y neuroblastoma cells induced an increase in cAMP and phospho-CREB ex-
pression [44]. Invivo, protocols using high-frequency repetitive trans-spinal magnetic
stimulation (rTSMS) also resulted in reduced expression of markers for apoptosis and
neuronal death, while the expression of markers of axonal growth and neuronal prolif-
eration were upregulated. These results were accompanied by reduced axonal demyeli-
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nation [45]. A deeper understanding of rTMS-regulated molecular signaling pathways
follow ing SCI could, therefore, help to harness the potential beneficial effects of rTMS as a
therapeutic intervention.

The putative effects of rTMS on neurcinflammation are also of great interest. A
fewr studies have used rMS on glial cells, but its effects are diverse and depend on the
stimulation parameters used and the model studied [46]. Chronic low-frequency rTMS
used on naive rats did not induce observable changes in astrocyte and microglial density,
supporting the safety of this protocol regarding glial cell homeostasis in the normal/ control
condition [47]. However, conflicting results have been observed in in vivo studies. For
instance, chronic high-frequency rTMS increased astrocytic and microglial density in a
preclinical model of ischemia in gerbils (hippocampus) [45], whereas a decrease in cellular
density in a preclinical model of T9 dorsal SCI (compression) [49]. In addition, some
studies also showed a beneficial neuroinflammatory effect, observed through the decreased
release of TNFe (proinflammatory cytokine) in substantia nigra in a model of Parkinson's
disease [50,51].

To our knowledge, there have been no studies investigating the potential therapeutic
effects of high-frequency rTMS on impaired respiratory function following cervical SCI,
specifically at the phrenic circuit level. The present study aimed to test the hypothesis
that chronic 10 Hz rTMS5 can improve respiratory function after SCI. Here, we test this
hypothesis using cellular, molecular, and electrophysiological outcome measures to assess
the potential therapeutic benefits of rTMS in a preclinical model of C2HS in adult, Sprague
Dawley rats.

2. Materials and Methods
2.1, Ethics Statement
Adult Sprague Dawley male rats (Janvier, France; n = 41, 350-450 g) were used for this
study. Experiments were approved by the Ethics Committes of the University of Versailles
Saint-Quentin-en-Yvelines and complied with the French and European laws (EU Directive
2010/ 63/ EU) regarding animal experimentation (Apafis #2017111516297308_v3).
Animals were dually housed in ventilated cages in a state-of-the-art animal care facility
(2CARE animal facility, accreditation A78-322-3, France) on a 12 h light-dark cycle, with
access to food and water ad libitum.

2.2, Chronic C2 Henisection
2.21. Intrapleural CTB Injection and Surgery

Prior to anesthesia, animals were premedicated subcutaneously with buprenorphine
(Buprécare, 0.03 mg, kg), trimethoprim, and sulfadoxine (Borgal 24%, 30 mg,/kg), medeto-
midine (Médétor, 0.1 mg,/ kg) and carprofen (Rimadyl], 5 mg/kg). 10 min after the injections,
animals were anesthetized with isoflurane (5% in 100% O,) in a closed chamber. Rats were
then intubated and ventilated with a rodent ventilator (model 683; Harvard Apparatus,
South Natick, MA, USA), and anesthesia was maintained throughout the surgical pro-
cedure with isoflurane (2.5% in 100% O,). For phrenic metoneuron refrograde labeling,
intrapleural injections of cholera toxin B fragment were performed bilaterally in all animals
{15 plL/side) using a custom needle (6 mm, 23 gauge, semi-blunt to avoid puncturing of the
lung) and a 50 pL. Hamilton sy ringe as described previously [52]. After skin and muscles
wemnr mtracted, laminectomy and durotomy were performed at the C2 level. The spinal
cord was then sectioned unilaterally (left side) with microscissors. Toensure the section of
potentially remaining fibers, a microscalpel was used immediately after microscissors, as
described previously [7].

2.2.2. Brainstern Neurcnal Retrograde Labeling with Hy droxystilbamidine

For respiratory brainstem neuronal retrograde labeling, a sterilized piece of cotton
was impregnated with 2 pL of 7% hydroxystilbamidine (Fluorogold) and left into the injury
site for 20 min. Then, the lesion site was flushed with sterilized saline, and muscles and
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skin were then sutured closed. To reverse medetomidine-induced anesthesia, atipamezole
{Rewvertor, 0.5 mg/kg) was intramuscularly injected. Isoflurane anesthesia was then turned
off, and the endotracheal tube was removed when animals showed signs of wakefulness.
All animals were kept 7 days postsurgery in their cage to recover before rTMS or Sham
rTMS protocol was applied.

2.3. Repetitive TMS (rTMS) Protocol

rTMS protocel was performed using the magnetic stimulator MAGPRO R30 (Magven-
ture, Farum, Denmark) connected to a figure-of-eight coil (Cool-B65), delivering a unique
biphasic pulse with the intensity of the simulus expressed as a percentage of a maximum
output of the stimulator (% MO). The protocol (9 trains of 100 biphasic pulses, separated
by 30 s intervals between trains delivered at 50% MO, 900 stimulations per protocol) was
applied in awake restrained animals at —6 mm caudal to Bregma. This protocol induced
a long-lasting increase in phrenic excitability in anesthetized, intact rats [30]. Control
animals received a Sham rTMS protocol (e.g, no stimulation but the same time spent in
the custom-designed restraining device, Figure 1). This rTMS protocol was applied 7 days
postinjury for either 7 days (once a day), 1 month, or 2 months (once a day, 5 days per

week) (Figure 1),
A.
Surgery | C24s] 7 diwyis 100 or Sham (TMS [ance 2 day)
+ ETB (intraphinal] 1
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Figure L Protocols for 10 Hz or Sham rTMS following C2 spinal cord hemisection: (A) rTMS protocals
fior 7-day-treated groups; (B) rTMS protocols for 1-menth- and Z-month-treated groups; (C) image of
rat teceiving Sham rTMS protocol; {D) image of rat reoeiving 10 Hz rTMS protocol.

24, Eledrophysiological Recordings
241, Animal Preparation

Animals were randomly divided into 6 groups: 7-day Sham rTMS (n = 8); 7-day 10 Hz
rTMS (n = 9); I-month Sham rTMS (n = &); I-month 10 Hz rTMS (n = 6); 2-month Sham
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rTMS (1 = 6); 2-month 10 Hz rTMS (1 = 6). Electrophy siclogical recordings of diaphragm
activity and excitability were used to functionally evaluate the effects of rTMS treatment
on the phrenic motor circuit after completion of sham or 10 Hz rTMS. Briefly, anesthesia
was induced using isoflurane (5% in 21% O, balanced) in an anesthesia chamber and
maintained through a nose cone (2.5% in 100% air balanced). Animals were tracheotomized
and pump-ventilated (Rodent Ventilator, model 683; Harvard Apparatus, South Natick,
MA, USA). The ventilation rate (frequency = 72 breaths per minute, tidal volume: 2.5 mL)
was adjusted to reduce the end-tidal CO; value below the animals’ central apneic thresh-
old throughout the experiment to aveid recording spontaneous diaphragm contractions.
During the recordings, animals were placed on a heating pad to maintain a constant bady
temperature (37.5 + 0.5 °C), and their rectal lemperature was continuously monitored
throughout the experiment. Arterial pressure was measured through a catheter inserted
into the right femoral artery. Arterial and tracheal pressures were monitored continuously
with transducers connected to a bridge amplifier (AD Instruments, Dunedin, New Zealand).
The depth of anesthesia was confirmed by the absence of response to toe pinch. A laparo-
tomy was performed, and the liver was gently moved dorsally to access the diaphragm.
Gauze soaked with warm phosphate-buffered saline was placed on the liver to prevent
dehydration. Both sides (ipsilateral and contralateral to the spinal cord lesion) of the
diaphragm were implanted with two custom-made hooked bipolar electrodes into each
mid-costal part of the diaphragm and left in place for the duration of the experiment for
the measurement of (1) spontaneous diaphragm EMG during spontanecus polikilocapnic
normoxic or transient mild asphyxia breathing (by occlusion of the animal’s nose for 15 s
after disconnection of a tracheal tube from the ventilator) and (2) diaphragm MEP when
PETCO2 was below the apneic threshold.

2.4.2, Diaphragmatic EMG Recordings

EMGs were amplified (Model 1800; gain, 100; A-M Systems, Everett, WA, USA) and
band pass-filtered (100 Hz to 10 kHz). The signals were digitized with an 8-channel
Powerlab data acquisition device (Acquisition rate: 4 k/s; AD Instruments, Dunedin, New
Zealand), connected to a computer, and analyzed using LabChart 7 Pro software (AD
Instruments, Dunedin, New Zealand). The bilateral diaphragmatic EMGs were integrated
(50 ms decay).

