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INTRODUCTION

Le diagnostic et le traitement des infections graves sont une préoccupation quotidienne

en milieu de Réanimation et d’Urgences.

Malgré les nombreux progres réalisés en microbiologie et infectiologie, le choc septique
(CS) (manifestation la plus grave des états infectieux) présente toujours une mortalité de 35 —

50 % en dépit d’une prise en charge de plus en plus optimisée.

Cette relative « impuissance » que les cliniciens ont devant ce syndrome est
probablement liée a la découverte tardive des réles fondamentaux de I’inflammation et de
I’immunité dans I’initiation et 1’amplification des mécanismes biologiques induit par la

rencontre entre un microbe et son hote.

Nous nous proposons dans une premicére partie de résumer les données actuelles
concernant les mécanismes physiopathologiques induits lors du CS, puis dans une deuxiéme
partie de présenter notre démarche de recherche sur les mécanismes de 1’apoptose de cellules
immunes induites par le CS chez ’Homme avec la recherche de marqueurs précoces de
gravité et du role potentiel de la protéine C activée sur la réaction inflammatoire et la réponse

immunitaire observées dans ce syndrome.
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PARTIE I :

Le choc septique

et sa physiopathologie

15



1. Le choc septique :

Depuis Hippocrate (IV™ siécle av J.C.), la fidvre est considérée comme le signe
cardinal de I’infection. Depuis, I’Histoire est jalonnée d’étapes décisives dans la
compréhension et le traitement des états infectieux, rapportées dans une revue récente de
Annane et coll. '. Nous n’en retiendrons que 6 principales au regard de notre travail, résumées

dans le Tableau 1.

1888 Pfeiffer Concept de choc endotoxinique mortel

1933 Boivin et Mesrobeanu Caractérisation biochimique de I’endotoxine

Premiére description physiopathologique du

1956 Hinshaw .
choc septique
1985 Beutler et Cerami Role du TNF-a dans le mécanisme du choc
endotoxinique
1988 Sorensen Description de pfpdlsp9s1t1on génétique a
I’infection
1996 Stiiber Découverte de polymorphismes génétiques

associés a la gravité de I’infection

Tableau 1 : Quelques dates clés dans la recherche sur le choc septique

Bien que I’avénement des antibiotiques depuis Flemming (1929) ait considérablement
transformé le pronostic des infections dans les pays développés, la relation hote-pathogene est
éminemment complexe avec I’exploration de la réaction inflammatoire et de ces mécanismes
mis en jeu lors de I’infection grave. Dans cette partic nous verrons successivement la

définition du CS, son épidémiologie, sa physiopathologie et son traitement actuel.
1.1. Définition du choc septique et des états septiques graves :
Ce n’est que récemment qu’un consensus international a statué sur la relation entre

infection et réaction inflammatoire induite (syndrome inflammatoire de réponse

systémique ou SIRS).
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Ceci a conduit a définir cliniquement trois stadesliés a I’intensité de
I’inflammation induite: le syndrome septique (ou sepsis), syndrome septique sévére et le
CS 2. Ces définitions sont réguliérement actualisées dont la derniére publication date de
2008 . Ces définitions sont fondamentales a connaitre pour bien classer et stratifier les
patients afin de mieux les traiter (et de comparer les mémes patients dans les études de
recherche). Les derniéres définitions publiées sont reportées en Annexe 1. Les relations

entre I’infection, le SIRS et le sepsis sont représentées sur le Tableau 2.

- Température > 38,3°C ou <36°C
- Pouls > 90 ¢/min

Syndrome de - Fréquence respiratoire > 20 ¢/min ou PaO2< 32mmHg
Réponse - Glycémie > 7,7 mmol/L
inflammatoire - Leucocytes > 12 000/mm’ ou < 4 000/mm’ ou > 10% f.
Systémique (SIRS) immatures
(au moins 2 critéres) - Altération des fonctions supérieures

- Temps de recoloration capillaire > 2s
- Lactatémie > 2 mmol/L

Sepsis - SIRS et infection identifiée ou présumée

Sepsis grave - Sepsis avec lactates > 4 mmol/L ou

- Hypotension artérielle (PAS<90mmHg) avant remplissage ou

- Dysfonction d organe (une seule suffit):

e respiratoire: PaO2/FiO02 <300

rénale: créatininémie > 176 pmol/L
coagulation: INR > 1,5
hépatique: INR > 4, bilirubine > 34 pumol/L
thrombopénie: < 100 000/mm’
fonctions supérieures: CGS < 13

Choc septique - Sepsis grave avec hypotension artérielle malgré un
remplissage vasculaire optimal (20-40mL/kg)

Tableau 2: Consensus international sur les définitions des états septiques.
PaO2 : pression partielle en oxygene ; PAS : pression artérielle systolique ; FiO2 :
fraction inspirée en oxygéene; INR : international normalized ratio; CGS: coma
Glasgow score. D’apreés .

Le point de vue du Clinicien a destination du Biologiste est d’expliquer que la
gravit¢ de D’infection est bien slr liée I’agent causal, bactéries aérobies/anaérobies,
virus, champignons et parasites et leurs éventuels résistances aux agents anti-infectieux.
Mais surtout, la mortalit¢ du syndrome septique est plus liée a I’induction et au contrdle

des réactions inflammatoires et immunitaires induites par 1’agent pathogene causal.

17



Le point de vue du Biologiste a destination du Clinicien est la nécessité de
développer des systemes modeles (animaux, culture cellulaire) pour approcher les
mécanismes inflammatoires, immunitaires, d’apoptose induits par le CS. Les systémes
modeles ont leur apport a confronter a une connaissance de plus en plus approfondie de
la «vraie vie», mais aussi ils doivent évoluer pour analyser les mécanismes

hypothétiques invoqués.
1.2. Epidémiologie :

L’incidence du sepsis est en augmentation constante depuis 40 ans et représente
50 & 150 cas par an pour 100 000 habitants avec un codt annuel de 17 mds de dollar *.
En France on estime a 75 000 patients par an hospitalisés pour CS, ce qui représente 5
fois plus que les décompensations d’insuffisance cardiaque °. Ce syndrome devient la
cause principale de décés dans les services de Réanimation occidentaux avec un taux de
mortalité de 30 & 50 % ce qui représente 200 000 décés /an aux US © et en Europe .
3éme

Enfin le CS arrive en position pour les déces, toutes maladies confondues, dans les

pays développés égalant I’infarctus du myocarde *.
1.3. Physiopathologie :

Le CS résulte d’une succession d’événements biologiques dus a la rencontre et a la
multiplication d’un agent infectieux (bactéries, virus, champignons ou parasites) avec un
hote, entrainant 1’apparition de défaillances d’organes (hypo-perfusion tissulaire,
altération de la membrane alvéolo-capillaire, altération de la contractilit¢ cardiaque,
insuffisance rénale/hépatique aigués) qui vont évoluer vers le déceés du patient.

Cette rencontre induit une initiation de la réponse immunitaire, d’abord innée puis
spécifique ® ° '°, ', Les connaissances actuelles sont issues des études expérimentales

(cultures cellulaires, modeles murins de péritonite ou de pneumonie) dont les résultats

sont en partie retrouvés dans les études in vivo chez I’humain en CS ',

Dans le cas des bactéries (et notre travail se limitera exclusivement a ces agents
infectieux) cette activation est déclenchée par plusieurs composants tels que des produits
internes (protéines, fragments d’ADN) ou des composants de parois: 1’acide
lipotéichoique pour les bactéries cocci gram+ ou le lipopolysaccharide (ou endotoxine)

pour les bactéries gram—.
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Certains germes (en particulier Staphylococcus spp) ont des déterminants
génétiques capables de déjouer les mécanismes de défense par des geénes de virulence
(appelé virulome) " et par des « genomics islands » ou petites séquences distinctes
d’ADN qui, dans certaines circonstances, agissent de concert pour exprimer des toxines
ou des molécules d’adhérences '*. Les toxines bactériennes (trois types connus),
produites par certains sérotypes de bactérie seulement, sont capables de perforer les
membranes cellulaires (membranes externes, organelles, mitochondries) et ce, de facon
trés rapide. Enfin certaines toxines produites par Streptococcus spp ou Staphylococcus
aureus sont aussi appelées, super-antigénes, car elles sont capables d’activer les
lymphocytes T CD4+ cinq fois plus intensément qu’un antigéne conventionnel,
responsables alors du syndrome de choc toxinique (« toxic shock syndrome »), 1étal en
moins de 48 h . Récemment a été décrit la possibilit¢ pour les bactéries de
communiquer entre elles par I’intermédiaire d’un capteur de densité ou quorum sensing
' pour coordonner leurs actions invasives en particulier en sécrétant un biofilm en
surface des épithéliums ou sur des corps étrangers (cathéters, sondes urinaires...) qui
empéche 1’opsonisation bactérienne '

Concernant la réponse immunitaire a 1’infection, les acteurs principaux sont : les
leucocytes et leurs dérivés tissulaires, I’endothélium vasculaire et les médiateurs de
I’inflammation (pro- ou anti-inflammatoires).

Les leucocytes vont migrer vers le tissus infecté par chimiotaxisme induit par la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (cf infra) et la myélopoicse, en particulier la
lignée myéloide, va étre stimulée '*. Les différentes lignées leucocytaires participent de
différente facon a la lutte anti-infectieuse. Les polynucléaires neutrophiles (PNN),
premiéres cellules immunes sur le site de I’infection, jouent un role d’attaquants en
phagocytant et digérant la bactérie par la sécrétion de protéases cytotoxiques (¢élastases,
peroxydases...) et de radicaux libres '°. Mais ils secrétent aussi des facteurs
chémotactiques (tels que C5a, HMGB-1, MIP-1alpha) afin de recruter d’autres cellules
inflammatoires sur le site tels que les monocytes.

Les autres principales cellules immunitaires activées sont les lymphocytes et
monocytes qui ont un role de trigger de la réaction immune tant innée d’abord
qu’adaptative ensuite. Une avancée importante dans la compréhension du syndrome
septique a été la découverte que ces cellules immunitaires mouraient trés rapidement par

. . , . . r 9 20
une activation précoce et intense de la mort cellulaire programmée ou apoptose .
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Ce phénomeéne d’apoptose induit par le CS fait I’objet d’intenses recherches et sera

plus détaillé dans le chapitre « Apoptose dans le systtme immunitaire ». Déja nous

notons que dans ce phénoméne d’apoptose, la mitochondrie semble avoir une place

. 1
essentielle .

L’endothélium vasculaire joue un role primordial dans le CS car il est I’interface

entre les tissus et les cellules de l’inflammation circulantes entrainant des effets

cellulaires et humoraux. Il participe au recrutement et a ’activation des leucocytes par

expression de molécules d’adhésion (ICAM, VCAM, intégrines) puis de diapédése pour

que celles-ci atteignent le tissu 1ésé, sous I’effet d’intégrines et de chémokines

(> 40 connues). Une des caractéristiques principale de 1’endothélium « septique » est la

perte de ces propriétés physiologiques anti-coagulantes et pro-fibrinolytiques pour

devenir pro-coagulant essentiellement en activant la voie extrinséque.

>
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Figure 1 :

Schéma de I’état pro-coagulant induit par le sepsis. TFPI :tissue factor

pathway inhibitor ; PAI-1 : plasminogen activator inhibitor-1; t-PA :tissue plasminogen
activator ; EPCR: endothelium protein C receptor. D’aprés '
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Ces perturbations de 1’homéostasie de la coagulation sont responsables d’une
coagulation intra-vasculaire disséminée (CIVD), bien caractérisée depuis 1998 par
Mammen et col *. Cette CIVD est responsable de micro-thrombi capillaires qui,
associées aux troubles vasomoteurs, entrainent une hypoperfusion tissulaire et la
défaillance d’organes. Sommairement la coagulation est activée par la voie extrinséque
par libération du facteur tissulaire, sécrétion de molécules d’adhésion des plaquettes
(ICAM, VCAM, E-sélectines...). Il existe aussi une diminution de synthese de protéines
thrombomodulatrices telle que la thrombomoduline qui normalement inhibe la
thrombine. Dans le sepsis la thrombine est activée et elle active a son tour la protéine C
qui est un puissant inhibiteur du facteur V de la voie intrinseque. Cette protéine C et son
récepteur endothélial sont consommés massivement dans le sepsis. Tous ces effets sont
majorés par la sur-production endothéliale de NO par les NOS inductibles qui induit une
vasoplégie intense et qui est « résistante » aux agents vasopresseurs (dopamine, nor-
adrénaline, adrénaline). Cet état « d’anergie capillaire » rend compte de la perte de
pression endoluminale, de débit de perfusion diminué¢ et donc de la diminution de la

délivrance d’oxygene aux tissus.

Le systeme nerveux central joue lui aussi un role dans la modulation de la réponse
inflammatoire par la voie cholinergique qui, pour Tracey et col. %, réalise un véritable
arc réflexe anti-inflammatoire. Le systéme parasympathique est capable de freiner la
sécrétion de cytokines par 1’activation des récepteurs cholinergiques des macrophages

2 Cependant cette découverte n’a pas 4 ce jour d’impact clinique.

Récemment des études ont montré qu’il existe une composante génétique dans la
réponse au sepsis par I’existence de polymorphisme de geénes codant pour des protéines
de ’inflammation (TNF-a, IL-6, CRP) et de la coagulation (protéine C) dont certains
ont été identifiés comme intervenant dans le pronostic, essentiellement les récepteurs
Toll > ?°. De plus le vieillissement de notre population, responsable du phénoméne
d’immuno-sénescence >/, est a 1’origine d’une augmentation de I’incidence des

infections dans les pays industrialisés.
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La Figure 2 propose un résumé des mécanismes physiopathologiques intriqués

dans les syndromes septiques.

SEPSIS

TERRAIN

Figure 2 : Relations possibles entre infection, syndromes septiques et les principaux
meécanismes physiologiques connus comme engagés dans le choc septique.

1.4. Concepts et questions actuels :

Le syndrome septique peut étre considéré comme un modele d’inflammation aigué
%% mais, son caractére multifactoriel avec activation de multiples voies de signalisations
et la diversité des origines de I’infection, rendent ce syndrome éminemment complexe.
Pour augmenter la difficulté, les modéles expérimentaux tant in vitro que in vivo sur
animaux sont tous trés imparfaits dans leurs tentatives d’explications
physiopathologiques et qu’ils ont tous échoués dans la recherche de nouveaux
traitements. Il n’existe pas UN mode¢le expérimental de sepsis mais DES modéles selon
I’agent pathogene, I’organe initial infecté et le terrain immunitaire/inflammatoire du
patient ». Par conséquent les résultats des expériences sur ces modéles sont

transférables avec précaution chez I’humain et rendent donc indispensable les études,

longues et difficiles, chez ’Homme.
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Depuis 25 ans aucun nouveau traitement dans le CS n’a apporté la preuve de son

efficacité (Tableau 3) excepté I’utilisation de la protéine C activée recombinante
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Tableau 3 : Résumé des essais thérapeutiques immuno-modulateurs dans le CS chez

I’homme. D’aprés **,
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Actuellement, le CS est considéré comme évoluant en deux phases : la premiére
pro-inflammatoire liée a la réaction immunitaire innée de 1’hdte induite par I’agent
pathogeéne durant environ 2-3 jours, suivi d’une deuxiéme phase anti ou hypo-
inflammatoire de durée plus longue (5-7 jours). Si cette derniére dure trop longtemps ou
est trop profonde, le patient est a haut risque d’évoluer vers une défaillance multi-

viscérale (Figure 3) °'.

T Met immunological response in sepsis

Proinflammatory
response

Immune
activation Homeostasis

Imimune

Anti-

inflammatory _ i
response —Viral reactivation —

v

Death

Time (days)

Figure 3 : Statut immunitaire des patients en choc septique en fonction du temps : la phase
initiale pro-inflammatoire (48 - 72 h) est suivie d’une seconde phase d’immunosuppression plus
longue (7 & 10 jours). D’aprés’".