2.4.3. Diaphragmatic MEP Recordings

Next, the head of the animal was placed on a nonmagnetic, custom-made stereotaxic
apparatus, which allowed its positioning from the center of the figure-of-eight coil to
—6 mm from Bregma, at an angle of 0°, as previously described [30,31]. MEPdia induced by
asingle pulse of TM5was recorded (summation of 5 to 10 TM5 pulses between 2 heartbeats,
max 10 trials at 80% MO). These electromyographic signals were amplified (gain, 1 k;
A-M Systems, Everett, WA, USA) and band pass-filtered (100 Hz to 10 kHz). The signals
were then digitized with an 8-channel Powerlab data acquisition device (Acquisition rate:
100 k/s; AD Instruments, Dunedin, New Zealand) connected to a computer and analyzed
using LabChart 8 Pro software (AD Instruments, Dunedin, New Zealand).

2.5, Tissue Processing

At the end of the experiment, animals were euthanized by intracardiac injection of
pentobarbital (EXAGON, Axience), intracardially perfused with heparinized 0.9% NaCl
(10 mL), followed by Antigenfix solution (DIAPATH). After perfusion, the C1-Cé spinal
cord and brainstem were carefully dissected and stored at 4 °C in fixative for 24 h. After
postfixation, tissues were cryoprotected for 48 h in 30% sucrose (in 0.9% MNaCl), and stored
at —80 °C. Frozen longitudinal (C1-C3 spinal cord) and transverse (C3-Cé spinal cord
and brainstem) free-floating sections (30 um) were cut using a Thermo Fisher cryostat.
C1-C3, C3-Cé, and brainstem sections were stored in a cryoprotectant solution (Sucrose
30%, ethylene glycol 30%, and PVP40 1% in PBS 1x ) at —22 L sl Every fifth section from
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C1-C3 was used for lesion reconstruction to examine the extent of C2 injury using cresyl
violet histochemistry.
2.6. Histolagical Reconstruction of the Extent of C2 Injury

Longitudinal sections from the C1-C3 cord were used to assess the dorsoventral and
mediolateral extent of injury in all animale, Brightfield microscopy was used to examine
the cresylviolet-stained sections and recorded on a stereotaxic transverse plane of the C2
spinal cord. Each injury was then digitized and analyzed with Image] software (NIH).
The extent of the injury on the injured side was calculated using a reference to a complete
hemisection (which is 100% of the hemicord) and reported as a percentage (Figure 2), as
described in our previous publication [7].
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Figure 2. Extent of injury following a C2 spinal cord hemisection: (A) representative schematic
diagrams of the extent of injury in each animal at 15 days postinjury (P.L) for 7-day Sham and 10 Hz
rTMS groups, 36 days PL for Imonth Sham and 10 Hz rTMS groups, and 64 days PL for Zmonth
Sham and 10 Hz rTMS groups; { B)extent of injury quantification in percentage compared with control
spinal cord injury (SCI) 100%. The quantification has been made only in the ventral part where the
phrenic motoneurons are located. There is no difference between the different groups (One Way
ANOWVA, p = 0.235); (C) representativie image for each grotip stained in ciesyl vielet. Scale Bar 1 min
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27, Immunofluorescence

For immunofluorescence experiments, free-floating transverse sections of the C3-Cé
spinal cord and brainstem wem washed and placed in blocking solution (NDS 5% in PBS
1x) for 30 min and then incubated with the corresponding antibody in blocking solu-
tion (NDS5 5%) overnight on an orbital shaker at 4 °C. After several FBS washes, sections
wemre incubated in the corresponding secondary antibody for 2 h at room temperature,
then washed again with PBS. The following primary antibodies were used: cholera toxin,
B-subunit (CTB, Calbiochem, Saint-QOuentin-Fallavier, France, 1/1000, goat polyclonal),
CREB (Sigma, Saint-Cuentin-Fallavier, France, 1,/2000, rabbit polyclonal), GAP-43 (Sigma,
Saint-Quentin-Fallavier, France, 1,/2000, mouse monoclonal), nitric oxide synthase 11 (iNOS5,
Millipore-Merck, Guyancourt, France, 1,/3000, rabbit polyclonal), CD68 (Millipore-Merck,
Guyancourt, France, 1/300, mouse monoclonal), Thal (Abcam, Paris, Franoe, 1/400, goat
polyclonal), phospho-c-Jun (Ser63) II {Cell Signaling, Saint-Cyr-L'Ecole, France, 1,200,
rabbit polyclonal), and GEAP (Millipore-Merck, Guyancourt, France, 1,/4000, rabbit poly-
clonal). The secondary antibodies were linked to the fluorochromes Alexa Fluor 488, 594
(Molecular Probes, Tllkirch, France, 1/2000) or 647 (Invitrogen, Illkirch, France, 1,/2000).
Biotinylated wisteria floribunda lectin (WFA, Vector laboratories, Les Ulis, France, 1/2000)
with Alexa Fluor 488 Avidin (Molecular Probes, Illkirch, France, 1/1000) were used to
labeled chondroitin sulfate proteoghycans (CSPGs). Images of the different sections were
captured with a Hamamatsu ORCA-R? camera mounted on an Olympus IX83 PZZF micro-
scope or a 3dhistech panoramic slide scanner. [mages were analyzed using Image] 1.53n
software (NIH, USA).

2.8. Data Processing and Statistical Analyses

The amplitude {normalized to the corresponding sham group in arbitrary units, AU) of
atleast 5 double-integrated diaphragm EMG inspiratory bursts during normoxia and mild
asphyxia was calculated for each animal from the injured and the intact sides with LabChart
7 Pro software (AD Instruments). Diaphragm MEP traces for each side (at least 5 MEPdia)
wemr averaged and superimposed using LabChart Pro software (AD Instruments). The
baseline-to-peak amplitude of the first wave of each superimposed MEPdia was calculated.

One-way ANCOVA was performed between different groups for the extent of injury
evaluation. Comparisons bebween intact and injured sides for diaphragmatic EMG and
MEP and between eupnea and asphyxia for diaphragmatic EMG were performed by
Student’s paired t-test. Two-way ANOVA (Fisher LSD Method for multiple comparisons)
was used to compare MEPdia throughout the experiment and between different rTMS
protocols. Student’s f-tests were used to compare values of the same side (intact or injured)
between the different protocols (between 7-day, 1-month, and 2-month Sham rTMS or
between 7-day, 1-month, and 2-month 10 Hz rTMS) and to compare Sham and 10 Hz rTMS5
group values for the same time point (at 7 days, 1 month, and 2 months). Paired t-tests
were used to compare data from intact and injured sides of the same animal.

All data are presented as mean =+ 5D, and statistics were considered significant when
p < 0.05. SigmaPlot 12.5 software was used for all analyses.

3. Results
3.1. rTMS-Induced Effects on Diaphragm Activity during Eupnea

Diaphragm activity was assessed by recording EMGdia amplitude for both intact
and injured sides (Figure 3A). A reduction in EMGdia amplitude was observed 15 days
postinjury (PL) for the injured side (7-day Sham rTMS = (.06 + 0.08 uV.s.s), compared
with intact side (0.54 & 0.20 uV.s.s, p < 0.001). This reduced diaphragm activity persisted
for the injured side in Sham rTMS5-treated animals at 36 days PL (0.00 + 0.00 pV.s.s) and
64 days PL (0.03 = 0.04 pV¥.s.s) (p > 0.05). The 10 Hz rTMS protocol did not induce a
significant change in EMGdia amplitude on the side of the injury at any experimental
time point (7 days: 0.01 & 0.02 pV.s.s; I-month rTMS: 0.01 + 0.03 pV.s.s; 2-month rTMS:
0.03 + 0.03 uV.=.s). For the intact side, no differences in diaphragm activity were observed
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between Sham rTMS group (0.54 + 0.20 pVs.s) and 10 Hz rTMS group (0.51 + 0.21 uV.s.s)
following 7 days of stimulation {p= 0.772). However, following 1 month of rTMS, 10 Hz
treated animals (0.63 & 0.15 pV.s.2) presented a significantly higher EMGdia amplitude,
compared with Sham-treated animals (0.45 + 0.10 pVs.s, p = 0.011). After 2 months of
rTMS, this difference between Sham-treated animals (0.67 &+ 0.14 uV.s.s) and 10 Hz treated
animals (0.64 = 0.12 uV.s.s} disappeared (p = 0.656) due to an increase in EMGdia amplitude
between 1 month (045 £ 0.10 pV.s.s) and 2 months (0.67 £ (.14 pVis.s) in the Sham group
(p = 0.039) (Figume 3B).
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Figure 3. Diaphragm activity in C2 hemisected rats following chronic Sham and 10 Hz TM5:
{A) representative traces of raw diaphtragm EMG of C2 hemisected rats, follow ing 7-day, 1-month, or
2-month Sham or 10 Hz rTMS tieatment; (B) integrated diaphragm amplitude for intact and injured
sides of Sham or 10 Hz rTMS treated C2 hemisected animals following 7 days, 1 month, or 2 months
of teatment. + p«< 0.001, compared with intact side; * p= 0.011, intact side of Sham rTMS5 group vs.
intact side of 10 Hz rTMS group following 1-month treatment. #p = 0.039, intact side of Sham (TMS
group following 1-month treatment vs corresponding group follow ing 2 months of treatment.