Le décés survient maintenant peu fréquemment (10 - 15 %) a la phase initiale pro-
inflammatoire qui dure 48 — 72 h (sauf en cas de purpura fulminans ou de choc toxi-
infectieux plus li¢ a une toxine sécrétée par la bactérie qu’a la bactérie elle-méme) mais
surtout lors de cette deuxieme phase appelée aussi « immunoparalysie » qui elle dure
plus longtemps entre sept et dix jours *2, **. Ces deux phases sont résumées sur la Figure

4, avec les objectifs thérapeutiques qui y sont associés.
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Figure 4 : Relation schématique entre la réponse immunitaire et le décés lors du choc septique.
D’aprés )

Un probléme majeur est de savoir reconnaitre ces deux phases: pro puis anti-
inflammatoire. Comment caractériser I’état immunitaire d’un patient lors de sa prise en
charge et lors de son suivi ? Le patient est-il en phase pro ou anti-inflammatoire ? Quand
la premicere se finit et commence la deuxieme ? Les cytokines semblaient des candidats
idéals mais devant leur extréme variabilit¢ et labilit¢ de sécrétion et les résultats
contradictoires publiés, elles ne peuvent étre actuellement employées en clinique.
Cependant une équipe propose d’utiliser les dosages du TNF et de I'IL-1 pour
caractériser la phase inflammatoire et des HMGB-1 pour la phase anti-inflammatoire

(Ulloa,2005). Cette hypothese reste a étre validée.

1.5. Clinique :

Elle est essentiellement basée sur la reconnaissance des signes d’inflammation
aigu€ (ou SRIS) et la recherche d’un foyer infectieux. Ce dernier est d’origine
pulmonaire (40 %), abdomino-pelvien (20 %), génito-urinaire (10 %), méningé (5 %),
cutané (5 %) et parfois inconnu .

Afin de mieux caractériser et stratifier cliniquement les patients tant sur leur terrain que
sur la dysfonction d’organes un nouveau score prédictif de mortalité a été développé en
2001 : le systeme PIRO pour Predisposition, Infection, Response et Organ dysfunction
33 Son utilisation vient d’étre validée a une plus large échelle *° mais n’est pas encore

utilisée en routine.
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1.6. Traitements :

I1 associe deux volets fondamentaux a réaliser conjointement : la lutte contre 1’agent
infectieux et le maintient des fonctions vitales. Le troisiéme volet, qui en est encore a ses

balbutiements, est la modulation de I’immunité du patient.

L’antibiothérapie probabiliste guidée par les conférences de Consensus ° puis
adaptée dans un second temps selon les résultats des prélévements (hémocultures, examen
des urines, lavage broncho-pulmonaire, plaie...), doit étre débutée sans délai (< 3 h apres
I’admission du patient). Tout retard et/ou erreur d’administration des antibiotiques

r 3
augmente le taux de décés °’.

Le second aspect est le traitement supportif qui associe oxygénation (avec recours
a la ventilation mécanique si nécessaire), un remplissage vasculaire rapide, 1’utilisation
d’agents vasopresseurs avec un monitorage invasif. L’importance de la rapidité et de
I’intensité de ce traitement a été démontré par Rivers et al en 2001 ** avec une réduction

de la mortalité a 28 jours de 16 %.

Enfin, sur le plan immunomodulation, force est de constater que tous les essais (une

. . , , .21 . . ror I
quinzaine), chez ’Homme, ont échoué (revue in “). Des espoirs avaient été suscités par
deux traitements d’utilisation courante : I’insuline et 1’hydrocortisone. Ainsi van den

Berghe et al *

a publi¢ un effet bénéfique sur la mortalité d’un strict controle glycémique
des patients de réanimation, mais 1’étude multicentrique mondiale Nice Sugar vient d’en
invalider les résultats *°. Annane et al avait suggéré I’effet bénéfique sur la mortalité de
petites doses d’hydrocortisone (100 mg, quatre fois/24h sur cinq jours, associé¢s a de la
fludrocortisone). Néanmoins, ’étude multicentrique internationale Corticus n’a pas
retrouvé ses conclusions *'. Seule, 4 ce jour, la protéine C activée recombinante (Xigris®),
associée au traitement supportif précédemment décrit, a démontré une réduction de 6,1 %
de la mortalité (2 28 j) dans un essai multicentrique paru en 2001 *° puis confirmée par
plusieurs autres études * ¥ ** . Depuis, ce traitement fait parti des recommandations

internationales de bonne pratique dans le CS * et selon les indications/contre-indications

de I’ Autorisation de Mise sur le Marché en France.
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1.7. Conclusion :

Le CS est une préoccupation majeure dans les services de Réanimation des pays
développés et représente un véritable enjeu de Santé Public. Une meilleure
compréhension des mécanismes physiopathologiques fait peu a peu le jour grace a une
recherche intensive mais ce syndrome reste particulierement complexe et sans marqueur
fiable. Ceci fait que la mortalité reste la méme depuis bientét quarante ans, malgré
quelques avancées thérapeutiques, dans les traitements symptomatiques. De grands
espoirs sont fondés sur des traitements étiogéniques, en particulier ceux modulant

I’immunité induite lors de I’interaction pathogene/hote.

2. Modeles expérimentaux dans le sepsis :

L’objectif initial et principal des modéles expérimentaux est de savoir comment
décedent les patients de CS. Comme pour les autres pathologies, la recherche a pour but aussi
de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques et in fine de trouver des armes

thérapeutiques.
2.1. Modeles humains :

L’exposition humaine a des composants bactériens est théoriquement la plus
proche voie d’analyse biologique in vivo de la pathogénie induite par le sepsis. Trois
méthodes ont été décrites (chez ’homme sain) explorant ses effets systémiques ou
régionaux en injectant par voie intraveineuse, sous-cutanée ou pulmonaire (aérosol) des

composants bactériens tels que le LPS ou endotoxine d’E Coli .

Sur le plan
thérapeutique, une seule étude concernant la PCa a été réalisée sur un modele humain
d’endotoxinémie et qui n’a pas objectivé de modification par rapport au contrdle
(coagulation, inflammation, activation leucocytaire) *’. Naturellement ces modéles
humains, sur volontaires sains, sont limités par des considérations éthiques qui en limite

donc les développements.

27



2.2. Modéeles animaux :

2.2.1. Role de I’espéce :

L’espeéce murine est ’animal de laboratoire le plus utilisé pour plusieurs raisons.
La premicre est pratique car les souris ou rats sont de petites tailles et bon marché. La
deuxiéme raison tient au fait qu’il existe des possibilités de transformation génétiques
avec génération de souris transgénique ou Knock Out spécifique pour un ou plusieurs
geénes. Mais leur petite taille empéche de réaliser des prélévements sanguins répétés sans
compensation vasculaire par remplissage. Par ailleurs les études hémodynamiques
cardiaques et pulmonaires sont difficilement transposables a I’homme.

Les animaux de plus grande taille (chévre, cochon, primate) sont plus proches de
I’humain mais ils sont lourds a mettre en ceuvre et nécessitent des autorisations spéciales
(primates). IIs sont réservés a des études thérapeutiques précliniques (cochons) ou a des

¢tudes spécifiques (zoonoses pour les primates).

2.2.2. Modzé¢les endotoxémiques :

Ils furent les premiers mode¢les utilisés en injectant par voie intraveineuse ou intra-
péritonéale de LPS d’E Coli ** ou de Salmonella abortus equi **. Ce modéle se fait en
une dose unique et avec des doses tres largement supérieures a celles observées chez
I’humain (x250). Ces modeles ont révélé les manifestations cardio-vasculaires induites
par le sepsis a sa phase initiale mais ils sont incapables de refléter les réactions au-dela

de 24 — 48 h et notamment la dépression immunitaire.

2.2.3. Modzéles d’invasion par des bactéries vivantes :

Ils varient largement selon la voie d’infection (orale, intraveineuse, intra-péritonéale,
pulmonaire) et le type de germe (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, E
coli, Klebsiella pneumoniae). Ces modeles ont permis d’explorer les relations hotes-
pathogeénes mais ils sont hétérogeénes (péritonite-septicémie-pneumonie) et ne sont
relevant que de I’espéce bactérienne étudiée. Il n’y a pas un CS mais plusieurs en fonction

de I’agression externe et de la mobilisation des réactions de I’organisme.
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2.2.4. Modéles chirurgicaux ° :

L’inoculation intra-péritonéale est le plus ancien modele qui a permit de décrire les
manifestations cardio-vasculaires et leucocytaires du CS avec une mortalité pas trop
précoce.

La ligature avec ponction caecale est considérée comme le modele de référence
tant chez le rat que la souris °'. Il présente ’avantage de réaliser un sepsis d’origine poly-
microbien avec une durée dans le temps suffisante pour pouvoir explorer les différentes
phases du sepsis. Mais la variation du calibre de 1’aiguille a ponction, la qualité du
remplissage et de la correction de I’hypothermie post-procédure interfére avec la survie >,

Plus récemment a été proposée la pose de stent sur le colon ascendant qui permet

d’observer la survenue de défaillance multiviscérale. Mais ce modéle est aussi tributaire

de variations de procédure (taille du stent) qui altérent la survie .

2.2.5. Modé¢les animaux et leur relevance clinique :

Les modeles expérimentaux animaux sont fondamentaux dans la recherche de
nouvelles données physiopathologiques et aussi dans 1’analyse toxicologique et
pharmacologique de nouveaux médicaments. Mais il existe des différences importantes
entre ces modeles animaux et I’homme. La premiére est la sévérité de 1’agression qui est
prolongée chez ’homme avec des doses moindre que chez 1’animal (x 250 chez la souris
par rapport & ’homme >*). Puis le genre (sexe féminin plus résistant), et 1’absence de
standardisation de la réanimation dans les expérimentations animales, influent sur la
survie. Enfin il faut signaler que tous les mod¢les animaux utilisés se font sur de jeunes
animaux en bonne santé et qu’ils ne reflétent donc pas le terrain préexistant de la plus
part de nos patients infectés >°. Ces remarques expliquent peut étre pourquoi depuis 20
ans, les nouveaux traitements ont des résultats prometteurs en phase préclinique mais
qui ne se sont pas confirmés chez 1’homme [revue in *°].

Comme nous le voyons, le syndrome septique est particuliecrement complexe et
pour améliorer la transposition des résultats entre animaux et humains les modéles
expérimentaux doivent étre plus adaptés a la réalité clinique *° et plus représentatifs des

conditions humaines ~’.
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3. Coagulation et choc septique :

3.1. Modifications générales de la coagulation au cours du choc septique

Les défaillances d’organes observées au cours du sepsis sont dues a I’inflammation
aigué liée a I’infection comme exposé précédemment mais aussi a la formation et au dépot de
fibrine dans la microcirculation avec constitution de microthrombi intra-tissulaires. La mise
en évidence d’une corrélation entre les marqueurs d’activation de la coagulation et un état
septicémique date de 1968 °* mais c’est seulement au début des années 2000 que cette
observation s’est révélée étre un aspect physiopathologique fondamental dans le CS *°. De
plus les anomalies biologiques de la coagulation précédent 1’apparition des signes cliniques de
sepsis et leur prolongation dans le temps est corrélée au nombre de défaillances d’organes et

du taux de déces *.

L’activation de la coagulation dans le CS est due a I’expression de facteur tissulaire (FT)
a la surface de I’endothélium vasculaire et aussi au niveau des monocytes circulants agressés
par les composants bactériens, induisant alors la formation de thrombine. La voie de
signalisation NF-kB est ensuite activée avec production par le monocyte de cytokines pro-
inflammatoires et de molécules d’adhésion (ICAM) ®'. Parallélement I’activité fibrinolytique
qui devrait s’activer est en fait inhibée par la libération du plasminogen activator inhibitor-1

(PAI- 1) par I’endothélium vasculaire septique.

Une autre caractéristique importante du sepsis est qu’il induit une dégradation excessive
et une diminution de synthése hépatique de protéines inhibitrices de la coagulation comme
I’anti-thrombine, le tissue factor pathway inhibitor (TFPI) et la protéine C, inhibiteur des
facteurs Va et VIIIa . La consommation de ces facteurs ne permet plus de limiter la

génération de thrombine et donc entraine I’extension des thrombi.

Ainsi au cours du CS il existe une perte de I’homéostasie de la coagulation avec

constitution d’un état pro-coagulant (Figure 5).
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Perte de ’homéostasie dans le sepsis

Médiateurs pro-

inflammatoires —

Lésion endothéliale ¥ Fibrinolyse
Expression du FT

Production de thrombine

™ Coaclulatiop & PAl-laugmenté
N Inflammation ¢ TAFlaugmenté
€ Protéine C activée
N

FT: facteur tissulaire; PAI-1:plasminogen activator inhibitor-1; TAFI: thrombin activatable fibrinolysis inhibitor

Figure 5 : Perte de I’lhoméostasie de la coagulation au cours du choc septique.
D’aprés >’

3.2. Le systeme de la protéine C :

L’action anticoagulante de la PCa est connue depuis les travaux de Seegers et col
publiés en 1960 ** mais c’est seulement depuis une quinzaine d’année que ses
mécanismes d’action commencent a étre connus. La protéine C est une vitamine K
dépendante sérine-protéase de 461 acides aminés sécrétée par le foie a I’état de
zymogene inactif (PC) a simple chaine contenant une séquence amino-terminale suivi
du pro-peptide. La forme circulante se présente sous forme de deux zymogenes avec une
chaine 1égére (21kDa) et une chaine lourde (41kDa) reliée par un pont di-sulfure entre
Cysl183 et Cys320. Le zymogene circulant est activée par la thrombine en présence
d’une protéine endothéliale, la thrombomoduline, par clivage protéolytique d’un petit
peptide de 12 AA (Asp200-Arg211). La structure de la PCA contient une chaine 1égére
avec un domaine riche en acide gamma-carboxyglutamique (Gla) qui assure la fonction
anticoangulante, et deux epidermal growth factor-like molécules. La chaine lourde
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contient un domaine protidique trypsine-serine like Il existe 169 mutations

différentes décrites qui expliquent des déficits ou résistance a la PCa, responsable de

thrombophilie .

Une représentation tri-dimensionnelle de la PCa est portée sur la Figure 6 .
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Figure 6 : Représentation cristallographique de la protéine C activée. Les rubans plans
représentent les feuillets béta et le ruban rouge I’hélice alpha. D’aprés .

L’activation par le complexe thrombine/thrombomoduline est augmentée d’un
facteur 20 lorsque la PCa est fixée au niveau d’un récepteur découvert initialement au
niveau de I’endothélium, I’endothelial protein C receptor ou EPCR ®. Depuis d’autres
¢tudes ont montré que I’EPCR est exprimée aussi par d’autres cellules telles que les
monocytes et cellules dendritiques et qu’il existe sous forme circulante . Une fois
activée la protéine C (PCa) inhibe la génération de thrombine en dégradant par
protéolyse les facteurs Va et VIlla, avec un co-facteur, la protéine S. La PCa circule a
I’état basal dans le sang a une concentration trés faible avec une demi-vie courte de 15 —
30 min %, Physiologiquement la PCa est inhibée par 1’alpha-1 protéinase inhibiteur,
I’alpha-2-macroglobuline et par un inhibiteur plasmatique spécifique (PC inhibiteur) .
Enfin, la PCa exerce une action pro-fibrinolytique en inhibant ’action de PAI1 .

Dans le CS, la PCa est consommée lors de « I’emballement » de la coagulation
appelé coagulation intraveineuse disséminée (CIVD), par diminution de synthése
hépatique, par inhibition des protéases et par diminution de synthése hépatique de son
co-facteur la protéine S *. Par ailleurs, les cytokines pro-inflammatoires (IL-6)
diminuent DI’expression de la TM diminuant ainsi 1’activation de la PC native.
La sévérité du déficit en PCa (< 40 % niveau physiologique) dans le CS est un facteur

prédictif de décés dans la cohorte de patients de 1’étude Prowess °.
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Mais la PCa exerce aussi d’autres effets tels qu’anti-inflammatoire et anti-
apoptotique. Les effets anti-inflammatoires s’exercent au niveau des cellules
endothéliales et des leucocytes. Au niveau de 1’endothélium, la PCa réduit la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6), diminue 1’expression de molécules
d’adhésion et le rolling des leucocytes (adhérence puis passage a travers 1’endothélium
vasculaire). Ainsi la PCa maintient I’intégrité de fonction de la barriére endothéliale "'
Au niveau des leucocytes, la PCa diminue aussi la synthése de cytokines pro-
inflammatoires par des monocytes stimulés par du LPS 7%, Les mécanismes expliquant
ces effets ne sont qu’imparfaitement connus. Il semble cependant que ’EPCR joue un
role central, en particulier ’EPCR circulant qui est capable de désactiver les
neutrophiles " et aussi par le fait que ’'EPCR, par lui-méme, exerce des activités anti-
inflammatoires "*. Un autre mécanisme d’action est lié a 1’activation par la PCa du
protease activated receptor 1 (PAR-1) transmembranaire qui conduit a 1’activation de
voies signalisation intracellulaire . Il semble que, in vitro, I’activation concomitante de
ces deux récepteurs (EPCR et PAR-1) soient indispensables aux effets anti-

inflammatoires de la PCa ’°

ainsi qu’a la réduction de mortalit¢ observée dans un
modéle de péritonite murin "', Par ailleurs, la PCa peut bloquer expérimentalement la
translocation nucléaire de NF-kB (cf Figure 7), empéchant alors la production de
cytokines pro-inflammatoires "® ”°. Ces études sont corroborées par celles chez la souris
transgénique, déficiente pour la PCa, ou I'induction d’une endotoxémie (par LPS)
s’accompagne d’une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires significativement plus

ek 80 81
¢levées que dans le groupe sauvage .

Les activités anti-apoptotiques de la PCa ont d’abord été découvertes in vitro sur
culture cellulaire ¥ puis in vivo dans des modéles murins d’ischémie cérébrale *. Les
mécanismes d’action n’en sont qu’imparfaitement connus. Dans 1’agression cérébrale
par hypoxie, la PCa réduit I’activité de p53 et de Bax tout en augmentant I’activité anti-
apoptotique de Bcl-2 au niveau des cellules endothéliales *.

La Figure 7 résume les effets vasculaires actuellement connus de la PCa.
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Figure 7 : La PCa (ou APC sur la Figure) module le phénotype de la cellule endotheliale
en inhibant I’action de la thrombine, en exercant des actions anti-apoptotiques et en
réprimant I’expression de NF-kB  diminuant alors la synthese de protéines pro-
inflammatoires telles que les molécules d’adhésion. D*aprés ®.

Ainsi le systéme de la protéine C est a I’interface entre I’endothélium vasculaire, la
. r 5: el s s , . . 85
coagulation et la réponse de I’immunité innée dans les syndromes infectieux graves - et

\ . . 1
ce systeme exerce une action cytoprotectrice 7.

Activation de la voie NF-kB dans le sepsis

4.1. Voie de signalisation NF-kB :

NF-kB pour Nuclear Factor kB est une famille de facteurs de transcription
ubiquitaire qui reconnaissent une séquence ADN appelée site kB comprenant la
séquence suivante : 5’-GGGRNWYYCC-3" ou R est une purine, Y une pyrimidine, N
un nucléotide et W adénine ou thymidine 8, Il existe

5 membres classés en deux groupes en fonction de leurs similitudes structurales.

Le premier groupe comprend RelA (ou p65), RelB (ou p50) et REL (c-Rel) qui peuvent

former des homo ou hétérodiméres (Rel pour reticuloendothelious viral oncogene).
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Ils sont présents dans le cytosol sous forme inactive car 1ié a un inhibiteur : Ikb *. Le
second groupe comprend NF-kB1 (ou p105) et NF-kB2 (ou p100). Ils sont synthétisés
sous forme inactive et doivent étre clivés au niveau de leur extrémité C-terminal pour
actif. Un grand nombre de stimuli (> 500) peuvent activer cette famille de molécules :
composés bactériens, viraux, parasitaires, fongiques, cytokines ou d’ADN, toxiques

chimiques, physiques ou voies physiologiques.

Il existe deux voies d’activation de NF-kB : ’'une dite canonique et I’autre non-

canonique. Un schéma de ces deux voies est représenté sur la Figure 8.

_— .
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r"'-. |"||l|||:|n|-|-:"'\- il HIJGIIJI..;'.."'
o Ml —— oo —

Figure 8 : Schéma simplifié des voies canonique (A) et non-canonique (B) d’activation
de NF-kB. (A) La voie canonique est activée par un récepteur de I’inflammation (TNF,
TLR ou BCR) puis transmit par des protéines adaptatrices pour activer le complexe
IKK. Ce dernier active IkB (phosphorylation) entrainant la libération du dimere p50-
p65 de NF-kB qui va s’accumuler dans le noyau et activer la transcription. (B) La voie
non-canonique est engagée par certains membres de la famille du TNF (Lymphotoxin B,
BAFF) ou par un activateur direct de NF-kB (RANKL) qui vont activer NIK. Ce dernier
va phosphoryler IKK1 qui lui-méme va cliver p100 en p52. Le complexe p52-RelB ainsi
formé va migrer dans le noyau et activer la transcription nucléaire. IKK : IkB kinase ;
IkB : inhibitor of NF-kB ; BAFF : B-cell activaiting factor ; RANKL : receptor activator
of NF-kB ligand ; NIK : NF-kB inducing kinase. D’aprés .
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La voie d’activation canonique dans les cellules immunes est classiquement
activée par les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1 entre autres), I’activation des
récepteurs Toll et I’engagement des TCR pour ne parler que des principaux ¥. Cette
voie joue un role dans I’initiation de I’'immunité innée comme dans le développement et

. . .. ., . 90
la maturation des cellules immunitaires tant innée qu’adaptative ..

La voie non canonique de NF-kB est activée par certains membres de la super
famille du TNF-o. comme la lymphotoxine-3, BAFF (B-cell activating factor) et le
systtme RANKL (receptor activator of NF-kB ligand). Cette voie joue un role important
dans le développement des organes lymphoides secondaires comme les ganglions, les
plaques de Peyer et la rate, permettant le développement et la maturation des
lymphocytes et de I’ostéoclastose °'. Concernant le développement des lymphocytes B il
est sous la dépendance de la voie non canonique initiée par BCR and BAFF récepteurs
mais la maturation nécessite une coopération des deux voies canonique (A) et non
canonique (B) 2. L’ostéoclastose et sa régulation sont sous la dépendance de p52 and

P50 .

La régulation du systtme NF-kB est complexe mais son principal régulateur
(inhibiteur) est IKK (IkB kinase), agissant au niveau de IKK ou des sous-unités de NF-
kB. **. De plus la voie NF-kB ne fonctionne pas isolément mais elle est au carrefour
d’autres voies de transcription/régulation qui s’exercent au niveau protéine/protéine ou
au niveau des modifications post-transcriptionnelles .

Pour preuve de I’importance de cette voie, la perte de fonction de NF-B est a
I’origine de plusieurs maladies génétiques telles que des maladies inflammatoires
cutanées liées a I’X (incontinentia pigmenti) due a une forme erronée de la protéine
NEMO *.

A Dinverse une sur-expression de NF-kB peut se voir dans certains cancers par
acquisition de résistance aux agents pro-apoptotiques, de pouvoirs d’angiogénése et
métastatiques accrus . NF-kB peut aussi étre a Iorigine de pathologies inflammatoires
chroniques telles que la polyarthrite chronique, la maladie de Crohn, I’insulino-
résistance dans le diabéte de type II, des maladies neuro-dégénératives (Parkinson,

Alzheimer) et dans le syndrome de détresse respiratoire aigu *° ° .
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4.2. NF-kB dans le choc septique :

Le CS induit par les composants bactériens via la voie Toll et les cytokines, une
induction de la voie de signalisation NF-kB. Ceci est particulie¢rement vrai pour les
cellules mononuclées de patients septiques ou le niveau d’expression de NF-kB, et sa
prolongation dans le temps, présente une corrélation avec la mortalité ',

Dans les modéles murins de CS, des inhibiteurs chimiques de NF-kB, naturel comme le
NO ou de synthése, augmentent la survie '°' ', Par ailleurs les molécules (comme les
lactones) qui, expérimentalement, augmentent la survie ou qui protégent du sepsis,

103

exercent leur action en inhibant la voie NF-kB et c’est le cas pour la rhPCa, seule

104

molécule pharmacologique validée dans le CS chez ’homme . Un autre exemple est IL-

10 qui exerce ces propriétés anti-inflammatoires par inhibition de NF-kB '® 1%
Expérimentalement, lorsque qu’on induit une « tolérance » au sepsis sur des cellules ou
des souris, cela passe par une répression de NF-kB '”’. Le mécanisme connu est une
augmentation d’activité de IkB ', de p50 et p52 '” avec le switch de la forme

hétérodimére p50/p65 en forme homodimeére '*.

Quelle est I’'importance de 1’activation de la voie de signalisation NF-kB dans le
CS ? Une possibilit¢ est que NF-kB est la voie de signalisation de la plupart des
cytokines/marqueurs pro-inflammatoires. Or 1’activation de I’inflammation est une des
caractéristiques de la phase précoce du CS '™, Les études sur des souris déficientes pour

NF-kB objectivent qu’elles deviennent résistantes au choc endotoxinique '°.

Bloquer ou freiner la voie NF-kB permet de corriger les perturbations majeures du
CS que sont les atteintes cardio-vasculaires, 1’augmentation de perméabilité
membranaire, [’activation et I’infiltration tissulaire des neutrophiles, I’hyper-coagulation

et ’évolution vers la défaillance multiviscérale ' 112,

Mort cellulaire
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5.1. Introduction :

La mort cellulaire est un phénoméne naturel qui survient de différentes fagons : par
mort cellulaire programmée (apoptose, autophagie) ou par accident (nécrose ou aussi
appelée oncosis). Une revue récente pluridisciplinaire vient d’en préciser les termes '°.
Le mode de mort le plus étudié est I’apoptose. Ce mot vient du grec qui signifie « chute
des feuilles d’un arbre en automne ». Ce terme a été introduit la premicre fois en
Médecine par JER Kerr en 1972 ''* pour décrire des condensations de chromatines
nucléaires ou « corps apoptotiques » qui sont une des caractéristiques histologiques de
I’apoptose. Ce phénomeéne est physiologique dans la biologie du développement des
mammifeéres et des plantes et il participe au maintient de [’homéostasie cellulaire
(balance entre la prolifération et la différenciation). Si la mitose existait sans mort
cellulaire, un homme de 80 ans aurait 2 tonnes de tissus lymphoides et 16 km de long
d’intestin ! '°.

L’apoptose intervient aussi dans différentes pathologies soit par excés comme lors de
maladies neuro-dégénératives (maladies de Parkinson, d’Alzheimer et de Charcot), lors de
I’exposition au VIH ou par défaut dans certains cancers (en cas de mutation sur p53 ou Bcl-
2) ou lors de maladie auto-immune (diabéte de type I, leucoencéphalite dégénérative) ''°. De
plus certains toxiques ou agents « stressants » cellulaires peuvent induire 1’apoptose :
radicaux libres, fragments d’ADN, alcools, radiations ionisantes. ..

Ce phénomene associe plusieurs modifications physiques et biochimiques qui
intéressent la membrane plasmatique, le cytoplasme et le noyau. Brievement, aprés un
stimulus, qui peut étre extrinseéque ou intrinséque, la cellule s’isole (perdant le contact
avec ces cellules voisines) et se rétracte. Dans le cytoplasme, le réticulum
endoplasmique se dilate et forme des vésicules et vacuoles. Le noyau se transforme par
condensation de la chromatine en petites masses puis se fragmente en petits brins de
180pb par les endonucléases pour former la classique «échelle d’ADN » en
¢lectrophorese sur gel d’agarose. La cellule se désintégre alors en une multitude de
petits « paquets cellulaires » encapsulés ou corps apoptotiques. Ces corps apoptotiques
sont alors phagocytés par les cellules voisines sans induire de réaction inflammatoire, a
la différence de la nécrose, caractéristique importante. Ce phénoméne est 20 fois plus

rapide qu’une mitose. La Figure 9 représente un schéma simplifié¢ de ce phénomene.
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Figure 9 : La partie supérieure représente une cellule normale. La partie moyenne
représente la cellule en début d’apoptose avec une condensation de la chromatine, un
rétrécissement du corps cellulaire et la formation de vesicules périphériques. La partie
inférieure représente la cellule en fait d’apoptose avec la fragmentation de son noyau,
la formation de corps apoptotiques contenant des débris cellulaires et la phagocytose de
ces corps par les cellules phagocytaires (comme par exemple des macrophages).
(Source : Wikipedia).

La connaissance des mécanismes de régulation doit beaucoup aux études sur un
nématode hermaphrodite, Caenorhabditis Elegans, dont le séquengage du génome vient
d’étre récemment fini (1 090 cellules somatiques dont 131 en apoptose lors de son
développement). Les études génétiques ont montré que la mort cellulaire programmée est
sous la dépendance de seulement deux loci (ced-3 et ced-4, ced pour Cenorhabditis
Elegans death) avec un troisiéme (ced-9) qui ’inhibe '"’. Une trés grande partie des génes
impliqués chez ce nématode sont conservés jusqu’a I’Homme. Une revue récente rapporte

\ . . 118
les correspondances entre les génes du nématode et ceux humains .
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Classiquement le phénoméne d’apoptose se déroule en trois phases : I’induction,

activation et ’exécution .

5.2. Phases d’induction et d’activation :

Il existe deux voies classiques d’induction : la voie extrinséque activée par des
stimuli extérieurs a la cellule faisant intervenir des récepteurs membranaires et la voie
intrins€que, activée par des signaux de stress intracellulaires dont la mitochondrie est le

chef d’orchestre. Cependant il existe des interactions entre ces deux voies.

5.2.1. Voie extrinséque :

Elle est activée par des « signaux de mort » comme des fragments de bactéries
(LPS, acide lipotéchoique), des cytokines, du NO...qui activent des récepteurs
membranaires. Ces récepteurs sont typiquement ceux de la super famille du TNF : Fas
(ou CD95 ou Apo-1), TNFR-I, TNFR-II et TRAIL. Ceux ci comportent deux parties :
une extérieure a la membrane pour fixer le ligand circulatoire et ’autre intracellulaire
(ou Death Domain) induisant les voies d’activation intracellulaires (cf infra). Les
récepteurs sont des protéines transmembranaires de type I avec un domaine
extracellulaire possédant une a six régions riches en cystéine permettant la liaison a leur
ligand. La partie intracellulaire comporte une région conservée au cours de 1’évolution
de 80 acides aminés (Death Domain) qui s’associe & un complexe intracellulaire
comprenant soit FADD (Fas-Associated Death Domain protein) qui forme avec la pro-
caspase-8, le DISC (Death Induced Signaling Complex), soit TRADD (TNFR-
Associated Death Domain). Les ligands de la famille du TNF comprennent une
quinzaine de membres (TNF-a, FasL, TRAIL, lymphotoxine, CD30L...). Ces ligands
sont principalement des protéines transmembranaires de type II (extrémité C-terminale

extracellulaire) et certains existent sous formes circulantes (TNF-a, FasL).
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Un exemple de récepteur au TNF est reporté sur la Figure 10.
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Figurel0 : Schéma d’activation de la voie extrinséque a partir du récepteur Fas.

FADD : Fas-associated death domain ; cFLIP :cellular FLICE-like inhibitory protein ;

(1)CAD: (inhibitor) caspase-activated DNase. D’aprés *%..

Afin d’apprécier leur role fonctionnel pour un organisme, des études chez des
souris knockout (KO) ont été réalisées. Ainsi les souris déficientes pour Fas sont viables
a la naissance mais rapidement développent un syndrome lympho-prolifératif

1 2!, Par ailleurs ces souris sont sensibles aux infections a Listeria

rapidement morte
monocytogenes '*2. Concernant TNF-RI, les souris KO sont viables mais certains
organes lymphoides sont manquants : ganglions, plaques de Peyer intestinales. Ainsi ces
souris sont particulierement sensibles aux infections intracellulaires et en cas de
péritonite. Cependant elles sont insensibles au choc endotoxinique par LPS '*% Les
souris TNF-RII -/- ne présentent pas d’atteinte du systéme immunitaire '*%. Les souris
TNF-a. -/- présentent les mémes caractéristiques que lors de déficit du TNFR-I '**. Les
souris TRAIL -/- sont viables mais présentent des défenses anti-tumorales réduites.

Concernant les infections, ces souris ne présentent pas de déficit immunitaire et donc

sans altération de la réponse a I’infection '*%.
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5.2.2. Voie intrinseque :

La voie intrinséque ou voie mitochondriale est activée par un stress cellulaire
comme le stress oxydatif ou par des médicaments cytotoxiques (bléomycine, sels de
platines, taxanes...). Le signal active des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2
induisant au niveau de la membrane externe de la mitochondrie une perte de potentiel
membranaire qui permet une ouverture des pores de transition de perméabilité (pore
PT). Ces pores sont des canaux transmembranaires qui ont des caractéristiques
différentes selon le versant membranaire : canal de type VDAC sur la membrane externe
et de type ANT sur le versant interne. La perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale, sous contréle de Bax et Bak. Les deux protéines changent alors de
conformation en devenant des multimeéres homo-oligomérisés qui s’insérent dans toute
la membrane externe, formant une protéine géante qui sert de pore perméable '*. Ce
pore entraine alors la libération de substances physiologiquement localisées dans
I’espace inter-membranaire comme le cytochrome C (composant de la chaine
respiratoire), 1’Apaf-1, la procaspase 9, I’AIF, Smac et I’endonucléase G pour ne citer

que les principaux '**.