3.2 rTMS-Induced Effects on Diaphragm Musde Resporise to Respiratory Challenge

In addition to analyzing diaphragm activity during eupneic breathing, muscle activity
was also analyzed during respiratory challenges (i.e., mild asphyxia). When challenged
with mild asphyxia, there was no significant change in EMGdia amplitude, compared
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with eupneic breathing on the intact side at 7 days in Sham-treated animals, and 7-day
and 1-month 10 Hz rTMS groups (Figure 4A,B,D, respectively). EMGdia on the intact
side, however, significantly decreased with mild asphyxia challenge, compared to eupneic
breathing, in 1- and 2-month Sham-treated groups, as well as the 2-month 10 Hz rTMS
group (Figure 4CEF, respectively). In contrast, EMGdia on the injured side significantly
increased with 10 Hz rTMS 2 months poststimulation (Figure 4F). No other statistically
significant differences were observed.
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Figure 4 Diaphragm activity in C2 hemisected rats follow ing chronic Sham and 10 Hz rTMS during
mespitatory challenge: integrated diaphragm amplitide for (A)7-day Sham, (B) 7-day 10 Hz rTMS,
(C) 1-month Sham, (D) I-month 10 Hz rTMS, (E) 2-month Sham, and (F) 2month 10 Hz fTMS groups
ineupnea and during mild asphysxda * p < (.05 mild asphyxia, compared with eupnea (paired - test).
The red short line represent the mean valie.

3.3, rTMS-Induced Effects on Phrenic System Excitability

MEPdia amplitudes were measured in response to a single pulse of TMS to evaluate
phrenic excitability following rTMS protocols (Figure SA). Significant differences in re-
sponse wete seen only between Sham-treated animals on the intact side from 1 to 2 months
postinjury (MEFdia increased), and between intact and injured sides of Sham-treated an-
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imals at 1 month, with the injured side being significantly greater (Figure 5B). No ather
statistically significant differences were observed.
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Figure 5. Diaphragm excitability in C2 hemisected rats following chronic Sham and 10 He rTMS:
{A) representative traces of raw diaphragm MEP of C2 hemisected rats, following 7 days, 1 month, or
2 months of Sham or 10 Hz rTMS treatment; {B) MEP amplitude for intact and injured sides of Sham-
or 10 Hz rTMS-treated C2 hemisected animals following 7 days, 1 month, or 2 months of treatment.
* p=0.028, intact side vs, injured side of Sham rTMS group following 1-month treatment. # p.< 0.001,
intact side of Sham rTMS group following 1-month treatment vs. corresponding group following
2 months of teatment.

3.4, rTMS-Induced Effects on Plasticity Markers in C3-Ct Spinal Cord

The expression of plasticity markers CREB and GAP-43 was evaluated at the C3-Cé
spinal cord, the anatomical location of the phrenic motoneuron nucleus (Figure 6A). The
percentage of cholera toxin beta (CTB, Figure A }labeled phrenic motoneurons ex pressing
CREB (Figure S1A) was significantly reduced for the intact side after 1 month of Sham or
10 Hz rTMS. In contrast, a reduction in CREB expression was seen on the injured side only
in those animals treated with 10 Hz ¥TMS for 1 month (Figure 6B).
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Figure 6. CREB expression in phrenic motoneurons following C2 hemisection: (A) epresentative
images showing expression of CREB in denervated phrenic motoneurons labeled with CTB in
C2 hemisected rats, following 7 days, 1 month or 2 menths of Sham or 10 Hz 1TMS treatment;
{B) quantification of the percentage of CREB expressing phrenic motonetirons for intact and injiired
sides of Sham- or 10 Hz rTM5-treated (2 hemisected animals following 7 days, 1 maonth, or 2 months
of treatment. Thete is no difference between the intact and the injured sides for the different groups
(paired f-te st for intact vs, injured side, p > 0.05); # T-day Sham rTMS intact side, compared with
1-month Sham rTMS intact side, p = 0.012. *7-day 10 Hz 1TMS intact side, compared with I-month
10 Hz 1TMS intact side, p = 0.007. +7-day 10 Hz rTMS injured side, compared with 1-month 10 Hz
1TMS injured side, p = 0,004

GAP-43 is normally synthesized in axonal growth cones; therefore, changes in GAF-43
immunofluorescence were evaluated in the phrenic motoneuron area in the C3-C6 spinal
cord (Figure 51B and Figure 7A). The area labeled by antibodies against GAP-43 increased
on the side of the injury 1 month after 10 Hz rTMS. No other significant differences were
observed at any experimental time point on the intact or injured side (Figure 7B). Although
there was significantly less GAP-43 labeling on the injured side, compared with the intact
side in the ventrolateral funiculi of the spinal cord, no significant differences wem seen
between Sham- or 10 Hz treated animals across any of the time points exampled (Figure 52).
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Figure 7. CAP-43 expression approximate to phrenic moteneurons following C2 hemisection: (A) rep-
msentative images showing the surface occupied by GAP-43 labeling around denervated phrenic
motoneurons labeled with CTB in C2 he mizected rats, following 7 days, 1 month, or 2 months of Sham
ar 10 Hz rTMS treatment; (B) quantification of the atea occupied by GAP-43 labeling approximate to
phrenic motoneurons on the intact and injured sides of Sham or 10 Hz rTMS5-ireated C2 hemisected
animals following 7 days, 1 month, or 2 months of treatment. Thete is no difference between the intact
and the injured sides for the different groups (paired tHest for intact ve. injured side, p> 0.05; * 7-day
10 Hz rTMS compared with 1-month 10 Hz rTMS for the injured side (Student’s ~test, p= 0LO17).

There was no difference in the expression of INOS, which produces the reactive
oxygen species nitric oxide, in phrenic motoneurons despite their denervation in any of
the groups (Figure 53). There was also no difference in p-c-Jun and CREB expression in
Flucrogold positive identified rostral ventral respiratory group (r'V RG) neurons on the side
of the injury when compared between 1 and 2 months of Sham or 10 Hz rTMS treatment
(Figures 54 and 55, respectively), nor were there differences in C5PG expression in the
rVRG (Figure 56).
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3.5 rTMS-Induced Effects on Newroinflammation

Immunohistochemistry against Ibal (microglia) and CD68 (macrophages) was used
to evaluate neuroinflammation in the injured C1-C3 spinal cord follow ing 1 month and
2 months of rTMS treatment (Figure S7A). For the injured side, the area occupied by Ibal
labeling was reduced in 1-month 10 Hz rTM5-treated animals (10.72 + 5.73%), compared
with 1-month Sham rTM5-treated animals (2374 £ 8.45%; p < 0.05) between —345 pm and
+345 pm from lesion epicenter, as well as between —690 um and —345 pm from lesion
epicenter (1-month 10 Hz rTMS: 13.72 & 9.42% ve. 1-month Sham rTMS: 24.46 & 6.31%;
p < 0.05) (Figure S7B). No difference in CD68 labeling on the side of the injury was observed
between groups (Figure 57D). For the intact side, there was no difference in Ibal labeling
between groups (Figure S57C). However, the area occupied by CD68 positive cells was
reduced in the 2-month 10 Hz rTMS group (0.02 + 0.03%), compared with 2-month Sham
rTMS (0.33 £ 0.39%; p < 0.05) between —345 pm and +345 pm from lesion epicenter
{Figure S7E).

Immunohistochemistry against GEAT (astrocytes) and WEFA (CSPGs) was used to
evaluate any rTM5-induced changes in the astroglial border of the lesion (Figure 584). No
difference in GFAP immunofluorescence was detected on either the injured or the intact
sides (Figure 58B,C). WEA labeling was reduced in 2-month 10 Hz rTMS (9.04 + 3.42%),
compared with 1-month 10 Hz rTMS5-treated animals (17.14 4+ 9.54%; p < (L.05) on the side
of the injury (Figure S8D). No differences were observed in WEA immunofluorescence on
the intact side (Figure S8E).

4. Discussion

The present study is the first to investigate the therapeutic effects of chronic *TMS for
enhancing respiratory function following cervical spinal cord injury (SCI) in a preclinical
model. Our previous study already demonstrated that a single acute delivery of 10 Hz rTMS
in anesthetized rats induced an increase in phrenic network excitability [30]. This 10 Hz
magnetic stimulation is e cognired for its long-term potentiation (LTP)-like effect [42,52].
We, therefore, hypothesized that chronic delivery of this protocol would induce beneficial
effects on mspiratory recovery after cervical SCL