Une fois activées dans le cytosol les trois premicres molécules (cytochrome C,
Apaf-1 et pro-caspase-9) forment I’apoptosome qui va cliver et activer la caspase-9 puis

les caspase-3 et -7 conduisant a la mort cellulaire.
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Un schéma résumant cette voie est reporté sur la Figure 11.
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Figure 11 : Schéma d’activation de la voie intrinséque. Apaf-1 : apoptosis protease-
activating factor-1. D’aprés *%.

Bcl-2, le membre prototype de la grande famille Bel-2 a été découvert comme
¢tant le résultat d’une translocation chromosomique [t(14;18)(q32;q31)] lors de
lymphome folliculaire B chez I’Homme, entrainant sa surexpression '*. Depuis cette
famille ne cesse de s’agrandir pour avoir une quinzaine de membres classés en anti-
apoptotique ou pro-apoptotique. Tous ses membres contiennent de 1 a 4 BH domaines

(BH1 4 BH4).
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Une liste de ces différents membres est reportée sur le Tableau 4.

Tableau 4 : Les différents membres de la super-famille Bcl-2. Structure, présence des
domaines BH et activité pro- ou anti-apoptotique. D’aprés '*.

Les protéines anti-apoptotiques (telles que Bcl-2, Bcel-xl, Bcl-w, Mcl-1) sont
localisées, sous forme d’hétérodiméres, dans la membrane de la mitochondrie
empéchant la perméabilisation membranaire mitochondriale (MMP) et bloquant la sortie
du cytochrome C '*°. Par contraste, les membres pro-apoptotiques sont soit cytosolique
comme Bax (mais migre vers la membrane externe de la mitochondrie lors de son
activation) ou fixé a la membrane externe mitochondriale comme Bak. Les membres
« BH3-only » sont cytosoliques et exercent leur activité anti-apoptotique de deux
fagons : soit en inhibant Bcl-2 ou Bcl-x1 par Bad ou Mcl-1 par Noxa, soit en activant

Bax et Bak '?’.

Il existe une inter-connexion entre les voies extrinséque et intrinséque, représentée
par un membre de la BH3-only famille : Bid. En effet ce dernier, stocké dans le cytosol
sous forme inactive, est activé par la caspase-8 pour prendre une forme tronquée (tBid)

qui va activer Bax/Bak libérant du cytochrome ¢ dans le cytosol '** (cf Figure 11).
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De plus, le groupe BH3-only contient un membre (Beclin 1) qui agit non pas
comme pro-apoptotique mais activant un autre mécanisme de mort cellulaire qu’est
I’autophagie '%.

A 1’¢état basal, Beclin 1 est inhibé par son interaction avec Bcl-2 et Bel-xl. Cette
protéine est la preuve d’interaction entre 1’apoptose et 1’autophagie et que la super-

famille Bcl-2 joue un role au-dela de I’apoptose "*°.

5.2.3. Relation structure/activité :

Les membres de la famille Bcl-2 (sauf Bad et Bid) possédent un domaine
transmembranaire leur permettant de s’arrimer aux membranes de la mitochondrie, du
réticulum endoplasmique et du noyau, formant alors de véritables canaux ioniques .
Plus particuliecrement Bcl-xI est capable de former un pore qui en analyse
tridimensionnelle ressemble 4 la toxine diphtérique *%.

La fonctionnalité des protéines de cette famille est en grande partie liée a leur
capacité de dimérisation pour former des homo ou hétéro-dimeres. Ainsi la dimérisation
se fait au niveau de BH1 et BH2 pour former des homodimeéres et par BH3 pour les
hétérodiméres. La balance survie/mort est sous I’influence de la proportion de diméres
formés : ainsi s’il y a plus d’homodiméres Bax ou Bak formés par rapport aux

C . . . 1
homodiméres Bcl-2, il y aura mort cellulaire et vice versa '*>.

5.2.4. Etudes fonctionnelles par souris KO :

Les souris Bcl-2 -/- sont viables a la naissance mais meurent rapidement en
quelques semaines. Elles sont incapables de maintenir 1’homéostasie de leur systéme
immunitaire avec une apoptose massive des cellules lymphoides du thymus et de la rate
13 La délétion Bel-xl est létale par apoptose diffuse multi-organique, en particulier de
toutes les cellules hématopoiétiques '*°.

Concernant Bax et Bak, leur délétion est viable mais elles présentent des

1 Les souris Bim-/- présentent des malformations du

malformations et sont stériles
systéme immunitaire avec prolifération de la lignée lymphoide et des macrophages '*’.
Concernant les autres membres de la famille Bcl-2, leurs délétions n’induisent pas

de malformation ni de modification fonctionnelle importante.
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5.3. Phase d’exécution

La phase finale irréversible ou exécutive est sous la dépendance de protéines
protéolytiques  spécifiques appelées caspases pour «cysteinyl aspartate-specific
proteinase », qui lorsqu’elles deviennent actives, sont des marqueurs d’apoptose.. Cette
famille de protéines est née de la découverte du géne ced-3 chez Caenorhabditis Elegans qui
présente une homologie avec ’interleukine-1p-converting enzyme (ICE ou caspase 1) des
mammiferes. Cette caspase n’a pas d’action connue dans 1’apoptose mais elle est le chef de
file d’une dizaine d’autres caspases. Elles sont classiquement divisées en deux groupes :
apoptotique (caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9 et -10) et pro-inflammatoire (caspase-1, -4, -5 et -
14). Le groupe apoptotique peut étre sub-divisé en « initiateur » (caspase-8, -9, -10) et
« exécuteur » (caspase-3, -6 et -7). Enfin le sous-groupe « initiateur » peut lui-méme étre

subdivisé en extrinséque (caspase-8, et -10) et intrinséque (caspase-9) .

Elles ont en commun étre secrétées sous forme de pro-enzyme ou zymogene (30 a
50kD) inactive, formées de trois parties : un domaine NH2 terminal, une grande sous-
unité (20kD) et une petite sous unité de 10kD. La grande et la petite sous-unité forme un
hétéro-dimere qui associé a un autre hétéro-dimere forment une caspase. Il existe deux
sites catalytiques qui fonctionnement indépendamment. Pour étre actives, les caspases
doivent étre clivées au niveau du domaine NH2 terminal ou appelé pro-domaine (de
taille variable), séparant la grande de la petite sous-unité '**. Concernant les caspases
« initiatrices » elles sont dimérisées au niveau d’une plateforme d’activation qui
concentre plusieurs pro-caspases (recrutées aprés un signal apoptotique), comme le
DISC pour la caspase-8 et -10, par leur pro-domaine qui contient des DED permettant

1 14
39 190 Pour les caspases

leur liaison aux molécules adaptatrices FADD ou TRADD
« exécutrices », elles sont activées par les caspases « effectrices » entrainant leurs
dimérisation, L’activité protéolytique des caspases est spécifique par reconnaissance de

141 . - s .
1 . Une fois activées, les caspases vont pouvoir s’auto-

résidus Asp en position P
activer ou activer d’autres caspases conduisant a une cascade d’activation, amplifiant

alors le signal de mort.
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Du fait du caractere irréversible de la protéolyse, les caspases sont finement
régulées par trois mécanismes : inhibition par des inhibiteurs naturels (présents chez
certains virus) ou de synthése (spécifique ou global), prévention de 1’activation (FLIP

empéche la pro-caspase 8 de se fixer au DISC) et dégradation par le protéasome .

Apres activation les caspases vont déstructurer la cellule en détruisant la lamina
nucléaire (membrane liée a la membrane nucléaire qui lie la chromatine) entrainant une
condensation de la chromatine. Elles clivent aussi des protéines du cytosquelette (gelsoline),

des protéines de réparation et de réplication nucléaires (replication factor C) '*.

5.4. Etudes fonctionnelles :

Les souris caspase8-/- ne sont pas viables, mourant in utero de malformations

. / e B . 14
cardiaques et présentent une myélopoiése bloquée .

Les caspases les plus importantes sur le plan fonctionnel sont la 3 et la 9. En effet
les souris csapases-3-/- et -9-/- meurent rapidement aprés la naissance (une a trois
semaines) par de profondes et multiples malformations en particulier cérébrales. Au
niveau du tissu immunitaire, les neutrophiles et les lymphocytes T n’entrent plus en

apoptose 144,

Pour les autres caspases, leur délétion n’entraine pas de conséquence majeure sur

la vie dans les modeles murins.

5.5. Apoptose caspase indépendante :

Par des études utilisant des peptides inhibiteurs non-sélectifs des caspases (zVAD-
fmk), il a été montré que, malgré I’inhibition de toutes les caspases, Bax pouvait encore
induire la mort cellulaire. Mais cette mort cellulaire n’avait pas tout a fait les mémes
caractéristiques histologiques (en particulier par 1’absence de dégradation de ’ADN),

faisant évoquer plutét un mécanisme proche de I’autophagie '*°.
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Implication du systéme immunitaire a la phase aigué du choc

septique

6.1. Introduction :

Le systtme immunitaire a notamment pour fonction ultime la défense de
I’organisme contre 1’intrusion et /ou 1’invasion par d’autres organismes. Dans ce travail,
ces « autres organismes » sont des agents infectieux (bactérie, virus, champignons,
parasites), en y associant les cellules tumorales, tous étant considérés comme

pathogénes. Classiquement 1’on distingue deux types d’immunité : innée ou acquise.
6.2. Immunité innée ou « naturelle » :

C’est elle qui est la premicre ligne de défense et qui s’est construite depuis des
millions d’années a travers 1’évolution des espéces. L’objectif principal de cette phase
est de reconnaitre I’envahisseur rapidement (quelques secondes a quelques heures)
comme « non-soi » et de s’en débarrasser ou de le neutraliser. Ainsi se sont formées au
fil du temps des cellules spécialisées de type phagocytaire qui ont a leur surface des
molécules capables au premier contact de reconnaitre un intrus, d’avoir une adhérence

intercellulaire et d’envoyer des signaux de danger.
6.3. Acteurs cellulaires :

Les cellules phagocytaires (polynucléaires neutrophiles, monocytes/macrophages,
cellules dendritiques, cellules natural killer) issues de la lignée my¢loide sont une population
hétérogene aux fonctions variées capable de se différencier sous I’effet de cytokines. Leur
principal mode de fonctionnement est d’absorber puis de digérer le pathogene par libération
d’enzymes au sein des lysosomes mais aussi par production de radicaux libres.

La détection des micro-organismes envahisseurs est sous la dépendance de
récepteurs de reconnaissance spécifiques ou PRR (Pattern Recognition Receptor) dont
les plus connus sont les récepteurs Toll. Initialement découvert chez la Drosophile
comme facteur polarisant durant 1’embryogénése '*°, les récepteurs Toll participent aussi

dans la défense antibactérienne et antifungique '*.

48



Les Toll-like receptors furent identifiés aussi chez ’Homme comme des protéines
transmembranaires de type I avec un domaine externe riche en leucine et un domaine
intracellulaire homologue avec le récepteur pour I’'IL-1 (IL-1R). Leur fonction est de
reconnaitre rapidement le type d’intrus par un systéme de reconnaissance basé sur des
molécules qui sont restées conservées au cours de 1’évolution. Il existe 12 récepteurs
connus a ce jour.

Cette reconnaissance est liée aux microbes qui possedent des structures
essentielles a leurs survies (composants de paroi/membranaires, acide nucléique) qui
sont conservées ou non-évolutives au cours de 1’évolution comme le lipopolysaccharide,
le peptidoglycane, I’acide lipotéchoique, les lipopeptides, les flagellines ou I’ARN viral.
Ces structures sont appelées PAMP pour Pathogen-Associated Molecular Patterns.

Dans notre travail, ceux qui nous concernent sont les TLR4 pour les bactéries

gram négatif et les TLR2 pour les bactéries gram positif (Figure 12).

(hram gediiry i [ héng

N_4 N_/Z

Figure 12 : Schéma d’interaction entre les DAMPs et les récepteurs Toll.
DAMPs : Danger Associated Molecular Pattern ; TLR : Toll like receptor.. D’aprés **'.

49



6.4. Acteurs humoraux :

L’intrusion de pathogéne dans I’organisme déclenche rapidement une activation du
complément (voie des lectines, voie alterne), une activation de la coagulation (cf infra)
et une multitude de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires initialement puis anti-
inflammatoires, ainsi que de facteurs chémo-attractants. La résultante est 1’induction
d’une phase inflammatoire avec synthése hépatique des protéines de la phase aigué (C
reactive protein) et des modifications circulatoires au niveau du tissu infecté. L’effet
immédiat au niveau vasculaire est une vasodilatation, un recrutement des cellules
phagocytaires avec adhérence aux parois vasculaires et diapédese. Cette derniere permet
aux cellules phagocytaires de se rendre sur le théatre infectieux pour réaliser leurs

missions.

6.5. Immunité acquise ou adaptative :

Cette immunité fait suite a la précédente dans 1’évolution mais joue aussi de
concert avec elle dans la lutte contre les pathogeénes. Sa caractéristique principale est sa

haute spécificité et sa faculté de mémoriser I’information.

6.6. Acteurs cellulaires :

Les cellules effectrices de I’'immunité acquise sont les lymphocytes T et B qui ont

.. . 14
une demi-vie normale de 28] '**.

6.7. Lymphocytes T :

Les lymphocytes T sont les plus sophistiqués des cellules immunitaires avec pour
fonction un rdle d’orchestration de la réponse immunitaire et une attaque
« personnalisée » contre les microbes en particulier intracellulaires (virus). On peut
distinguer les lymphocytes T selon leurs récepteurs (af3) ou (yd), selon leurs molécules
de surfaces CD4+ ou CD8+ et leurs sous-populations ou selon leurs fonctions

(régulateurs, tueurs, sécréteurs de cytokines).
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Au cours de leur maturation les lymphocytes T acquicrent un récepteur de surface
ou T cell receptor (TCR) qui leur permettra de reconnaitre un motif moléculaire
antigénique ou épitope spécifique. Ainsi a un lymphocyte T donné correspond un TCR
donné pour un épitope donné. Mais pour couvrir I’ensemble des molécules possiblement
reconnaissables, les lymphocytes ont acquis la possibilité d’un réarrangement génique

qui est fait de séquences variables et fixes '¥.

Les lymphocytes T CD4+ sont activés par les cellules de présentation de I’antigéne
ou CPA (macrophage, cellule dendritique). Aprés ce stimulus, ces lymphocytes vont
induire des différentiations chez les lymphocytes CD8+, les cellules NK et les
macrophages en induisant une production de cytokines ou réponse de type Thl pro-
inflammatoire (TNF-a, IFN-y, IL-2) et vont aussi activer les lymphocytes B pour la
coopération intercellulaire par un autre profil de réponse de type Th2 anti-inflammatoire

(IL-4, IL-5, IL-10) (cf infra).

Les lymphocytes T CD8+, une fois activés, deviennent cytotoxiques entrainant une
lyse de la cellule porteuse de I’antigéne reconnu par libération de cytotoxines
(perforines, granzymes). Une fraction des lymphocytes T activés va devenir des

lymphocytes T mémoire.

6.8. Lymphocytes B :

Leur role bien connu est la production d’anticorps mais aussi la collaboration avec
les lymphocytes T CD4+. Comme pour les lymphocytes T, les lymphocytes B
présentent des récepteurs membranaires de surface, BCR (B cell receptor). Ce récepteur
leur permet de reconnaitre un épitope qui peut étre de nature autre que protéique :
polysaccharidique, lipo-polysaccharidique ou lipo-peptidique. Les lymphocytes B ont
aussi la possibilité de réaliser un arrangement génique leur permettant d’obtenir des
centaines de milliers de BCR différents afin de produire autant d’immunoglobines

spécifiques *°. Ce processus prend entre 5 et 10 jours.
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6.9. Coopération lymphocytaire T et B :

Elle est essentielle au bon fonctionnement de I’immunité spécifique. Elle est

brievement rappelée dans la Figure 13.