Contrary to our expectations, the analysis of EMGdia recordings showed the ap-
plication of chronic 10 Hz rTMS had no effect on diaphragm activity on the side of the
injury during eupnea, regardless of the duration of treatment. Conversely, an increase
in diaphragm activity on the intact side after 1 month of treatment in injured animals
was observed. Nontreated animals reached an EMGdia amplitude similar to those of
treated animals at 9 weeks postinjury. These results might suggest that chronic 10 Hz
rTMS strengthens spared descending respiratory pathways reflecting a recovery plateau.
Indeed, between 4 and 8 weeks post-C2 hemisection, a plateau in diaphragm activity has
been observed when treated with intermittent hypoxia [53]. A similar cbservation was
also found when a chronic protocol of intermittent hypoxia was applied following C2
hemisection in rats on diaphragm activity, with no difference belween treated animals
and normoxic animals after 3 weeks of treatment {spontaneous recovery reaches a ceil-
ing/ plateau by that time postinjury ) [54]. Additionally, consistent with MEPdia results, the
intact hemidiaphragm could better compensate for the paralyzed hemidiaphragm. Indeed,
animals treated with 10 Hz rTMS did not differ significantly in MEF amplitude over time
in either intact or injured hemidiaphragm. In contrast, Sham-treated animals had a reduced
amplitude for the intact side, compared with the injured side following 1 month of treat-
ment, and similar to those of rTMS-treated rats after 2 months of treatment. These results
suggest that excitability of spared phrenic motoneurons is reduced in Sham-treated animals,
whereas rTMS treatment maintained basal excitability in these motoneurons. Momover, at
2 months post-rTMS treatment, an increased response to asphyxia was observed on the
injured side, whereas no response was observed in Sham-treated animals. This reflects a
strengthening of the existing CPF, which is consistent with evidence for spontaneous CPP
3 months post-C2 hemisection but not seen at 7 days postinjury [5].
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The reduction in CREB expression in phrenic motoneurons occurred earlier postinjury
in treated animals, suggesting that CREB signaling may contribute to treatment-driven
plasticity. Moreover, the reduction in CD68 positive cells on the intact side of the C1-C3
spinal cord could reflect the anti-inflammatory effect of rTMS treatment, which may also
contribute to neuroplasticity. Consistent with this finding, others have shewn a reduction
in GFAP and Ibal labeling, which correlated with increased neuronal plasticity after rTSMS
treatment [45,55], Although these effects correlate with neuroplastic processes, no change
in CREB or p-c-Jun expression was observed in respiratory brainstem neurons (putative
ventral respiratory column) on the side of the injury, despite these molecules being involved
in synaptic plasticity and axonal regeneration [56].

The present study also demonstrated no significant change in GAP-43 expression
within white matter regions with treatment. This raizes the question as to whether neuro-
plasticity is being mediated by spinal networks, which many recruit spinal interneurons
within the phrenic network. This would be consistent with infured mice [57] and rats [58,59]
displaying increased connectivity of spinal interneurons after cervical spinal cord injury.
Furthermore, stimulating activity within spinal networks has also been shown to increase
spinal interneuren activity and plasticity [60]. Based on these prior results, it is likely that
stimulation with rTMS may also drive a degree of plasticity within these same phrenic
interneuronal networks. This could also explain why phrenic motor activity on the side of
injury was increased during asphyxia 2 months after chronic rTMS. Indeed, this observa-
tion could be an indication of strengthening of the CPP involving both spared descending
pathways and interneuronal connectivity.

In this study, we chose to specifically stimulate at the cortical level to target neuronal
nehworks connected to brainstem respiratory centers. Previous studies using repetitive
magnetic stimulation employed a thoracic model of SCI, applying magnetic stimulation
at the side of injury. Studies in mioe demonstrated that 10 Hz acute or chronic rTSMS
improved locomotor function after thoracic injury [45,61], but a lower frequency (0.2 Hz)
of rTSMS in rats did not [40]. However, when combining stimulation with growth factor
delivery and activity-based therapy, improved functional effects were observed [40].

More invasive spinal stimulation approaches, such as intraspinal and epidural stim-
ulation, have also been used to elicit spinal neural plasticity [52-65]. High-frequency
epidural stimulation was used at the level of the phrenic motor nucleus (C4 segment) in
Cl-transected animals to induce short-term facilitation of the phrenic motor circuit [64].
This has been demonstrated within the denervated phrenic motor pool after CZHS in rats
with increased growth factor expression (e.g.,, VEGF and BDNF) [66].

5. Conclusions

Even though epidural stimulation is a promising technique, it is surgically invasive,
and accordingly, less invasive approaches than that used in the present study may be more
readily applied in the clinic. Despite some promise with TMS, the results from the present
study may reflect the fact that 10 Hz rTMS alone may be insufficient to stimulate significant
functional diaphragmatic recovery. Combining the rTMS protocol employed in the present
study with other therapeutic interventions (e.g,, activity-based therapy [40,67]) may be
more efficacious.

Supplementary Materials: The following are available online at https: / / wiww. mdpi.com, article,/ 10
3350/ biology 11050473 /51, Figure 51: Representative C3—C6 spinal cord sections labeled for CTB
and CREB or GAP-43, Figure 52 GAP-43 expression in C3-Cé ventrolateral funiculi following
C2 hemisection, Figiire 53: iNOS expression in phrenic motoneiirons following C2 hemisection,
Figure 5% p-cJun expression in injured rVRG neurons Figure 55: CREB expression in injured rtWRG
neurans, Figure 56 CSPG expression in in the area around injured rVRG neurons, Figure 57 Tbal
and CD68 expression in the C1-C3 spinal cord following C2 hemisection, Figime 58: GFAP and WEA
expression in the C1-C3 spinal cord following C2 hemisection.
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Figure 51: Representative C3-C6 spinal cord sections labeled for CTB and CREB or GAP-43

A. Representative image showing the phrenic motoneurons labeling in red and CREB labeling in
green in the C3-C6 spinal cord. B. Representative image showing the phrenic motoneurons
labeling in red and GAP-43 labeling in green in the C3-C6 spinal cord.
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Figure §2: GAP-43 expression in C3-C6 ventrolateral funiculi following C2 hemisection

A. Representative image showing location of phrenic motoneurons in red and the location of the
ventrolateral funiculi (white dashed line). B. Schematic representation of a transversal section of
the spinal cord showing the ventrolateral funiculi (black dashed line). C. Representative images
showing expression of GAP-43 expression in C3-C6 ventrolateral funiculi in C2 hemisected rats,
following 7-days, 1-month or 2-months Sham or 10Hz rTMS treatment. D. Quantitative analysis of
the GAP-43 immunolabeled area in the ventrolateral funiculi for intact and injured sides of Sham
or 10Hz rTMS treated C2 hemisected animals following 7-days, 1-month or 2 months treatment.
There is no difference between intact side groups, and between injured groups (T-test, p>0.05). *
compared to intact side, p<0.01.
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Figure 53: iNOS expression in phrenic motoneurons following €2 hemisection

A. Representative images showing expression of iNOS in intact side phrenic motoneurons labeled
with CTB in C2 hemisected rats, following 7-days, 1-month or 2-months Sham or 10Hz rTMS
treatment. B. Quantification of iINOS expression in phrenic motoneurons for intact and injured
sides of Sham or 10Hz rTMS treated C2 hemisected animals following 7-days, 1-month or 2
months treatment. There is no difference between the intact and the injured sides for the
different groups (Paired t-test for intact vs injured side, p>0.05 There is no difference between
intact side groups, and between injured groups (T-test, p=0.05).
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Figure S4: p-c-Jun expression in injured rVRG neurons.

A. Representative images showing rVRG in the brainstem. rVRG neurons are labeled with
Fluorogold. B. Quantification of p-c-Jun expression in injured rYRG neurons following 1-month and
2-months 10Hz rTMS or Sham rTMS. C. representative images of p-c-Jun expression in inured rVRG
neurons following 1-month and 2-months 10Hz rTMS or Sham rTMS. There is no difference
between the different groups (t-test when possible, p>0.05).

261



1-month rTMS

RESULTATS

w

Sham rTMS

Fluorogold

[ Intact side
T=T0 W Injured side
2
iz 0
53 T
g
T g 40 | I
o'
g0
E g 20
o910
0 Sham 10Hz Sham 10Hz
rTMS TMS rTMs rTMS
1-month rTMS 2-months rTMS
2-months rTMS
10Hz rTMS Sham rTMS 10Hz rITMS

Figure §5: CREB expression in injured rVRG neurons.

A. Representative images showing rVRG in the brainstem. rVRG neurons are labeled with
Fluorogold. B. Quantification of CREB expression in injured rVRG neurons following 1-month and
2-months 10Hz rTMS or Sham rTMS. C. representative images of CREB expression in inured r'VRG
neurons following 1-month and 2-months 10Hz rTMS or Sham rTMS. There is no difference
between the different groups (t-test when possible, p>0.05).
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Figure $6: CSPG expression in in the area around injured rVRG neurons.

A. Representative images showing rVRG in the brainstem. rVRG neurons are labeled with
Fluorogold. B. Quantification of CSPG expression in the area around injured rVRG neurons
following 1-month and 2-months 10Hz rTMS or Sham rTMS. C. representative images of CSPG
expression in the area around inured rVRG neurons following 1-month and 2-months 10Hz rTMS
or Sham rTMS. There is no difference between the different groups (t-test when possible, p>0.05).
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Figure 57 : Ibal and CD68 expression in the C1-C3 spinal cord following C2 hemisection

A. Representative images showing expression of Ibal and CD68 at the site of the lesion in C2
hemisected rats, following 1-month or 2-months Sham or 10Hz rTMS treatment. Quantification of
Ibal expression intact side (B) or injured side (C) of Sham or 10Hz rTMS treated C2 hemisected
animals following 1-month or 2 months treatment. Quantification of CD68 expression intact side
(D) or injured side (E) of Sham or 10Hz rTMS treated C2 hemisected animals following 1-month or
2-months treatment. * 1-month 10 Hz rTMS vs 1-month Sham Hz rTMS, Two-way-ANOVA, p<0.05.
# 2-months 10 Hz rTMS vs 2-months Sham Hz rTMS, Two-way-ANOVA, p<0.05.
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Figure S8 : GFAP and WFA expression in the C1-C3 spinal cord following €2 hemisection

A, Representative images showing expression of GFAP and WFA (CSPG) at the site of the lesion in
C2 hemisected rats, following 1-month or 2-months Sham or 10Hz rTMS treatment. Quantification
of Ibal expression intact side (B) or injured side (C) of Sham or 10Hz rTMS treated C2 hemisected
animals following 1-month or 2-menths treatment. Quantification of CD68 expression intact side
(D) or injured side (E) of Sham or 10Hz rTMS treated C2 hemisected animals following 1-month or
2-months treatment. ¥ 1-month 10 Hz rTMS vs 2-months 10 Hz rTMS, Two-way-ANOVA, p<0.05.

265



DISCUSSION

266



DISCUSSION

Qu'il soit déclenché par une infection ou par un traumatisme, un déréglement de la réponse
immunitaire peut avoir de graves conséquences. Généralement étudiées indépendamment, ces
origines différentes peuvent toutefois mettre en jeu des mécanismes communs. Au cours de ma
these, j'ai donc cherché a étudier plusieurs de ces mécanismes. L'un d'entre eux a plus

particulierement retenu mon attention : la production de pieges extracellulaires (ETs).

Pour évaluer ces possibles interactions, j'ai travaillé sur deux pathologies : le sepsis, en tant

que facteur infectieux, et la |ésion de la moelle épiniere, en tant que facteur d'origine traumatique.

Les études menées apres |ésion de la moelle épiniére ont permis de caractériser les types
cellulaires produisant les ETs dans ce modeéle. Celles menées sur deux modeles précliniques de
sepsis ont permis de caractériser et explorer les effets des ETs sur les troubles neuromusculaires
au cours de cette pathologie. Par ailleurs, j'ai également évalué des traitements potentiels que
sont la modulation adrénergique au cours du sepsis ou la stimulation magnétique transcranienne

répétée suite a une lésion de la moelle épiniere.
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1. IMPLICATION DE LA MODULATION ADRENERGIQUE AU COURS DU
SEPSIS (ARTICLE 1)

Malgré un traitement principalement symptomatique, le sepsis provoque prés de 11
millions de décés par an. Pour améliorer la prise en charge de ces patients, une piste
thérapeutique innovante pourrait étre la modulation adrénergique, avec notamment
I'administration d'antagonistes des récepteurs B1-adrénergiques, appelés p1-bloquants, en raison
de leur capacité a atténuer la réponse inflammatoire excessive du systéme immunitaire et a
moduler la réponse neuroendocrine. Afin d'explorer les effets des p1-bloquants, des modeéles
précliniques ont été utilisés et ont permis de montrer une modulation de la réponse inflammatoire
et une préservation des grandes fonctions d'organes, dont la fonction cardiaque. De plus,
I'administration de B1-bloquants chez des patients septiques hypertendus a montré des effets
positifs sur leur survie (Morelli et al. 2013). Cependant, les mécanismes expliquant ces effets
protecteurs des B1-bloquants sélectifs sur les fonctions des organes, et par conséquent sur la

survie, n‘ont jamais été clairement mis en évidence.

Pour répondre a cette question, nous avons, dans un premier temps, cherché a reproduire
les effets connus du choc septique humain (hypovolémie, réponse inflammatoire exagérée,
dysfonctions organes) sur des modeles précliniques murins de sepsis, les modéles LPS et CLP, qui
comportent chacun des caractéristiques différentes mais complémentaires (tableau 2, page 70),
avant d'évaluer deux B1-bloquants potentiels, pour ensuite étudier les mécanismes expliquant

leurs effets.

La sélectivité des B-bloquants pour les récepteurs f1-adrénergiques au cours du sepsis est
importante afin de ne pas affecter les récepteurs p2-adrénergiques, dont la stimulation a un réle
positif au cours de cette pathologie, notamment par son effet plutot anti-inflammatoire. Au cours
de ce projet, nous avons donc sélectionné comme B1-bloquants I'aténolol et I'esmolol (sélectivité
B1/B2 : respectivement 30/1 et 35/1) (Page et al. 2016). Ces deux molécules donnent des résultats
similaires sur la survie et les fonctions d'organe. Notre choix s'est donc porté sur |'aténolol pour
la suite de mon projet, car cet antagoniste permet de réaliser une seule injection (demi-vie longue)

et ainsi de limiter le stress induit par la manipulation des animaux.
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Nous avons montré un effet positif de I'administration de f1-bloquants sur la survie dans
nos deux modeéles précliniques de souris. Chez I'Homme, les résultats sur ce paramétre sont
parfois contradictoires : certaines études concluent a des effets bénéfiques de ce type de
traitement, avec notamment une amélioration de la survie des patients a 28 jours (Liu et al. 2018;
Morelli et al. 2013), tandis que d'autres travaux supposent l'inverse (Ackland et al. 2010). Les
raisons de cette divergence sont difficiles a déterminer, mais le choix de la dose a employer
pourrait étre une de ces raisons. En effet, notre étude a permis de reproduire la variabilité des
résultats de la littérature en fonction de la dose. Nous avons montré dans le modeéle LPS qu'une
dose faible (0,1mg/kg, IP) diminuant de facon non significative la fréquence cardiaque (8,7 +
1,4 %) améliorait la survie et les fonctions d’organes (cceur, foie, rein) comme I'avait déja montré
Wei et al en 2016 (Wei et al. 2016). Par contre, une dose plus élevée (1mg/kg, IP), diminuant la
fréquence cardiaque de facon significative (18,4 + 3,8 %) aggravait les dysfonctions d'organes et

augmentait le risque de décés des animaux.

Suite a cela, nous avons observé une préservation des fonctions d'organes, notamment de
la fraction d'éjection du ventricule gauche chez les animaux traités (LPS 33 + 2,8 % vs LPS +
aténolol 55 + 5 %) pour la dose de 0,Tmg/kg IP, ce qui avait déja été observé dans des modeéles
de sepsis par CLP (Suzuki et al. 2005; Wei et al. 2016). Afin d'expliquer cet effet bénéfique, nous
avons mené une étude sans a priori et non ciblée par microarray en comparant I'expression de
génes pour les groupes LPS et LPS traité par B1-bloquants, ou CLP et CLP traité par B1-bloquants.
Nos résultats ont montré que la majorité des génes dont I'expression est modulée par
I'administration de I'aténolol est impliquée dans les réponses inflammatoire et immunitaire. Cet
effet génomique a été confirmé au niveau protéique avec une diminution de la production des
principales cytokines pro-inflammatoires. Cet effet d'un B1-bloquant sur I'inflammation a déja été
montré dans des modeles précliniques (Hagiwara et al. 2008) de sepsis ou en clinique (Hong et
al. 2023; Levy et al. 2021), mais également dans d'autres pathologies comme par exemple la
Covid-19 (Clemente-Moragon et al. 2021), un modéle d'ischémie-reperfusion (Clemente-

Moragon et al. 2020) ou la dénervation sino-aortique (Zhang et al. 2004).

Pour approfondir le role de la modulation adrénergique sur la réponse immunitaire, nous
nous sommes intéressés aux neutrophiles car ils constituent la premiére ligne de défense au cours
d’'une infection, en étant parmi les premiéres cellules impliquées dans l'initiation de la réponse

immunitaire. Comme attendu, nous avons observé une augmentation du nombre de neutrophiles
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circulants, qui peut étre expliquée par I'augmentation de la concentration de facteurs (GM-CSF,
G-CSF) qui permettent leur libération massive par la moelle osseuse et une augmentation de leur
durée de vie. Au cours du sepsis, des études ont déja montré qu'ils étaient libérés de maniére
inadéquate et importante, et que leur durée de vie était augmentée, du fait d'une apoptose

retardée (Kovach et al. 2012).

La réponse immunitaire implique non seulement la présence des neutrophiles, mais aussi
leurs activités. Notre étude n'a pas montré d'effets majeurs des f1-bloquants sur la dégranulation
ou la phagocytose dans le modele LPS. En revanche, la production de piéges extracellulaires (ETs)
par les neutrophiles a été impactée par ce traitement avec une diminution de cette activité.
Découverts il y a 20 ans (Brinkmann et al. 2004), les ETs sont principalement composés de
chromatine, d’histones et de diverses protéines telles que la MPO et I'élastase. En plus de leur
fonction antimicrobienne, ils aident I'organisme a éliminer de nombreux pathogénes comme les
bactéries (Brinkmann et al. 2004) car ils agissent comme une barriere physique qui empéche leur
propagation. Le réle bénéfique des ETs pendant l'infection a été clairement démontré dans la
littérature : une déficience dans la production de ETs (Bianchi et al. 2009) ou la destruction des
NETs par les DNases entraine une sensibilité accrue a l'infection (Meng et al. 2012). Néanmoins,
des études ont montré que la dérégulation de leur formation peut conduire a des résultats
délétéres tels que des occlusions vasculaires, des dommages endothéliaux (Sonego et al. 2016) et
des lésions tissulaires (Dale et al. 1998; O'Connell et al. 2015), notamment au cours du sepsis (Li

et al. 2011).