@ Capture de 'antigéne
parle BCR

() Signal 4 activation de la
cellule T

\ celhale B (CD40)
Induction d™an ligand de K ///
sutface (CD40L) et @

sécrétion des Iympholkiies

Différenciation induite pat les
Iymphokines

Figure 13 : Coopération lymphocytaire B et T. TCR : T cell receptor ; BCR : B cell
receptor ; CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

6.10. Intrication entre 'immunité innée et 'immunité adaptative :

Comme nous venons de le voir ci-dessus, les cellules phagocytaires de I’immunité
innée telles que les macrophages et les cellules dendritiques sont indispensables a la
présentation des antigénes/maturation aux lymphocytes B et T. Plus spécialement, les
cellules dendritiques jouent un role prépondérant dans 1’activation de I’immunité innée.
Dans un premier temps elles sont recrutées sur le site inflammatoire, dés les premiéres
heures de 1’agression, par des cytokines inflammatoires produites par les macrophages,
participant alors a la phagocytose. Puis elles vont migrer vers les organes lymphoides
secondaires en devenant mature par division cellulaire et en exprimant des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité de type II (CMH II). Elles vont alors pouvoir
exprimer des PAMP et migrer vers les organes lymphoides infectés et activer les

lymphocytes T.
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En complément, les anticorps secrétés par les lymphocytes B vont fixer les
antigénes en les opsonisant (avec des molécules du complément, selon le type

d’anticorps) qui va permettre une meilleure phagocytose par les macrophages.

Apoptose dans le systéme immunitaire lors du sepsis

7.1. Apoptose dans le développement du systéme immunitaire :

Le programme génétique de 1’apoptose est essentiel pour le développement et
I’homéostasie du systtme immunitaire. Le développement embryonnaire de la
lymphopoiese est sous le contrdle de facteurs de croissances. L’apoptose s’assure alors que
les récepteurs antigéniques exprimés par les lymphocytes soient fonctionnels et ¢limine
alors les lymphocytes non-fonctionnels ou dangereux pour le soi. Durant le développement,
ceci se fait par étapes avec des points de contrdle qui sont sous la dépendance des membres
de la famille Bcl-2.. Si des aberrations surviennent dans ces controles de mort cellulaire,
elles peuvent étre a I’origine de maladies comme des déficits immunitaires, des maladies
auto-immunes et des cancers ',

La survie et la maturation des progéniteurs T et B sont sous la dépendance de
nombreuses cytokines (IL-2,-4,-7,-9,-15 et -21) 51 1L-7 semble la plus importante car
elle active plusieurs voies de signalisation telles que Janus kinases (JAK-1 et -3),
phosphoinoside-3 kinase, ras et MAP-kinases. Le premier exemple découvert
d’apoptose lors du développement immunitaire et la privation de facteur de croissance
tel que IL-7 dans le milieu et aussitdt un membre pro-apoptotique (BIM) s’active >
pour entrainer la mort cellulaire. Mais expérimentalement, lors de privation d’IL-7, une
sur-expression de Bcl-2 permet a la lymphopoi¢se de continuer '°. Une étape
importante de la maturation des lymphocytes T est la formation du TCR. Le TCR est
capable de devenir fonctionnel en quelques heures (12 h) aprés stimulation et s’il y a

. . 154
erreur / retard sur son apparition, les cellules sont non-viables

, mais par un
mécanisme encore inconnu puisque c’est le membre anti-apoptotique Al qui est activé
sans connaitre d’implication de membre pro-apoptotique '**. Quasiment tous les
membres de la famille Bcl-2 interviennent a un moment donné dans la lymphopoicse

[revue in ).
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7.2. Systeme immunitaire dans le choc septique :

C’est a partir de 1994 que sont publiées les premicres observations d’apoptose de

tissus immuns (thymus) dans un modéle expérimental de péritonite chez la souris'>’.
En 1999 Hotchkiss et col "*® décrivit lors d’autopsie de patients décédés de CS, une
destruction des organes lymphoides (thymus, ganglions, intestins, rate) par apoptose et
dans une moindre mesure le foie. L’apoptose cellulaire était mesurée par 3 méthodes :
microscopie optique sur lame (coloration HE), microscopie avec immunofluorescence par
méthode TUNEL et électrophorese sur gel d’agarose de I’ADN.

Au niveau circulatoire, le sepsis induit précocement (dans les 4 h) une
lymphopénie touchant surtout la lignée T, par un mécanisme apoptotique, et le degré de
lymphopénie est significativement associé a la mortalité .

Depuis lors il est clairement admis que le CS chez ’Homme induit une activation

précoce (< 12 h) du phénoméne apoptotique dans les tissus et cellules immuns ' **.

7.3. Apoptose lymphocytaire :

Pour asseoir cette observation, des études expérimentales de CS chez la souris ont
montré qu’en bloquant la voie des caspases par des inhibiteurs non-spécifiques (ZVAD-
fmk), on améliorait la survie de 40 — 45 % en prévenant 1’apoptose lymphocytaire ',
Mais ce peptide de synthése n’est pas utilisable chez ’homme devant son manque de
spécificité et ses trop grands effets toxiques '>°. Une autre approche a été d’utiliser des
siRNA pour Fas et IL-8 qui, toujours expérimentalement, réduisent la mortalité '®°. Mais
il existe deux difficultés majeures pour leur utilisation chez ’homme : d’une part nous
ne connaissons pas les effets systémiques du blocage de la voie Fas (voie ubiquitaire) et
d’autre part, dans les modeles expérimentaux, les siRNA étaient injectés en méme temps

que la réalisation de la péritonite/injection de LPS (ou dans les 30 min suivantes), ce qui

est irréaliste en pratique.

Pour compléter le théme, en plus d’une diminution du nombre des lymphocytes T,

ceux restant ont une fonctionnalité réduite par diminution d’expression de récepteurs

161
8

d’activation comme CD3 et CD2 . De plus les cellules en apoptose produisent des

cytokines anti-inflammatoires, participant 4 cet d’état d’anergie immunitaire '®* ',
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Enfin, il a été découvert récemment que les lymphocytes restant sur-expriment la
fonction régulatrice Treg, fonction connue pour participer a la régulation (activation) de

I’apoptose des monocytes et neutrophiles '**.

La résultante de cette lymphopénie/anergie est qu’elle est clairement corrélée avec

la mortalité et la survenue du syndrome de défaillance multi-viscérale '®° 16 17

7.4. Apoptose des monocytes/macrophages :

Le CS induit un excés d’apoptose dans les monocytes circulants et en les
« désactivant », créant ainsi une véritable anergie cellulaire '®*. Les macrophages aussi
présentent un exceés d’apoptose en particulier ceux qui phagocytent les PNN
apoptotiques, entrainant un changement de synthése cytokinique par le macrophage :

switch d’un profil de sécrétion de type TH-1 vers un profil TH-2 '%’.

7.5. Apoptose des cellules dendritiques :

Les cellules dendritiques, originaires du systeéme réticulohistiocytaire, font partie
des cellules présentatrices d’antigénes. Elles possédent deux propriétés essentielles :
capture de I’antigéne et présentation aux lymphocytes T naifs et intégration des signaux
de la périphérie permettant [’orientation des lymphocytes T vers un état de
différenciation Thl, Th2 ou Treg. Les cellules dendritiques exercent aussi un role
important dans la dysfonction immunitaire observée lors du CS '"°. Elles aussi subissent
une apoptose conduisant a leur réduction numérique au niveau de la rate, aprés avoir

171

activé les lymphocytes CD4+ "*". Les mécanismes d’action sont encore inconnus.

7.6. Apoptose des polynucléaires neutrophiles :

Le role premier des polynucléaires neutrophiles (PNN) est I’élimination des
pathogénes et la machinerie apoptotique ne sert qu’a assurer le renouvellement cellulaire

172 . . .
72 Ceci est particuliérement

et lors de la phase de résolution de I’inflammation
important en cas de pneumopathie ou la séquestration prolongée des PNN est
responsable de Iésions pulmonaires irréversibles '”°. Cette augmentation de demi-vie des

PNN dans le poumon est due & une diminution d’activation de I’apoptose '’*.
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Cette diminution de I’apoptose est en partie expliquée par une induction de protéines
anti-apoptotique comme IAP '”°. Et dans des modéles murin de sepsis, I’augmentation
de I’apoptose des PNN permet de réduire les dommages parenchymateux pulmonaires et

la mortalité (de 20 % environ) '"* '"”.

7.7. Mutations des récepteurs Toll :

Depuis la découverte par Poltorak et col '’ que la résistance naturelle au LPS chez
les souris C3H/Hel était liée a une mutation du TLR4, des études ont montré que chez
I’homme il existait aussi des mutations (hétéro- ou homozygote) de TLR4. Deux types
de mutation sont actuellement connus : une substitution acide aspartique/glycine en
position 299 (Asp299Gly) et une substitution thréonine/isoleucine en position 399
(Thr3991le) '”. Dans les modéles animaux de CS (péritonite par ligature-ponction
caecale) les déficiences de TLR4 sont associées a une augmentation de la survie '™.
Mais chez I’homme, les mutations de TLR4 ne sont associées qu’a une plus grande

181 " Concernant

182
f

prévalence d’infection a Gram négatif sans incidence sur la mortalité
TLR2, les souris TLR2- sont plus sensibles aux infections a Gram positif . Il existe
deux types de mutations décrites pour ce TLR (R753E et R677W) responsables d’une
augmentation de sensibilité aux infections a Staphylococcus aureus chez I’homme '®.
Méme si I’incidence de ces mutations hétérozygotes est estimée a 9,4 % dans une
population européenne '**, leurs roles réels dans le pronostic du CS chez I’homme
restent incertains, en partie du fait que dans les infections poly-microbiennes, plusieurs

TLR sont engagés limitant donc les conséquences d’une mutation '™ .
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DEUXIEME PARTTIE:

Influence de la protéine C activée
sur les réactions inflammatoires
et immunitaires induites

par le choc septique
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INTRODUCTION

L’intrication entre 1’activation de la coagulation et la réponse inflammatoire liée a
I’infection est connue depuis une vingtaine d’années '*°. En particulier les cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a, IL-1 et IL-6 induisent un état pro-coagulant avec une
inhibition de la fibrinolyse physiologique secondaire. De plus la thrombine, facteur central de
la coagulation, est capable d’induire plusieurs voies de signalisations inflammatoires '*’ '*%,
La protéine C endogéne exerce une action anticoagulante et pro-fibrinolytique mais elle peut

139 Des I’admission

aussi moduler I’inflammation dans des modéles expérimentaux de sepsis
en Réanimation de patients a haut risque de décés de CS, des études ont rapporté une
déplétion profonde de protéine C, de I’ordre de 60 % ®°. Une étude expérimentale chez le
babouin en CS (injection d’E Coli), a montré un effet protecteur de 1’administration de

£ s 190
protéine C activée .

Quatre ans plus tard en 2001, la publication de 1’étude de phase IIl PROWESS (PROtein
C Worlwide Evaluation in Severe Sepsis) *°, a permit 1’utilisation en routine d’une protéine C
activée recombinante humaine (rhPCa) ou encore dénommée drotrécogine alpha activée
(DrotAA) (Xigris®) dans le CS chez ’homme. Cette étude multicentrique internationale
randomisée en double aveugle, a comparé I’efficacité et la tolérance de la rhPCa en perfusion
continue pendant 96 h [24 pg/kg/h correspondant a un taux circulant moyen de 45ng/mL "]
contre placébo chez 1 690 patients en CS depuis moins de 48 h. Le critére principal
d’efficacité était la mortalité a 28 jours. Ce traitement par rhPCa a permis une réduction
significative de la mortalité de 6,1 % (24,7 % pour le bras rhPCa versus 30,8 % pour le bras
controle, p=0,005). Cette réduction absolue du risque de déces de 6,1 % se traduit en pratique
par une vie sauvée pour 16 patients traités. Concernant les effets indésirables, la thPCa induit
significativement plus de complications hémorragiques nécessitant 1’arrét du traitement :
6,4% dans le groupe rhPCa versus 3,6 % dans le groupe contrdle (p = 0,009). Le nombre
d’hémorragie a risque vitale ou nécessitant une transfusion de plus de trois culots globulaires

deux jours de suite, était plus élevé dans le groupe rhPCa que dans le groupe controle

(respectivement 3,5 % versus 2 %, p=0,06).
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Cette premicre étude a été confirmée par 1’étude ENHANCE (ExteNded Evaluation of
Recombinant HUMAN ACtivatEed Protein C) !, étude internationale de pratique clinique,
ouverte et non controlée (2 378 patients inclus) qui a confirmé un taux de mortalité de 25,3 %
a 28 jours des patients traités mais avec un taux significativement plus élevé d’effets adverses
hémorragiques (6,4 % dans ENHANCE versus 3,5 % dans le bras thPCa de PROWESS). Par
ailleurs cette étude a montré que plus le traitement était appliqué tot (ie < 24h) meilleure était
la survie. Enfin une méta-analyse sur la sécurit¢ d’emploi de la rhPCa (INDEPTH :
INtegrated Database for Evaluation of Severe SePsis and Drotrecogin alpha activated
THerapy) (dhainaut,2008), objectivait un nombre d’effets adverses identiques dans les deux
groupes. Il existait cependant un taux de saignement significativement plus ¢€levé dans le
groupe traité par rhPCa (NB : cette étude était financée par le groupe pharmaceutique Lilly
and C, Indianapolis, USA, propriétaire de Xigris®).

Cependant d’autres études, basées sur les mémes indications/contre-indications et
posologies, n’ont pas montré¢ d’effet sur la mortalit¢ en particulier 1’¢tude RESOLVE
(REsearching severe Sepsis and Organ dysfunction in children: a gLobal perspectiVE)'*?,
¢tude prospective randomisée en double aveugle d’enfants en CS, sans que les auteurs
puissent apporter une explication physiopathologique. Une autre étude (EXTEND pour
EXTENDed drotrecogin alpha [activated] in patients with prolonged septic shock) '** dont
I’objectif était d’explorer I’intérét potentiel de donner 72 h de plus la rhPCa en cas
d’insuffisance circulatoire persistante s’est révélée étre négative en terme de bénéfice de
survie. Une troisiéme étude, ADDRESS (ADministration of DRotrecogin Alpha Activated in
Early Stage Study Group) '** dont I’objectif était de traiter des patients septiques a faible
risque de mortalité (ie avec une seule défaillance viscérale) par la rhPCa, n’objectiva pas de
gain de survie mais en revanche une augmentation significative des événements
hémorragiques graves.

C’est pourquoi il existe toujours un débat dans la littérature sur le bénéfice (augmentation
de la survie de 6,1 %) / par rapport au risque (hémorragique grave autour de
6 %) de la rhPCa dans le CS "7 Mais il est important de noter que ces événements
hémorragiques graves n’entrainent pas de surmortalité, comme il est rappelé dans une récente
étude rétrospective observationnelle (33 749 patients) .

Une question, non encore résolue, est quel est (sont) le(s) mécanisme(s) d’action qui
conduisent aux résultats observés avec la thPCa. Et comment s’exerce cette action : est-ce

uniquement par son action anticoagulante ou plutot par ses propriétés anti-inflammatoires ?
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Parall¢lement au déploiement de la thPCa dans le monde (autorisation de mise sur le
marché en France en 2002 et disponible dans notre Hopital en 2003), d’autres molécules
exercant une action anticoagulante ont fait I’objet d’essais randomisés en double aveugle dans
le CS chez I’homme. Mais aucune n’a eu d’effet sur la mortalité : que ce soit ’antithrombine
I (Kyber-sept-trial)'®®, * ou un inhibiteur recombinant du facteur tissulaire (OPTIMIST
trial) 2°°. Par ailleurs il est intéressant de remarquer que 1’héparine utilisée, seule a des doses
curatives, n’a jamais fait, a ce jour, I’objet d’études prospectives randomisées efficacité-
tolérance chez I’homme malgré des arguments expérimentaux animaux [revue in **'] et une
étude rétrospective humaine objectivant une réduction significative de mortalité a 28 j de
4,1% >,

C’est pourquoi des recherches s’effectuent sur des molécules ayant les mémes propriétés
anti-inflammatoires que la PCa mais sans activité anticoagulante. L’équipe de Griffin a réussi a
construire deux vecteurs exprimant une protéine PCa mutée qui ne peut plus cliver le facteur V au
niveau de I’ Arg506, rendant alors impossible I’activation de ce facteur **. Expérimentalement sur
culture cellulaire in vitro, ces deux PCa mutées (dénommées 3K3A-APC et 229/230-APC) ont
une activité anticoagulante réduite (par rapport a celle de la PCa naturelle) tout en préservant une
action anti-apoptotique comparable ***. A notre connaissance, il n’existe pas d’étude humaine

publiée a ce jour, ou en cours, avec ces molécules.

1. Objectifs de notre travail

Le point de départ de notre travail est I’observation que le CS induit une lympho-
monopénie précoce (< 12h) et profonde (diminution > 40 %), et qui est plus importante

chez les patients qui vont décéder "’

. Cette diminution des lympho-monocytes
circulants s’accompagne aussi, dans des modeles animaux de CS, d’une atteinte des
organes lymphoides solides (rate, ganglions) avec une diminution du nombre de leurs
cellules immunes liée a un excés d’apoptose »°. Ces observations expérimentales ont été

confirmées chez 1’Homme par Hotchkiss et col en 1999 '*°

sur des autopsies de 20
patients décédés de CS comparativement a des patients décédés d’affection cardiaque : il
existait une ¢élévation significativement plus importante du niveau d’apoptose des
cellules lymphoides des ganglions, de la rate et des ganglions des plaques de Peyer du
tissu intestinal. Depuis ces travaux précurseurs, le phénomene biologique de mort

cellulaire est devenu un point cardinal dans la recherche sur le CS.
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Dans les modéles expérimentaux de souris en CS sur péritonite, la méme équipe de

205
1

Hotchkiss et co objectiva que I'induction de I’apoptose dans le CS était due a une

activation de la voie mitochondriale. Un des mécanismes les plus étudié¢ dans les modéles

17 Durant la

expérimentaux est I’exces de répression du geéne anti-apoptotique Bcel-2 dans les
méme période, Hotchkiss et col ont montré sur un modele de péritonite chez la souris
transgénique qu’une surexpression de Bcl-2 augmentait la survie 2. Aussi il a été décidé
d’explorer la voie intrinseque et notamment la variation d’expression de Bcl-2 dans les

lympho-monocytes de patients en CS dans notre travail.

1.1. Premier objectif : exploration de I’apoptose lympho-monocytaire dans

le choc septique in vivo chez ’Homme

Pour le début de notre travail nous nous sommes intéressés au mécanisme de cette
apoptose lympho-monocytaire in vivo chez I’homme lors du CS. Pour cela nous nous
sommes posés la question de savoir si cette apoptose était due a une dys-régulation pro-

ou anti-apoptotique.

Pour ce faire nous avons conduit une étude prospective controlée dans le service de
Réanimation Médicale de I’Hopital de Hautepierre ou nous avons inclus 20 patients qui
ont présenté un CS nosocomial, c'est-a-dire qui est survenu dans le service. Nous savions
donc exactement a quel moment le sepsis démarrait et ce pour tous les patients. Dés que
les patients étaient en CS (selon les critéres du Tableau 2, page 4), dans les 6 - 12 heures,
nous avons réalisé un prélévement sanguin pour mesurer le niveau d’expression de génes
pro-apoptotique (Bax) et anti-apoptotique (Bcl-2) par une technique de RT-PCR sur
Light-Cycler avec la méthode « Fast Sart Sybr-Green® Master II » (laboratoire Roche).
Aprés extraction de I’ARN total des cellules mononuclées circulantes par aliquots de 10°
cellules, I’expression des génes étudiés était réalisée a partir d’un microgramme d’ARN
total et rapportées a un géne de référence connu pour ne pas étre influencé par le sepsis
(HydroxyMethyl-Bylane-Synthase). Ces mesures étaient répétées a J1, J3 et J7. Les
groupes controles étaient 10 patients de Réanimation sans sepsis (patients en coma) et un

groupe de 14 sujets sains.
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Les principaux résultats de notre travail sont :

— Une profonde baisse (= 50 %) du taux de cellules mononuclées circulantes et
précoce (< 12 h). Lorsque 1’on observe les sous-populations lymphocytaires,
nous trouvons une baisse significative du taux de lymphocytes T, CD4+,

CD8+ et NK, mais sans modification du taux de lymphocytes B (Tableau 5).
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Tableau 5 : Evolution en fonction du temps des taux de cellules mononuclées circulantes
dans le CS, in vivo, chez I’lhomme. ; G2 : taux d’une population de témoins sains ; G1:
baseline du groupe CS avant d’étre infecté ; T1: 6™ -12°™ heure aprés le choc ; T2 :
24" heure ; T3 : 3™ jour ; T4 : 7°™ jour.

— Une diminution significative et précoce (< 12 h) de I’expression de Bcl-2 chez

les patients en CS (Figure 14).

— Une sous-expression significativement plus marquée de I’expression de Bcl-2 a
la phase précoce (< 12 h) chez les patients qui vont décéder. Cette sous-

expression de Bcl-2 est transitoire et réversible avec un retour & un niveau

d’expression normal en 24 h (Figure 14).

— Le niveau d’expression de Bax est resté¢ inchangé tout au long de I’étude et

quelque soit le devenir des patients (données non montrées).
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Figure 14 : Niveau d’expression de Bcl-2 dans les cellules mononuclées circulantes, en
fonction du temps, chez des patients en CS (cercles), comparés a des patients non
septiques (colonne C, triangle). Nous observons une diminution significative de
I’expression de Bcl-2 chez les patients qui vont mourir (rond noir) et ce deés les
premieres heures suivant le CS, comparer aux survivants (rond ouvert). De plus il existe
une valeur seuil de non chevauchement a T1 située a 0,1. L’expression de Bax quant a
elle est restee stable (valeur non représentée).B : baseline du groupe CS avant d’étre
infecté ; T1: 6°™ -12'™ heure apreés le choc ; T2 : 24™™ heure ; T3 : 3“™ jour ; T4 :
7"°™ jour. La valeur de Bcl-2 est le rapport d’expression de Bcl-2 sur le géne rapporteur
HBMS, avec une échelle logarithmique.

De ce travail préliminaire nous avons retrouvé la lympho-monopénie précoce et
profonde induite par le CS in vivo chez I’homme en objectivant en plus une récupération
en 24 — 72 h d’un niveau normal de lympho-monocytes circulants. Pour expliquer le
phénoméne précédent, nous avons retrouvé, in vivo, chez I’homme en CS les observations
expérimentales murines ou l’expression de Bcl-2 est fortement réprimée et ce, tres
précocement avant de revenir a la valeur initiale en cas de survie. Par ailleurs chez les
patients, nos résultats objectivent un niveau seuil de sous-expression de Bcl-2 entre 6 et 12
h, prédictif de mortalité (fold change < 0,1). Nous avons enfin observé aussi que

I’expression de Bax restait inchangée en fonction du temps et du devenir des patients.

Ce travail a fait ’objet de la publication n°1 en 2004.
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Transient Bcl-2 gene down-expression

in circulating mononuclear cells

of severe sepsis patients who died despite
appropriate intensive care

Abstract Objective: To assess the
levels of expression of the antiapop-
totic gene Bol-2 amd the proapoptotic
gent Bax in ciroulating oo lear
cdls (CMMNC) harvested during the
course of severe sepsis (85} in for
merly non-immunocompromized ps-
tionits undergoing hospital-acguined
infection, in pamllel to cytokine ley-
els. Design: Prospective study.
Serring: Intensive care umit.
Participants: A total of 24 patients
without immunsdeficiency mdergo-
ing standand goal-directed therapy for
nosocomial 55, 10 cntically ill ps-
tients withowt sepsis, and 10 healthy
controls. fferventions: Blood wes
collected before infection and within
12 h, 1,3 amd 7 days afier fever onset,
to determine plasma concentmations
of 1L-6, IL-110, TNF-alpha, C-reactive
protein, whole hlood cell counts,
lymphocyte subsets, annexim 'V 1s-
belling for apoptosis, and Bax and
Bel-2 mlative RNA expression by
resl-time polymemse chain reaction.
Resulrs: 35 pabenis displayed in-
cressed cytokine conceniralions,
TMF-alpha being significantly in-
creased at full-blown sepsis, Within
12 h after onset of infection, ym-
phocyie counts were lower in 55
patients than in critically ill contmols
(p=0001}), and this phenomenon was

marked in CDd+ and CDE+- subsets
(p0001 ). This was aseociated with
enhanced a sis im CMNC
(153.7+8. 7% vs 342 1%, p<D0OL)
and a significant down-expression of
the Bel-2 pene throug ot the study
{p=003). In comtrast, the expression
of Bax did not change significantly.
Within 12 h of fever onset, mwon-
survivors expressed a 10-fold down-
expression of Bel-2 when compared
to survivars (p<0001}). Conclisions:
An early mansient down-expression
of the gene Bel-2 occoured in CMINC
harvested from 55 patiemts who died
despite intensive care. In conirast, the
expression of the gene Bax did mot
change significanitly.

EKeywonds Apoptosis - Bel-2 gene
expression - Lymphocyte
sepsis - Human
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Severe sepsis (55) is a major problem not only becawse it
increases hospital stays and relaied costs, but also because
it dramatically worsens the prognosis for hospital-ac-
quired infection. Death from serious infection can oocur
as a result of inherited or acquired immunodeficiency, but
many apparently non-immunocompromized patients ex-
perience 55 even though approprizie intensive care is
performed. The question has therefore arizsen as to the
importance of a paralysis of the patients” immune system
ocoumring as a consequence of 55 itself [1]. There is no
general agreement on the definition of such an “im-
munoparalysis” which is considerad to be the result of an
imbalance between the pro-inflammatory and anti-in-
flammatory reactions triggered by infection at the acute
phaze of the systemic inflammatory response syndrome
(STRE) [1, 2]. Different studies have underdined that an
altered functioning of lymphocytes [3] or monocytes [4]
is involved in this phenomenon, and may thereby explain
a proneness towands weaker defence.

Excess of apopinsis has been identified in experimen-
tal 55 [5] == a detrimental factor for survival affecting
different celk types, including lymphocytes. Blockade of
apoptosis has been shown to improve owtcome after sepitic
challenges in animals [6], and experimental overexpres-
sion of antiapoptotic factors as well [7, &]. In patients who
died of sepsis, a lymphocyte apoptosis has been reported
in the and a loss of cinculating lymphocytes as
well, reinforcing the hypothesi of an involvement of
apoptosis-induced lymphopenia [3]. Apoptosis is known
to be regulated by two major pathways: e first involving
the superfamily of tumor necrosis factor (THF) receptor
members, and the second under the contmol of the B cell
lymphoma 2 {Bcl-2) gene family members, with either
pro-apoptotic or ant-gpoptotc functions [9, 10]. Come-
sponding levek of expression of the pro-apoptotic protein
Bax and the anti-apoptotic protein Bel-2 is a regulation
system for cell survival following an apoptotic stimulus
[11]. Drugs assumed to influence the Bel-2/Bax ratio are
now available, and the Bol-2/Bax rhecstat could thenefore
become a new target for therapeutic interventions.

Although the involvement of Bol-2 and Bax in sepsis
infrequently been investigated under standardized comdi-
tions in humans, Therefore, to assess the ial mole of
Bax and Bel-2 in the immune dysfunction ocoumring at the
acute phase of human 55, we have studied the relative
quantification of the gene expressions in crculating
mononuclear cells (CMMNC) before infection, and then
until death or recovery in patients undergoing an episode
of hospital-acquired 55. We have also searched for a

ial difference in the kinetics of the expression of
Bax and Bcl-2 over time to learn whether it could be
associated with the outcome in comparizon io the levels

of cyinkines that have already been shown to be involved
in severe sepeis.

Materials and methods
Paitiemis

This sudy was approved by our imstimfional review haard for
human research: 44 xhibs withouwt any cmdition known © be
amociaed with documenied mbenied o acquired immunodefi-
cency were included prospectvely. Special afention was paid o
enclude patients having undergone treatment known to interfens
with Bax ar Becl2 expresmion such as immamasmppresive dmgs
{steraids, immam s upqres sors or antineoplastic chematherapy). Cur
study population was divided o firee groups:

24 comecutive mtients {9 women and 15 men, mean apge 64216
years ) achmigted for non-septic resomns n owr ML, and who bier
(=7 days) developed mosocomial 55 acoording o stnderd
criteria [12]. They were treated with both adequate antibiotics
o s as fever started and stndard goal -dise ced gheragy [13):
mean arerial pressure =05 mm Hg, central venmous pressure 5
12 mmHg, wine output =05 bt

1} mem-septic critically il patients {4 women and & men, mean
zpe S5E.T&19.8 years), randomly chogen hecames hospitalised
simul aneously to those with nosocomial 55.

1} heal gy comirols {5 women and 5 men, mean xge of 41 44 7.2
years ) wied 2% an intemal contmal for biological measuremeni

The clmical characteristics af the patients are shown i Tahles |
and 1 The SAPS II (Table 1) score was mecorded for each patient
i admission in the ward [14], a5 well a5 a LOD scone on mclosion
n the @udy [15].

Protocol of the messnrements

Far 55 patiemts, five time paints were definect haseline (2t least 7
darys hefore omet of infection), T1 within 12 h afier the mnset of
infection acoording tothe rise of fever, at the mament when crifenia
for SIRS were simultneously pressnt for the first time, 24 h Iter
(T2), 72 h later (T3) and 7 days later (T4) At each time pont,
plasma cywmlkine concentrations were measured, CMWMNC counted,
and Bax and Bel-2 RNA relative expressions quanfifed.

Far the contral groups, hlaod samples were processed 2 in 55
patients.

Plsmas cytokine concentrafions

Plasma was separated by cemrifugation at S0 g for 10 min at 47C,
and siored at —B(FC il processsd. Plaama [L-1 0 concentrations
were mesamed wsing a gpechic emyme-linked immamosorhant
amay (Bender MedSystems, Vienma, Aunsny; semsitivity 2 pgéml)
using an amiosmetesd sy stem (b b 3000 DiaSorn, France ). Plasma
IL+fi and THF=f concenirations were evaluated usng a chemalu-
mimescent immamometnic ssay (DPC, Paris, France) and the ratio
D-1FTHF-alpha was caloulated .

Lymphacyte sub-populstion comnis

Lymphocyies werne determined by flow oytometry (Becton Dick-
mzon FacsCalihur, Rungis, Francoe) wng fluorescent monockimnal
specific amtihadies (Bacton Dicldmson, Rungis, France). T-lym-
phecyie mbket were selected with antihadies agam= CD3, D4
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Tahle 1 Characteristics of the severe spss patients

Patiemt Daxgnoss on admision SAPS T LOD Sources of mfection JESAENE Ctcome
M. SCXHE
1 Pancreatitis 43 8 Vemouws line infection & epidermidis 5
2 OHCA 57 d Pneumaonia P arruginosa 5
Srapllaccacur pp
3 OHCA 32 5 Prneumaona P. arruginosa 5
& marescens
4 Metaholic coma 44 4 Urinary tract infection P arruginosa 5
5 Stroke 38 11 Chalecystitis NA D
1] Congestive heart failure dd . Pneumaonia A baumani |
7 Pulmonary oedema 78 9 Urinary tract infection Acineiobacier spp 5
B Chronic liver failure B0 9 Pneumaonia M morgani |
9 Chronic liver failure 87 7 Dhgestive ract P. arruginozsa 5
10 Stams epilepticus 39 5 Aspiration pneumsaia NA 5
11 Chronic liver failure 50 9 Urinary tract infection E roli 5
12 Tranma 76 9 Wiound infection P. arruginosa o
E coli Protrus pesmeri
13 Acute remal failure 45 12 Digestive tract E roli D
14 COPD 52 4 Pneumania K. pneumsmni a= 5
15 Congestive heart failure 45 ] Prneumaona & aureus 5
15 Stroke 52 & Pneumama P. arruginozsa 5
17 Baoertave syndnome 20 4 Medizstimts K. pacumoniar 5
18 Congestive heart failure 55 L1} Pneumaonia & aureus |
12 Partial mesentenic schemia 87 15 Pneumama & aureus 5
) Tranmma 58 T Vemows line nfection & auneus D
21 Prneumania ko] L1} Venous line infection E clbarar 5
a2 Self-poisaning 55 11 Laower respiratary tract mecion 8§ maresens 5
3 Congestive heart failure 51 8 Lower respiratary iract mlection O albicans o
e OHCA 45 (1] Urinary tract infection A baumani D

SAPS IT Simplified acute physiologic score on admision

LOD Logstic organ dysfunction soone at inclusion.

NA mot availshle.

COFD Chronic ohstruct ve pulmsnary disease.

OHCA Out=of-haspital candiac amest.

5 Survived.
I Diied

Table 2 Charactenistics of the non-septic cngcally ill patients

Patiemt Daagmoss SAPS T LOD soore Chutcome
1 DHCA 58 ] 5
2 Hamging 63 ] 5
3 DHCA 47 6 5
4 DHCA 42 5 5
5 OHCA E5 4 5
] Stroke 39 3 5
7 COPD il 3 5
B OHCA 67 4] 5
9 Hypothermis 33 5 5

j[1] DHCA 75 5 5

COF D Chronic olsmucive pulmonary disease.
OFCA Out-af-haspital candiac ammest
5 Survived.

and (T8 markers, B-lymphocyies wene sslecied by anti=-CD19 and
the natral killer (MK) celk by amti-CD 16 and CD56. The atsalute
cell counts wene chixined by mizing calibrated bheads with the
hlood samples (Bacton Dickinson Trooount, Rungis, France).