Cette diminution de la production des ETs par un B1-bloquant a également été mise en
évidence en clinique : chez des patients atteints de COVID-19, I'administration d’'un f1-bloquant
a permis de réduire la production de NETSs. Elle était associée a une meilleure oxygénation, et a
une diminution du nombre de jours sous ventilation mécanique (Clemente-Moragon et al. 2020).
De méme, cet impact des ETs sur les dysfonctions d'organes a déja été montré dans une étude
ou leur production a été inhibée a 'aide du disulfirame dans un modele de sepsis. Cette étude a
conclu a une diminution des dysfonctions d'organes et a une amélioration de la survie qui
pourraient s'expliquer par une réduction des effets négatifs des protéines antimicrobiennes
associées, et avoir des effets bénéfiques sur la coagulation intravasculaire ou la perfusion
microvasculaire (McDonald et al. 2017). Des études récentes ont suggéré que la présence accrue

de ETs pourrait contribuer a I'induction de I'inflammation chronique, jouant ainsi un role dans la
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progression de diverses maladies, y compris les dysfonctions d'organes (Klopf et al. 2021). Elle
pourrait également contribuer a la réponse inflammatoire exacerbée, entrainant des dommages
tissulaires et des altérations fonctionnelles. De méme, dans des troubles systémiques tels que les
maladies auto-immunes, les ETs pourraient agir comme des déclencheurs de cascades
inflammatoires qui seraient capables d'affecter la fonction normale des organes (Klopf et al. 2021).
Cependant, la découverte de ces ETs est encore récente et les mécanismes complexes par lesquels
passent leurs effets sur le développement des pathologies ne sont que partiellement connus et

restent a étudier.

Il existe d'ailleurs deux principaux types de ETs: vitaux et suicidaires. Leurs différences
fondamentales résident dans la nature des stimuli incitatifs et dans le moment de la libération de
I'ET. La formation de ETs suicidaires a été principalement démontrée dans le cadre d'une
stimulation chimique telle que celle par la PMA (Phorbol 12-myristate 13-acétate) et nécessite
plusieurs heures. En revanche, la formation de ETs vitaux est réalisée beaucoup plus rapidement.
Elle a été mise en évidence dans des modéles moléculaires microbiens, en particulier apres
I'administration de LPS (Comim et al. 2011). Ainsi, I'analyse de la formation de ETs dans nos études
a été limitée a la forme vitale avec I'expression de marqueurs spécifiques sur des cellules vivantes

aux membranes intactes.

Afin de confirmer que les effets positifs des f1-bloquants passent par la modulation de la
production de ETs, nous avons par la suite utilisé une approche ciblée en évaluant les
conséquences de ces ETs sur la fonction neuromusculaire, qui est une approche indirecte de
I'étude du SNC. Afin d'étudier cette fonction, nous disposons au laboratoire d'une technique non
invasive basée sur la stimulation magnétique transcranienne (TMS) : une bobine délivre un champ
magnétique qui se change en champ électrique et induit une dépolarisation des motoneurones,
si le champ magnétique est assez puissant pour le permettre. Lorsque le signal nerveux atteint le
muscle cible, une contraction involontaire du muscle se produit, appelée potentiel évoqué moteur

(PEM) qui peut étre enregistrée par des méthodes électrophysiologiques.
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2. IMPLICATION DES ETs DANS LES DYSFONCTIONS DU SYSTEME
NEUROMUSCULAIRE AU COURS DU SEPSIS (ARTICLES 2 ET 3)

Au cours du sepsis, le SNC est peu étudié alors que paradoxalement, il est fortement
impacté avec une neuro-inflammation associée a diverses altérations de ses fonctions, comme
des troubles neuromusculaires. De plus, le SNC joue un réle crucial dans la régulation de la
réponse immunitaire, les signaux neuronaux pouvant moduler I'activité des cellules immunitaires

et influencer la gravité de l'inflammation.

Dans notre modele de choc endotoxinique, nous avons mis en évidence que les
neutrophiles infiltrent la moelle épiniére, et que ce phénomene est associé a une perméabilité de
la BHE et a la formation de NETs. Mais cette production n’est pas limitée aux seuls neutrophiles.
En effet, la microglie est activée et forme également des pieges extracellulaires (MiETs), ce qui
n'avait encore jamais été montré dans un modéle préclinique de sepsis. La premiére
démonstration de I'existence des MiIETs est tres récente et a été faite aprés infection a la Listeria
in vivo (Wang et al,, 2019), ou in vitro apres stimulation a la dopamine (Agrawal et al., 2021). Tout
comme dans le sang ou le cceur, cette production de ETs est diminuée par I'administration
d'aténolol, ce qui confirme le réle immunomodulateur de ce B1-bloquant dans le SNC, comme
mis en évidence précédemment au niveau systémique. Cet effet d'un B1-bloquant sur la
production de ETs navait jamais été prouvé dans le SNC. En revanche, l'intérét de I'administration
de ce type de traitement I'était. Comme nous I'avons montré en systémique avec les cytokines
pro-inflammatoires, une étude a mis en évidence que l'esmolol permet de diminuer
I'inflammation dans le cerveau et de limiter les troubles cognitifs dans un modele de choc

endotoxinique (Y. Li et al. 2023).

Cette diminution de la production de ETs par les B1-bloquants pourrait étre due a une
modulation soit du nombre de cellules immunitaires infiltrées, soit du nombre de récepteurs p1-
adrénergiques exprimés par ces cellules immunitaires. La premiere hypothése n’est pas confirmée
car le pourcentage de neutrophiles ou de microglie parmi les cellules CD45 positives était similaire
entre les groupes LPS et LPS + aténolol. Concernant le nombre de récepteurs p1-adrénergiques

présents sur les cellules immunitaires, leur expression a leur surface a été débattue. Les récepteurs
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B1-adrénergiques, traditionnellement associés au systéme cardiovasculaire, ont été identifiés
relativement récemment sur diverses populations cellulaires du systéme immunitaire, y compris
les neutrophiles. Cela a permis d'élargir notre compréhension des interactions entre le systéme
nerveux et le systeme immunitaire (Clemente-Moragén et al. 2020; Yousefi et al. 2019). Nos
résultats ont pu confirmer la présence de ces récepteurs a la surface des neutrophiles et de la
microglie, mais ont également montré une augmentation de leur nombre sur ces types cellulaires
dans un modele de choc endotoxinique. Cette hausse a probablement pour conséquence une

augmentation de l'impact de la stimulation adrénergique lors du sepsis.

La fonction neuromusculaire étant I'un des composants du SNC affectés au cours du sepsis,
nous l'avons étudiée pour évaluer les conséquences des ETs sur le SNC. Nous avons montré que
notre modéle de choc endotoxinique reproduit les dysfonctions neuromusculaires grace a I'étude
de I'amplitude des PEMs qui est le reflet de I'excitabilité des motoneurones. Ces conséquences
peuvent étre limitées par la diminution de la production des ETS grace a I'administration
d'aténolol ou d'un inhibiteur spécifique de leur production, le sivelestat. Celui-ci permet d'inhiber
spécifiguement |'élastase nécessaire a la formation des ETs, car elle agit sur les histones afin de
décondenser I'ADN (Papayannopoulos et al. 2010). Ce lien entre les ETs et la fonction
neuromusculaire a été démontré dans d'autres pathologies, telles que les Iésions de la moelle
épiniere, lors de I'administration de différents inhibiteurs des ETs. Une amélioration de la fonction
motrice, mesurée par le score du test de Basso, Beattie et Bresnahan (BBB Score), a été observée
apres administration de Cl-amidine, qui inhibe I'enzyme peptidylarginine déiminase 4 (PAD4)
impliquée dans la citrullination des histones (Feng et al. 2021). Cette amélioration a également
été observée dans une autre étude ne mentionnant pas les ETs, mais utilisant le sivelestat, avec la
mesure de 'amplitude des PEM et du BBB Score (Kumar et al. 2018). Dans le sepsis, une étude a
montré des effets positifs sur la fonction neuromusculaire suite a I'administration d'ulinastatine,
un inhibiteur des protéases a sérine dont I'élastase, qui permettait potentiellement d'inhiber la

production de ETs (Xie et al. 2017).