Annexin W labelling for apopiosis

After red cell lysis (Immunogrep, Coulter), cells were cen i fogated
and mcubated with 100 pl of calcium-enriched buffer, 5 pl of
amexin¥ =FITC and 5 pl of prapidiom iodide (Immanatech). Cells
were considered 2 undergoing apopiosis when ammexin WV positvity
withaut indide propidium lahelling was detected.

Bax and Bel=2 relative gene expressions

Cellx

Aligquots of 200 ml af blood were drawm in EDTA, and CHMNMC were
walated by Ficoll gradient cemmifugation (Burchio, Les Ui,
France) to obiain aliquats of 105 cells.

Isvlaion af RNA and cDNA synrhesic

Totl RNA was isolted wing RNexsy columns (Qhuizgen, Valen-
cia, USA) and eluted in 33 pl. The DA synthesis reaction using
the AMV reverse transmiptase kit (Roche Diagmestics, Meylan,
France) was perfornmed acoonding to the manufactures’s prodooals.
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Realdime PCR

Realtime PCR was performed according to the manufacturer’s
profacal (025 pmaldl of primers and 3 mmalfl of MgCl,, 1 pl of
D50 AFE, 2 pl of PCR miz contaming Tag polymerase and
Sybrgreen rexgent) in a A pl fmal volume with a thermocycler
{LightCycler, Roche, France). For rebative gquanti fication, we chise
HydmxyMethyl-Bilane Symthase (HMBS) = reference geme be-
case it expression has akeady been shown to be reliahle in cancer
and m haamanlkpcal dsesses [16, 17). However, there & mo
previows reference i the me of s geme in the seting of human
wpsis. Therefore, with RMA extracted from a Imown mumber of
::l]: 1']EP"i celkl, we have modficed that ks i:l:prz.:nn does not
clange significamtly when severe infection s saning or during
mflammatary conditions: this is smessed by the abeence of
significant changes i the Ot values of HEMS recorded in our
sudy population hetwesn baselme and T1 i the three groups
(23.7%L1 in the sptc group; 2394058 in the ohitically non-septc
patients and 23,9409 in healthy patients, respectively ). This resuk
omfimed I owr sdy populations that septic conditions do not
ahter the expresdan of this gene allowing us o use it 25 2 reference.
The primers ({Genome Express, Montrenil, France) for the gene
amplification were as follows:

HMBS 5 -forward: CTGOTAADGOGCAATGOORGET
HMBS 3 -reverse: GCAGATOGCTCDOATGOTOA
Bax 5" -forwand : ATOCAGGATOGAGCAGGGOG
Bax 3" wreverse: ACTCOCTCAGCTTCTTGE TG
Bel-2 5-forward: COGCTADDGOOROGACTTC
Bolk2 Fe-reveme: AAACAGAGGOOOCATGCTO L

The HotStart Tag polymerasse (Roche Disgnostics, Meylan,
France) was activated by heating for B min at 95°C. For all gemes
duplicate PCRs were pedormed for 40 cycles with 20 s of
dematuration at 95°C, A s of hybridisstion at 617C followed by 205
af elngation at 72°C for each cycle. Auonescent signals from each
PCR resction were collected 2 peak-nomalised vales plotied
versus the oycle mumber. Amplifications were companed by their
threshald cycle (O values estimated by the sofiware program
{Roche, France). All the experiments wene performed at least twice.

Calcularions of resulic

Uene expressions: were performed using the 2744 methad [15]. Far
a clearer presentation, we chose to nepresent the /2242 jalue in
Fig. 2 s, a decresse of expression leads o a vale <1 and a
moreaee of expresion lesds o a value 1. The rebtive gene
cuantification & hased on the prerecquizite that the efficencies (E)

Tahle 3 Evalution of inflanmatory markers over Gme

af bath the references and target geme PCR amplifications were
idemtical, with a variation of BE=10r"**™ lex than 05 In oor
hands, serial dilutions of 50 ng © 0.5 ng Hela cDNA showed
oomparshle efficences for Bax (E=2.13), Bcl-2 (E=211) and
HMBS (E=213) with linear Enetics hetween nespective Ot valuoes.
The ACE of Bol-2 and Bax from the 10 healthy whinteers group
was caloulated ax the mean of the 4 time pomits. The resulting
valoes were 2256040 for ATt Bax (ramge 1.45-286) and
204036 for ACt Bel-2 (range 1.42-2.76).

Sotistical amalysis

Values are expresed a5 means +5EM. Kinetic dats were stucied
with amlysis of varance for repeatsd mesmrements. Where
MESCES STy N -faramsinic comparisons af the mean were performed
{Mamm-Whitney U-test or Wilcoxon st a5 requizd). Comelbtions
hetween comtinuous variahles weme performed wsing Speamman’s
rank comelation sk, P05 was comnsidensd sigmificant

Results
Patients characteristics

Mo control patient died during the study but 5 owt of the
55 patients died from cinculatory failure (r=3 after 1 day,
n=1 after 3 days, and n=1 after 10 days) resulting in a 14-
day montality rate of 26%. On admission in the BCU, the
SAPS Il score did not significantly differ between 55 and
non-septic patients. Within the 55 patients, the SAPS T
scone did mot differ between survivors and non-survivors,
In conirast, the LOD score recorded on entry in the sody
was significantly higher in 55 than in non-septic patients
(B0£29 vs 4.9=1.2, p=0.004). The LOD score was not
different in survivors and in nonsurvivors (79230 ws
B.2+2 6; Tables 1 and 2). Although similar on haseline,
the plasma CRP concentrations were significantly higher
in 55 patients when compared to non-septic critically ill
patients {p<0.001) throughout the study (Table 3).

Imflammeadory markers G2 (haselme) 31 (haselme) G1TI Gl T2 Gl T3 Gl T4
{m=10) {mn=22) {n=24) {m=21) {m=21) {m=2RK

CRP {mgfmd) 52 (48-6T) 46 (42- 102y 119 (751923 117 {hB-214)* o0 {5R-164)* 71 {44-125)

THNF=et {pgfml}) I {0=8R) 4 (=4} 45 (21-68)" B (4=12) 4 (=111 0 (k=6

L= 1] S5{0=12) 12 {0=11) 219 (128-2752) &6 [B6=223) 26 [15-63) 15 (=12}

=10 {pgfmdy 4 (=2} 5 {0=3) 98 (54-BT) 23 {14=32) 11 {4=18) 2 (=3

TL1FTNE-if ratic L1 {(LB-1.5) L1 {L7=1.4}% 3.1 {1.5-4.1* 1.5 {(1L5-2.5) 1.1 {15=2.1) 1.1 {{LB-13)

Binkgical charactenistics of 55 patients (G 1) and non-septic antically ill patients {((G2) at beseline, and evalution over time in GL

CRP C Feactive protein.
WECs White bload cells.
FPMNx Polymarphom clear cells.

Values are mean and median (nfergquartile range) for inflammasory markers.

* pei) 05,
* p<ALH when compared to G haseline valuves.
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Table 4 Evalution of cell counts over time

(22 (haseline) Gl (hseline) G TI a1 T2 ol T3 Ol T4
(m=10H {m=21) {m=24) {m=21}) {m=21}) (=21}

Total WBCs {cells/mm®) 1103542885 1077363251  14,7EE&ET0 1237143250 11,07 1+2849 10,7203 433
PMNs. (cells'mm™) BASISIRGE  BAMLIAT  12305sH778 9975313 BAT&DA00 B 260100
Manacyies {cellsimm®) 8434391 1044455 6750367 652421 TATEI05* 67 1+426°
Lymphocytes {oellsimm’) 1 6424337 18614259 QLTI | 0SSEA0E*  1299eS01% 1,534e606°
Lymphocytes T fcell/mm™) 1,2864351 1407191 650247 75447545 WE0ES 1,11 76496
Lymphecyies B {cellsmm®) 172464 171260 153114 1724143 174154 130

Lymphocytes T CD&3 (cellsfmm®y 8414257 1317191 A30+161% AFT 7] 4% i1 (TR fAIGT
Lymphocytes T CD8 (cellfmm’) 435121 AT 214109+ 24T =139 A1 91 85 AT

Matural killer cells {celbsfmm”) 2064157 20078 T7475% 135481 * 105+85 1511 00*

Biokgical characenistics of 55 patients ([ 1) and non s=ptic ontically il patients ({32) at haseline, and evalution over time in G1.

CRF C Reactive Prossin

WECr White bload cells

PMNs Polymarphomuclear cells.

Values are mean £5E for cell counis.

* perl 5.

*p<l. (N when compared to G hassline valoes.

Plasma cytokine concentrations

Plasma THMF-zlpha, IL-6 and IL-10 concentrations are
shown in Table 3. Although critically ill patients did not
demonsiraie clinical signs of infection they dizsclosed
increased cytokine concentrations when ¢ ared
to healthy controls {data not shown), At T, there was a
significant increase of TMF-alpha in 55 patients when
companed to non-septic critically ill patients (p=00001)
Although increased when compared o healthy controls
concentrations, neither IL-6 nor IL-10 were significantly
different between 55 and critically ill non-septic patients.

At Tl the calculated mtio of IL-10 to TNF-alpha
showed a significant increase in the 55 patients (Table 3);
furthermone this increase was significantly higher in 55
patients who ultimately died {2.8+1.7 in survivors versus
5.1£2 4 in non-survivors, p<iL05]).

White blood cell counts

Totml white blood celk, polymorphonuclear cells and
monocytes were not significantly different between 55
and mon-septic critically ill patients throwg howt the stady
{Table 4). As far as lymphocytes are concerned, throwgh-
out the swdy, tere was 2 significant decresse of total
lymphocytes {p=0.001), total T-cells (p<L001), CDd+
(p<). 001} and CDE+ (p=0.005) cell counts in S5 patienis
{G1) when compared to non-septic critically ill patients
G2). Among the 55 patients, at T1, survivors displayed
higher total lymphocytes counts, T lymphocytes counts
CDd+ and CDE+ than non-survivors (p<0L001, Fig. 1).

This was associated with enhanced CMMNC apoptosis
342 1% vs 157£87%, p<lO01), not significandy
different bebween survivors and non-survivors (data not
showm).

| ICTTENTR TN TRCN
T gl v in

T
N I._Iillj

'
-ptd A Toanpdia4en Jo-ap 4w+ “CCI TOL: -

Fig 1 Lymphocyie oounis among 55 patients at T1. Non-survivars
(n=5) displayed weaker iowl 1 &% coumis ghan surviviors
(=19, with agnificantly lexs T lymphocytes, T CDE+ and T CDE+
celk, whereas there were no di fferences among B |ymphocytes and
NE cells Hisograms are means, and lines 95% oconfidence
miEmvals (*p< LO01)

Bax and Bel-2 relative gene expressions

As far as the expreszion of Bax iz concerned, we did not
obzerve any significant difference between 55 and mon-
septic patients at any time {data not shown).

At baseline, the expression of Bel-2 was not signifi-
canfly different between 55 and non-septic cntically ill
patients. Throughowt the study, 55 patients dieplayed a
significant decreasze of the mean Bel-2 expression when
compared with mon-septic patients (p<0.05, Fg 2)
Moreover, there was a significant comelation between
the individual Bel-2 values at T1, and the comesponding
absolute counts of T-lymphocytes, T-CDd+ and T-CDE
(rF=0665, p<0.0001, r'=0.707, p=00001 and r=0.595,
p<l). (0 1, respectively). There was no comelation with B-

68



413

DN

=
——
aal
s
Sl TR
o T O

b A W
-
Iy

u
[
-

t

T T T
r bl T - = ™

Fig I (mantiication of Bol-2 relstive gene expression in 55
matient and I on-septic artically il patients. The quantification
was performed at different time points: B haseline value (a=24), TT
within 12 h after the heginming of 55 (=24}, T2 after 24 h {(a=21]},
T3 after T2 h (n=21) and TH after 7 days (p=20. For a clearer
representation, values meoorded in the mon-septic oritically dll
patients {(a=1{} are only shown at bassline {C) becanse they did not
change sigmbcanly over ime. Bol-2 values are circles (open
circles survivins, closed circles non-survivors), Resolis are ex-
presssd a5 a ratio of mean values chimined in healthy controls.
Flezse note thatthe y-amis has a kgarithmic scale. Individuos] values
and meams of each group are shown (*p={LG verss haseline, and
#0100 for the companison of srdwirs versms on-survivors at
Tl)

lymphocytes and NK cell counts. At TI, non-survivors
expressed a 10-fold decrease of Bel-2 when compared to
survivors (p<0L001, Fig. Z), withouwt any overlapping of
the walves and with a clear ocwt-off walee (0.1 in

logarithmic scale]).

Dizcussion

We repont on a strong time-dependent down-ex pression of
the anti-apoptotic Bel-2 gene in CMNC harvested foom
patient who developed hospital-acquired 55 despite
appropriate antibiotics and full intensive cane. In contrast,
we did not notice any change in the expression of the pro-
apoptotic gene Bax. In addition, the Bd-2 gene down-
expression was associated withboth a significant ﬁ:l:rﬁm:
in T-cell coumis and an increaze of annexin 'V lab
Previous studies [1, 19] have addressad t‘ru:mtnf
immune disturbances in human S5 with conflicting results
as far a5 CMNC are concerned [3, 20]. Plasma concen-
trations of biological markers of SIRS also have turmed
out to be of poor interest in the evaluation of the immune
response of septic patients [21, 22], except for the ratio
IL-10 to TNF-alpha, which has been associated with fatal
ocutcome  in febrile i with community-acquired
infection [23]. Accordingly, in our hands, there was mo

significant relatonship between the plasma cyikines
concenirations and the CMMNC counts or mortality. This is
why we sought for ancther approach to detect as early as
possible a serious evolution of 55 patients. In our opinion
the evaluation of such an approach must include baseline
parameters, and then a continwous monitoring of the data,
Former prospective studies perfformed on Bel-2 expres-
siom did not provide information on the time elapsed from
fever onset to the moment of blood sampling for tests
[24] This is why, in cur patients under continuwous clinical
moniionng, we have considered gene expressions not
only on a hagiz of insEntaneoes values bt also over time:
thiz permit the assessment a kinetic profile of expression
from haseline to recovery or death. Whereas this infor-
mation doss not seem of i rtance for the gene Bax, in
our study it tums owt to be critical for the gene Bel-21: this
had never been pointed out formerly. In agreement with
others [24], we record changes as late as 48 h after onset
of fever, but we establish that the maximal change in
expression is detectable within 12 h after onset of fever.
An additional data iz that a relative gene expression is
melevant only if absent at baseline, which would otherwise
open the possibility of a constitutive or an acquired defect
of expression: such a status & obviously excludad in our
patients, given the haseline status. Finally, in keeping
with the simultaneity of the expression of the genes and
the infection-indwced cytokines melease, it can reasonably
be expected that there was no other triggering factor of
transient Bel-2 down expression than sepsis itself,

Our main finding is the Bol-2 gene down expression in
CMNC at onset of 35. Bel-2 is expressed in immature cell
populations and is imvolved in cell differentistion. Few
studies have quantified the Bel-2 expression i the
lymphoid system in human sepei [3, 24]. In addition,
this was usually performed at the protein level which
occurs later than the RNA upregulation, In our study, we
can reasonably ascribe the Bel-2 down expression at least
partially to an increased producton of THF and 11-6
which have previously been meported to trgger cell
apoptosis [23]. Other mechanisms can not be ruled out but
warrant further investigations. The time dependence
observed batween the Bol-2 ex ion and the decreasze
of T cell total counts and suhsets is also in favowr of this
hypothesis and it is in accordance with data recorded in
Bel-2 deficient mice which show markedly decreased
lymphocytes cells while other hematopoietic cells ane
unaffected In these mice, among lymphocytes, T CDE+
were the first to disappear followed by T CDéd+, wheneas
B celk were less affected [26]. These data suggest a role
of the decrease of the T cells inthe in wve deactivation of
part of the immune system. This link between lympho-
penia and infection had slready been noticed in nosoco-
mial complications among trawma patients [27]. However,
the lack of apparent impact of Bol-2 on B-lymphocytes
deserves further investig ations becanse a lower level of B-
cells might be expected in nonsurvivors patients acoond-
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ing to former findings [3]. In addition, the Bel-2 down
expression oocurs before shock and subsequent multiple
organ failure have occurned. Simultaneously, the number
of CMNC decreases whereas their annexin-V lsheling
increaszes, which supports the hypothesis of increased
apoptosis within these cells. In our patients, the CDd+ and
CD &+ T lymphocytes are more affected than NE cells or
B-lymphocytes which were previously shown to undergo
apoptosis in humans only when multiple organ faihre had
occumed [3, ZE]).