Cependant, nous ne savons pas par quels mécanismes les B1-bloquants inhibent la
production des ETs. Une hypothése pourrait étre un effet indirect des p1-bloquants sur la
production des ETs grace a la modulation de la production des cytokines. En effet, nous avons
montré que l'administration de B1-bloquant permet de limiter la production de cytokines,

connues comme étant un facteur induisant la production de ETs (Keshari et al. 2012).
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Dans l'article 2, nous avions employé un modéle hyper-inflammatoire de sepsis peu
représentatif du sepsis humain. Dans l'article 3, nous avons donc choisi de le comparer avec le
modele CLP (ponction et ligation caecale), un modele moins inflammatoire, plus proche de la
pathologie humaine et considéré comme le « gold standard » des modeles de sepsis, afin de
confirmer le lien entre la réponse neuromusculaire et la production de ETs. Il induit bien une
neuro-inflammation mesurée par la production de cytokines (IL-1f et IL-6) comme déja montré
dans d'autres études (Jin et al. 2021; Zhao et al. 2022), mais a un niveau plus faible que dans le
modele LPS. Pourtant, cette inflammation était suffisante pour produire des ETs. En effet, des
études ont mis en évidence une production de ETs suite a I'incubation de cellules avec des
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B ou IL-8), ou au contraire une réduction de la
production de ces ETs suite a une préincubation avec des anticorps dirigés contre ces méme
cytokines (Keshari et al. 2012). Cette production de ETs est retrouvée associée a la microglie, aux
neutrophiles et aux monocytes présents dans la moelle épiniere mais en faible proportion par
rapport au modele LPS. De plus, nous n'avons pas retrouvé d'infiltration significative de

neutrophiles dans le modéle CLP comme nous avons pu l'observer dans le modéle LPS.

Suite a cette observation sur la différence de présence des neutrophiles dans les deux
modéles, nous avons cherché quelle pouvait étre leur influence sur la production de ETs par les
autres types cellulaires. Nous avons montré que la présence des neutrophiles induit une
production de ETs par la microglie et les monocytes, car nous avons mis évidence une corrélation
positive entre la quantité de neutrophiles infiltrés et le pourcentage de microglie ayant produit
des MiETs (r=0,84, p<0,001). Des travaux avaient déja prouvé que les neutrophiles sont capables
d'interagir avec la microglie, notamment suite a une injection de LPS, mais également dans
d'autres modeles dans lesquels les neutrophiles infiltrés pouvaient pousser les cellules de la
microglie vers un phénotype pro-inflammatoire et donc contribuer a la neuro-inflammation (Y. R.
Kim et al. 2020; Neumann et al. 2018). Cependant, un possible réle des neutrophiles dans

I'induction de ETs sur d’autres types cellulaires n'avait jamais été démontré.

Toutefois, cette production d'ETs dans le modéle CLP, moindre en quantité, ne permet pas
d'observer une diminution significative de I'amplitude des PEMs, et donc des dysfonctions

neuromusculaires. Face a ce constat, nous avons voulu savoir s'il existait un lien entre les ETs et la
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fonction neuromusculaire et nous avons montré que ce sont les MiETs qui sont responsables de
la diminution de cette fonction : les animaux qui avaient une amplitude de PEMs affectée, avaient
une production de MIETs significativement supérieure a celle des animaux ayant une amplitude
de PEMs non affectée. La microglie étant le type cellulaire le plus abondant dans le SNC, son
impact majeur sur la fonction neuromusculaire comparé aux autres types cellulaires n'est pas
surprenant. Cette contribution de la microglie est connue : les études montrent qu'une activation
soutenue ou chronique de la microglie peut entrainer des lésions irréversibles du SNC. En effet,
une inflammation persistante dans le SNC affecte la plasticité neuronale, altére la mémoire et est
généralement considérée comme un facteur typique de lésions tissulaires et de troubles

neurodégénératifs (Muzio et al. 2021).

En résumé, cette étude a permis de mettre en évidence que les troubles neuromusculaires
semblent majoritairement induits par les MiETs mais pas causés par l'inflammation seule, comme
nous avons pu le montrer avec le sivelestat. Ces MIETs sont eux-mémes induits par I'activation de
la microglie suite a l'infiltration de neutrophiles, indiquant I'existence d'un lien indirect entre les

neutrophiles et les troubles neuromusculaires.

Cette étude possede tout de méme quelques limites. En effet, les PEMs gastrocnémiens
(latence et amplitude) peuvent refléter au moins en partie I'état des motoneurones, la conduction
nerveuse, la jonction neuromusculaire et I'état de contractilité musculaire. Les modeéles de sepsis
LPS et CLP étant caractérisés par une inflammation systémique, nous ne pouvons pas exclure que
I'effet fonctionnel observé (réduction de I'amplitude des PEM) ne soit pas également di en partie
a une inflammation musculaire via, par exemple, la production de ETs par les neutrophiles, les
monocytes ou les macrophages dérivés des monocytes qui infiltrent le muscle. Pour vérifier cela,
un marquage des ETs dans le muscle pourrait permettre de déterminer si les effets positifs de
I'inhibition de la production de ETs sont uniquement dus a une modulation dans le SNC ou

également dans le muscle.

Par ailleurs, pour I'étude des NETs, nous avons utilisé une combinaison de marqueurs pour
s'assurer que l'on étudiait bien ces structures. En effet, certains des marqueurs des ETs les plus
couramment utilisés comme la MPO ou ['élastase, sont des enzymes présentes dans les granules
gue I'on va également retrouver lors de la dégranulation par exemple. C'est pourquoi nous avons

fait le choix de les associer a un second marqueur comme H3 citr qui est le plus couramment
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utilisé dans ce type d'études. Afin de compléter I'étude de ces ETs de notre projet, j'ai également
ajouté un marqueur d'’ADN non perméant, le SYTOX, qui permet de marquer I'ADN extracellulaire
et donc de sélectionner uniquement des ETs. Enfin, j'ai également ajouté un marqueur d'ADN
mitochondrial, TFAM, car il a été montré que I'ADN composant les NETs n‘est pas seulement
d'origine nucléaire et peut également provenir de la mitochondrie (Yousefi et al. 2009). Nos
résultats ont permis de montrer que ces marqueurs forment une combinaison pertinente pour
I'étude des ETs vitaux. Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant des combinaisons de
ces marqueurs deux a deux, suggérant que tous ces marqueurs peuvent étre utilisés de facon
courante pour I'étude des ETs vitaux. Néanmoins, nos travaux se sont limités a I'étude des ETs
vitaux, car la production de ETs suicidaires implique la lyse de la cellule, ce qui rend complexe leur

étude, notamment en cytométrie en flux.

La mise en place des processus impliqués dans la réponse immunitaire n'est pas
uniquement induite par un facteur d'origine infectieux comme nous l'avons étudié jusqu'a
présent, mais est également induite par des facteurs dits « stériles » comme lors de pathologies
auto-immunes ou lors de traumatismes. Dans ce cas, une réponse immunitaire inadaptée peut
également entrainer des dommages secondaires induits par la libération prolongée de substances
pro-inflammatoires et néfastes pour la récupération. Les cellules immunitaires peuvent libérer des
radicaux libres, des enzymes destructrices de la cellule et des médiateurs inflammatoires qui
peuvent endommager les cellules nerveuses saines et aggraver la lésion. Afin de mieux
caractériser cette réponse, nous avons par la suite centré nos recherches sur un modeéle de Iésion
de la moelle épiniére, afin de déterminer si les mémes mécanismes sont mis en jeux dans une
inflammation d'origine traumatique ou d’origine infectieuse, et notamment en ce qui concerne la
production de ETs. En effet, I'implication des ETs dans le développement de pathologies ne se
limite pas au sepsis: on les retrouve dans de nombreux autres types de pathologies non
infectieuses comme lors de pathologies cardiovasculaires telles que I'athérosclérose (An et al.
2019) ou les thromboses (S.-W. Kim et al. 2020), d'anévrisme (Meher et al. 2018), de maladies
auto-immunes (comme la polyarthrite rhumatoide, la maladie de Crohn) (Mutua et al. 2021), ou

encore lors de pathologies métaboliques comme le diabéte de type 2 (Joshi et al. 2016).
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3. PRODUCTION DE ETs DANS UN MODELE D'INFLAMMATION D’ORIGINE
TRAUMATIQUE (ARTICLE 4)

Afin d'étudier l'inflammation résultant d'un traumatisme, nous avons utilisé un modéle
d'hémisection de la moelle épiniere au niveau du segment cervical C2. Celle-ci induit une réponse
immunitaire impliquant entre autres les neutrophiles et la microglie (Bradbury et al. 2019;
Hawthorne et al. 2011). L'identification des MIETs n'a jamais été démontrée suite a un traumatisme
spinal. La premiere démonstration de I'existence in vivo de MiIETs a été faite dans un modele
d'infection a la Listeria (Wang et al., 2019) ou in vitro apres stimulation a la dopamine (Agrawal et

al,, 2021).

Nous avons observé une production de NETs chez les animaux ayant subi la lésion,
comparés aux animaux sham ayant subi une durotomie, c'est-a-dire la méme procédure
chirurgicale mais sans aller jusqu'a la lésion spinale. Cela nous a permis de confirmer que ce sont
bien les dommages résultant de la lésion de la moelle épiniére qui induisent la production de ces
NETs, et non pas la procédure chirurgicale nécessitant une durotomie pour accéder a la moelle
épiniére. Cependant, la procédure sham a induit une légere production de NETs, comparée aux
animaux n'ayant subi aucune procédure. Ce résultat est en corrélation avec d'autres études ayant
montré la formation de NETs dans un modéle murin de durotomie (Jin et al. 2020). Récemment,
la présence de ETs a été observée dans la moelle épiniere de rats suite a une compression
thoracique (Feng et al. 2021) mais sans identification claire du type cellulaire produisant ces
pieges. En effet, les cellules positives a la MPO peuvent étre exprimées non seulement par les
neutrophiles comme suggéré dans cette publication, mais aussi par d'autres types de cellules
comme la microglie (Agrawal et al. 2021), les macrophages (Boe et al. 2015; Gurski et al. 2022) et

les monocytes (Gurski et al. 2022).

Concernant la microglie, la lésion de la moelle épiniere induit une production de MiIETs
comparée aux animaux ayant subi la procédure sham. Comme pour les NETSs, la procédure sham
induit également une légere production de MIiETs comparée aux animaux controles, mais en
moindre mesure. Cependant, il s'agit de la premiere étude faisant état de la formation de MiETs

dans la moelle épiniére aprées ce type de procédure. Ce phénomeéne devrait étre davantage étudié,
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notamment dans le cas d'opération de la moelle épiniére, car I'apparition de ce processus neuro-

inflammatoire peut entrainer des déficits neurologiques tardifs.

Nos analyses par immunomarquages ont confirmé une infiltration de neutrophiles sur le
site de la lésion, et une production de MIETs et de NETs majoritairement autour de la lésion. Ces
résultats concordent avec ceux de la littérature, puisque cette accumulation de neutrophiles
proches du site lésionnel ainsi que la production de NETs a |'épicentre de la Iésion ont déja été

observées (Bradbury et al. 2019; Feng et al. 2021), contrairement a la présence de MiETs.

Ce projet a permis de mettre en évidence une production de NETs et de MiIETs un jour
apres une hémisection en C2, ce qui n'avait été mis en évidence dans ce modele. Comme observée
dans nos études sur le sepsis, cette production de ETs semble également délétere. Plusieurs
études vont dans ce sens : des travaux ont montré que l'inhibition de la production de ETs par le
sivelestat a des effets bénéfiques suite a une Iésion, mais sans mentionner clairement les ETs
(Kumar et al., 2018). Dans une autre étude, leur inhibition a conduit a une certaine récupération
fonctionnelle (amélioration du BBB score et de I'amplitude des PEMs) chez les rats, ainsi qu'a une
réduction des processus neuro-inflammatoires comme la cicatrice gliale, ce qui suggére un réle
néfaste des ETs aprés une Iésion de la moelle épiniére (Feng et al.,, 2021). Enfin, il a aussi été mis
en évidence que les NETs exacerbent les déficits neurologiques dans un modele préclinique de
Iésion cérébrale traumatique (Vaibhav et al. 2020). Il serait donc pertinent d'entreprendre une
analyse cinétique de l'expression des ETs afin de compléter nos travaux car si la microglie réagit
dans les minutes suivant le traumatisme, la présence de macrophages différenciés sur le site n’est
effective qu'une semaine apreés la lésion. D'autre part, il serait essentiel d’examiner I'expression de
ces pieges par les monocytes inflammatoires et/ou les macrophages présents sur le site de la
Iésion. Parallelement, I'étude de I'expression des ETs au niveau des motoneurones permettrait de
mettre en lumiére leur éventuel réle dans les processus inflammatoires ou de plasticité, ouvrant

ainsi la voie a de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Au cours de nos différentes études, nous avons montré non seulement un effet positif de
I'aténolol sur différentes fonctions d'organes, dont le systéme nerveux, via la modulation des ETs
dans un modéle infectieux, mais également des similitudes entre les deux modéles, infectieux et

traumatique, concernant la réponse immunitaire et notamment la production de ETs. Dans le
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modele d'inflammation traumatique de la moelle épiniere, nous aurions donc pu moduler
I'inflammation a 'aide d'un B1-bloquant pour étudier son effet sur la récupération fonctionnelle.
Cependant, nous avons choisi une autre approche qui est déja utilisée en clinique en tant que
traitement thérapeutique non invasif de plusieurs pathologies liées a une neuro-inflammation,
comme les douleurs neuropathiques chroniques: il s'agit de la stimulation magnétique
transcranienne répétée (rTMS), une utilisation particuliére de la TMS, qui dans ce cas permet de
neuro-moduler I'excitabilité des motoneurones . Ainsi, la rTMS pourrait étre une piste de
traitement pour moduler la neuro-inflammation afin d’améliorer la récupération fonctionnelle

apres lésion.
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4. EFFET DE L'APPLICATION D'UN PROTOCOLE DE rTMS SUR LA
RECUPERATION NEURORESPIRATOIRE (ARTICLE 5)

Les Iésions médullaires hautes entrainent une paralysie diaphragmatique permanente. Dans
un modele de lésion spinale incompléte en C2, nous avons appliqué un protocole de traitement
chronique dans l'objectif de moduler la neuro-inflammation induite par le traumatisme initial et
de mesurer son potentiel effet thérapeutique sur la récupération fonctionnelle au niveau du
diaphragme paralysé. Mon travail sur ce projet s'étant limité a I'étude de la neuro-inflammation,
je ne discuterai donc pas de la partie concernant son effet fonctionnel sur l|'organe

neurorespiratoire.

Ce type de lésion est connu pour entrainer une neuro-inflammation avec une infiltration de
cellules immunitaires et une activation de la microglie présente (Donnelly et al. 2008) qui, a long
terme, peut étre néfaste pour la récupération fonctionnelle. Nous avons donc testé I'effet d'un
protocole de rTMS a haute fréquence sur différents acteurs de la réponse neuro-inflammatoire en
réponse a la lésion initiale en cervical chez le rat. Le protocole de rTMS appliqué aprés une
hémisection en C2 a permis d’induire une réduction de I'inflammation : une diminution du nombre
de macrophages, de monocytes et de granulocytes présents dans la zone de la [ésion (marqués a
I'aide du CD68) ainsi qu’'une diminution de la surface occupée par la microglie (marquage Iba1)

ont été observées.

Cette diminution de l'inflammation était associée a une possible augmentation du potentiel
régénératif des axones Iésés du fait de I'observation d'une augmentation du marquage GAP-43
(dans la zone des motoneurones phréniques). En effet, la « growth-associated protein-43 » (GAP-
43) est une molécule impliquée dans la croissance axonale durant le développement, ainsi que
dans les processus de neuroplasticité dans le systéme nerveux central mature (Skene and Willard,
1981). Elle est synthétisée au niveau du corps cellulaire des neurones, puis elle est transportée a
la membrane des cones de croissance axonaux et a la membrane cytoplasmique le long de
I'axone. GAP-43 permet la repousse axonale via ses interactions avec les protéines du
cytosquelette (Oestreicher et al, 1997). Il a ainsi ét¢é montré que, du coté 1ésé, le niveau

d'expression de I'ARNm de GAP-43 est augmenté dans les neurones rubrospinaux aprés axotomie

280



DISCUSSION

(Tetzlaff et al., 1991). Son expression protéique est aussi augmentée autour des motoneurones
phréniques aprés lésion chez le rat (Vinit et al, 2009). La rTMS pourrait donc accélérer la
régénération axonale et permettre une récupération fonctionnelle efficace au niveau du réseau

neurorespiratoire.

D’autres études ont montré elles aussi une réduction du marquage des astrocytes (GFAP)
et de la microglie (Iba1), corrélée a une augmentation de la plasticité neuronale apres un protocole
de rTMS. Ces résultats confirment son potentiel thérapeutique suite a une lésion de la moelle
épiniére (Chalfouh et al. 2020; Robac et al. 2021). Notre protocole a également permis d‘induire
une certaine récupération fonctionnelle avec une amélioration de la capacité de
I'hémidiaphragme sain a compenser la perte d'activité de celui impacté par la Iésion initiale. Notre
protocole accélérerait donc le processus de récupération fonctionnelle grace a une augmentation
du nombre de cones de croissance axonaux (fibres positives GAP-43) possiblement facilitée par
une modulation de linflammation, modulation qui permettrait un environnement post-

traumatique intraspinal plus favorable a la plasticité axonale.

Cependant, les mécanismes expliquant les voies de signalisation impactées par la rTMS
pour moduler l'inflammation restent a explorer afin de comprendre son impact dans le traitement

de la neuro-inflammation.
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5. CONCLUSION

Durant ma thése, j'ai pu mettre en évidence des processus communs de la réponse
immunitaire au cours d'une inflammation d’origine infectieuse ou traumatique, notamment la
production de ETs. Néanmoins, lors d'un traumatisme, leur production se restreint au site
endommagé, tandis qu'elle se généralise au reste de I'organisme lors du sepsis. J'ai également
montré que ces ETs produits dans des modeéles précliniques de sepsis entrainent des dysfonctions
neuromusculaires. Ces effets indésirables peuvent étre atténués par I'administration d'un
inhibiteur spécifique de la production de ETs ou par une modulation spécifique du systéeme
adrénergique, ce qui a pour conséquence de réduire les dysfonctions d’organes et d’améliorer la

survie.

Cette piste thérapeutique semble prometteuse et pourrait étre envisagée afin d’améliorer
la prise en charge du sepsis ou toute autre pathologie faisant intervenir les pieges extracellulaires

dans son développement.
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