The pro-apoptotic protein Bax is essential for a mormeal
development of tissues and a lack of Bax is responsible
for multiple developmental defects [29]. Momeowver, this
Fntnnmrtqmﬁdfu’xh‘m—mdumdcdlﬁ:aﬂtm
milunm—mp::rfl_mm injury [10]. To un'}:mwluign the

of Bax has not been studied in sepsis. For
reasons that deserve to be investigated, an increased
expression of Bax was not observed in our septic patients
although it might have been involved in a loss of
lymphocytes, However, even in the presence of an
unchanged expression of Bax, the decrease of Bol-2 led
us to use the Bax to Bel-2 mtio which had previously been
described s a rheostat friggering apoptosis [11].

Our data have pokentially consequences i terms of
relative level of down expression of Bel-2 seems relishly
greater in nonsurvivors than in survivors, with a clear cut

of f point, the evaluation of this marker would allow fora
monitonng of infection-associated “immunoparalysis™ in
previously immunocompetent patients. Howewver, it can
be expected that thers ic interventions on these gene
expressions would only be beneficial if performed during
specific time windows. It is interesting to note that an
awtomated RT-PCR technigque would allow to rapidly
identify early inthe course of infection those patients with
the highest risk of death, thus opening the way to treat
them with commencislly avalable dmgs influencing the
Bcl-2 gene upregulation, such as activated protein C [30].

Although prospective and having involved consecutive
patients, our investigation has limitations related to its
design. It was not powered to detect an influence of Bax
or Bel-2 uwp regulation on maortality but is an exploratory
work on factors potentially involved in nesistance to
serions infection, Additional studies are therefore war
ranted to exiend our data to other populations with 35 and
to check for the ion of several other genes of the
Bcl-2 family (such a= Bak or Bal-xl).

In conclusion, recorded in specific conditions of
hospital-acquired 55, the dramatic Bo-1 gene down
EXPression mpu'tn-d here in CMMC of formerdy non-
TR O patients deserves further investigs-
tiom to confirm its suitability a5 a means of eardy detection
of outcome in larger populations of patients with sefous
infection.
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Depuis, ces résultats ont été confirmés par une autre équipe européenne au

niveau protéique par une technique de cytométrie en flux avec détection de Bcl-2
. 206 . . ;. .

par anticorps fluorescents ~". Ces auteurs ont aussi mis en évidence par ailleurs

une sur-expression de Bim et Bid, membres du sous-groupe BH3-only.

1.2. Deuxi¢eme objectif : rhPCa et apoptose lympho-monocytaire chez ’homme

en choc septique

L’objet second de notre travail a été d’observer si la rhPCa utilisée chez I’homme
en CS, au dosage thérapeutique recommandé¢, avait une influence sur I’apoptose des
cellules sanguines mononuclées circulantes a la phase initiale du choc septique, comme
suggérées par les études expérimentales ™ et d’examiner quelles expressions de génes
pro- et/ou anti-apoptotiques étaient potentiellement modifiées par cette molécule.

La rhPCa est une thérapeutique innovante qui améliore le pronostic des patients en
CS par ses propriétés anticoagulantes mais vraisemblablement aussi par des propriétés
anti-inflammatoires (cf supra).

Mais la thPCa exerce aussi, in vitro, une activité anti-apoptotique. Ainsi les études
in vitro sur des cultures cellulaires de cellules endothéliales neuronales humaines mise
en hypoxie ou I’on observe une sur-expression de Bax , pS3 et une répression de Bcl-2,
la thPCa normalise le rapport Bax/Bcl-2 et réduit I’activité de la caspase 3 . Une autre
¢tude in vitro sur des cultures cellulaires de cellules de cordon ombilical (lignée Huvec)
soumises & un agent inducteur d’apoptose (staurosporine, 1 uM) Joyce et col ** ont
montré que la thPCa réduisait I’expression des sous-unités p50 et p52 de NF-kB avec
une diminution de sécrétion de TNF-a et de molécules d’adhésion (ICAM, VCAM, E-
Selectin). De plus la thPCa diminue significativement le niveau d’apoptose cellulaire
(mesuré par cytométrie en flux) avec augmentation d’expression de genes codant pour la
protéine Al homologue de Bcl-2 et la protéine inhibitrice de 1’apoptose (IAP)

(expression mesurée par technique de microArray Affymetrix™).
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L’objectif de cette ¢tude a été d’observer in vivo si la thPCa diminuait 1’apoptose
des lympho-monocytes circulants de patients en CS en influengant sur les facteurs pro-

ou anti-apoptotiques, dans les conditions usuelles d’utilisation.

36 patients en CS ont été inclus prospectivement dans deux services réanimations
de I’Hopital de Hautepierre et répartis en deux groupes : 20 dans le groupe rhPCa et 16
dans le groupe controle (qui n’ont pas recu de la thPCa par contre-indication). Les
prélévements sanguins étaient réalisés lorsque 1’indication d’un traitement par rhPCa

était posée (temps T1) et 36 heures apres (temps T2).

Outre les caractéristiques cliniques, nous avons :

a. quantifié les sous-populations lymphocytaires,

b. dosé des cytokines pro- et anti-inflammatoires (respectivement TNF-a, IL-6

et IL-10)

c. extrait ’ARN total sur des aliquots de 10° cellules puis mesurer par méthode
RT-gPCR I’expression des génes pro-apoptotique Bax et anti-apoptotiques
Bcl-2 et Bel-xl en exprimant les résultats sous forme de ratio Bax/Bcl-2 et
Bax/Bcl-x1 [le ratio Bax/Bcl-2 est considéré comme un rhéostat inducteur

d’apoptose, comme rapporté dans la littérature *'].

Les principaux résultats sont :

- Le niveau d’apoptose lympho-monocytaire, mesuré par cytométrie en flux
(Annexine V) était comparable a T1 dans les deux groupes (12 £ 6,4 %
groupe rhPCa versus 10,4 = 3,4 %groupe contrdle), significativement plus
¢levé que chez les témoins sains (3,4 = 2,1 %, p < 0,001, test de Mann-
Whitney). A T2, le taux d’apoptose reste stable dans le groupe traité (11,7 %
+ 5,3) alors qu’il augmente significativement dans le groupe non traité (16,2

+ 7,6 %, p <0,001, test de Mann-Whitney).
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- Nous avons observé une restauration d’un nombre significativement plus
élevé de lymphocytes totaux a T2 (1.133 + 0.681 ; cell 10%mL) versus T1
(0.537 + 0.309) comparé¢ au groupe controle (p<0.05) mais sans effet sur le
taux circulant de sous-populations CD4+ et CD8+ a T2. Les monocytes
circulants augmentent aussi significativement entre T2 et TI
(respectivement, 0.746 + 0.541 vs 0.311 + 0.35 ; cell 10%mL ) dans le groupe
rhPCa+ versus groupe contrdle (p=0,005), (Figure 15).
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Figure 15 : Evolution des taux de lympho-monocytes circulants avec ou sans rhPCA (T1 :
diagnostic du CS et inclusion des patients ; T2 : aprés 36h d’évolution ; PCA : protéine C
activée ; * p<0.05, ** p<0.001, test Mann-Whitney)

- Pour les deux groupes nous n’avons pas observé de variations significatives
de Bax, intra et intergroupes. En revanche, il existait une augmentation
significative de Bcl-2 dans le groupe traité a T2 par rapport a T1 (p = 0,023,
test de Mann-Whitney). Nous avons aussi observé une corrélation positive
entre I’expression de Bcl-2 et le taux d’apoptose lymphocytaire a T2 dans le
groupe rhPCa (r2 = 0,64, p = 0,023, test de corrélation de Spearman).
Concernant Bcl-xl nous n’avons pas observé de variation significative entre

les groupes traité et non-traité aux différents temps de 1’étude.
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— Nous avons calculé les ratios Bax/Bcl-2 et Bax/Bcl-xl et observé alors qu’ils
évoluaient différemment selon les groupes. Dans le groupe contréle nous
observions une augmentation significative du ratio Bax/Bcl-2 entre T1 et T2
(respectivement, 1,31 vs 1,81, p=0,013, test de Mann-Whitney) alors que ce
méme ratio diminuait significativement dans le groupe rhPCa (respectivement,
0,91 vs 0,39, p < 0,029, test de Mann-Whitney). La comparaison d’évolution
entre les groupes (par analyse de la variance) était significativement différente

(p<0,001) (Figure 16).
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Figure 16 : Evolution du rapport Bax/Bcl-2 dans le groupe rhPCa (DAA+) comparer
au groupe contrdle sans rhPCa (DAA-) a I’inclusion T1 et 36h apres T2.
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— Concernant le rapport Bax/Bcl-xl, il diminuait entre T1 et T2 dans les deux
groupes mais avec une diminution significativement plus importante dans le
groupe traité (respectivement, 1,31 vs 1,22,NS; 2 vs 0,68, p<0,001, test de
Mann-Whitney) (Figure 17).

Bax/Bcl-x| ratio ) DAA - group L

B
& | [ DAA + group
L ]
4
-
3
o | ‘
o
E;"-l
| &
1
_l_. .
] L ] o
01 .

T4 T2

Figure 17 : Evolution du ratio Bax/Bcl-xI dans le groupe rhPCa (DAA+) comparer au
groupe contréle sans rhPCa (DAA-) a I’inclusion T1 et 36h aprés T2.

De cette étude in vivo de patients en CS, nous pouvons en conclure que la rhPCa
diminue significativement [’apoptose des cellules mononuclées circulantes, ce qui
participe, en partie, a une ¢lévation du nombre de lympho-monocytes sanguins
disponibles. Cette étude confirme les données obtenues in Vitro et précise que la rhPCa
exerce des effets sur I’expression de génes anti-apoptotiques en restaurant I’activité de

Bcl-2.

Ce travail a fait I’objet de la publication n°2 en 2007 dans la revue Critical Care

Medicine.
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Influence of drotrecogin alpha (activated) infusion on the variation
of Bax/Bcl-2 and Bax/Bcl-x] ratios in circulating mononuclear
cells: A cohort study in septic shock patients

Pascal Bilbault, My, Thomas Lavaux, PharmD; Anne Launoy, MD; Marie P. Gaub, PhD; Nicolas Meyer, MD;
Fierre Oudet, MD; Thierry Pottecher, MD; Albert Jaeger, MD; Francis Schneider, MD

study.

Saffing: Two niensive care wands and two ressarch laborato-
ries in a unversty nospital.

Patien: Twonty-two sepilc shock pationts with DAA trestment
(DAA-+), 19 saphic shock patients without DAA trestment [DAA—),
and 14 neadhy confrol wese soocessively cnrolied, bul only 20
DAL+ and 16 DAA— patiams nafiliad criiora tor siatislical anadyss.

inlavaniions: Blood samples were collected at mciusion and
24 hrs Lader,

Maazsuremants and Mal Resuis: Circuating monomuciear cell

levels. ware assessed by Now cylomsiry with annexin ¥,
and variations of the apepiobic mecstals BaxBcl-? and Bax/Bol-d

railos) were analyzed by real-lime reverse iranscrigon-palymerase
cisain reaction. Apepiosis was signilicanily Increasad in sopiic shock
patients [DAN-+, 12 + 6.4%; DAA—, 10,4 + 5%) vs. heattiy patients
B4 = 21%, p < .0O0). Twenly-four hours affer DAA infesion,
apoptests was signincantly lower In the DAA+ groap compared with
OAA— ones (respectively, 11.7 = 5.3% and 162 + T6%, 0 < 00T}
At Inciuston, DAA+ and DAA— groups showed Comparable Baoy
Bol-2 ralio (DAA-+, 0.92 + 0.8 DAA—, 1.32 + 0.87) and Bax/Bol-a
rallo (DAA+, 2 + 1.04 DAA—, 1.31 + 0.83). in conirast, 24 hrs txier
we obsarved 3 significant decroass In thess raties, Indicaling an

afiect | e DAA+ group (BawBeol-2, 030 + OZ7;
BEx/Boi-u, .58 + (0.35) compared with the DAA— groop (BaxcBd-2,
18 = 1.1; BawBckad, 122 = 082, p = .00 and p = 034,

Conciusions: i W, In human septic shock, DAA has anfl-
apopiotic effects on circulating mononuciear cells, assessad by a
signiMcant decreazs of bolh the Bax/Bel-2 and Bax/Bol-m ratios.
{Crit Care Mod 2007; 35:60-75)

mmmmgmmmm
Bci-2 tamily; programmed cefl death

epsis is the leading cause of
death in critically ill patients (1)
Every year, it affecls THRLN00
Americans with >200.000
deatis {1). Moresver, sepsis-related deaths
hiave increased by ¥% (every year) bebween
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1879 and 2001, despite supportive intensive
care (2). In the past decade, the pathophys-

iology of the sepsis symdrome was thooght
to be relafed fo hypermflammatory re-

spmseivz-.g inderienkin |[LHE, [L-1, hamaor
necrosis fckor [TNFl-a)b {3, based on Lhe
concepl of a delayed hypoinflammatory
phase during the multiple organ dysime-
tion syndrome and sepsis-induced death
{4). However, mumerous trials aimed at al-
lenuating the effects of these mediators
falled to provide any significant improve-
ment [reviewed i 5).

The main mechanizm of immune dys-
fmction was identified as an excess of
apoplosis-induced loss of cells imvolved in
the adaptive immume system (). Apopto-
=5 or programmed cell death is a whigui-
lous phenomenon for Hssue homeoslasis,
and disorders of apoplosis have been
linked to the pathogenssis of numerous
diseases including cancer, inflammatory
diseases, and neurclogic disorders. 1L is

worth moting? that autopsy obsenations
in patients who died with muoltiple organ
dysfunction syndrome revealed a signifi-
canl increase of apopdosis in hemopoietic
tizsues like spleen and nodes and in the
intestimal epithelial cells (6). Moreover, a
recent study in humans revealed thal the
serum level of nucleosomes, which is a
specific marker for apoplosis, is corme-
lated with the oulcome of sepsis (7).
These data are comsistenl with animal
mendels of sepsis which have shown thal
sepsis indoces excessive lymphooyle apo-
plosis in several organs {8, 9) and that the
prevention of lymphocoyte cell death m-
proves. survival {10}

Apoplosis is known (o be regulated by
two major pathvays. The fiorst one imahees
death recepltors and their ligands like mem-
hers of the TNF superfamily, and the sec-
omd ome acks throwgh the milochondria un-
der the control of the B cell lymphoma 2
(Bcd-Z) family members. Proteins of the i-

£
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ter Exmily have gither antiapoptotic (Bd-Z,
Belxl . .) or proapoplotic (Bax, Bak, Hid
. ...} functions (11) and the halance bebwesn
Bax and Bcl-2 and Bcl-xl is critical for the
regulation of cell surdval (12). In animal
sepsis models, Hobchkiss et al. (13) demon-
strated that Bel-2 expression is a pobential
target for therapeutic interventions. Like-
wise, it was reported in patients with seplic
shock that Bcl-2 expression is down-
regulated early in circulating lympho-
meonocyte cells (CMMCs), with a significant
correlation with the mortality rate (14).

Dirotrecogin alpha (activated) ([AA), or
recombinant human activated protein C, is
a nowel beneficial therapy for sepsis that has
proven a 6.1% reduction of all-cause Z8-day
absodute mortality in seplic shock patients.
Hemce, DA is now usually used a safe
treatment (15). A major mechamism of ac-
tion of DAA is likely to be related to its
anticoagulant properties. Indeed, other
physiclogic anbicoagulant agents, such as
antithrombin 111 and tissue Gctor
inhibitor, are less efficient than DAA for the
treatment of sepsis (4), suggesting an in-
wolvernent of one or more signaling path-
wiys other than nuclear factor-wB to ac-
count for the promising results of DAA in
sepsis (16). Recently, an fr mifro shudy con-
ducted om human brain endothelial cell
lines exposed to hypoda indicated that D
dowmi-regfulates the proapoptolic factor Bax
and conversely up-regulates the antiapop-
totic fxctor Bcl-2 (17). In another & uifne
study on cultured endothelial cells, Did
directly reduced nuclear Gctor-«E expres-
lated apoptotic pathways such as the up-
regulation of the inhibitor of apopbosis (18]
However, to our knowledge, no such anal-
ysis has been performed in humans befiore.

On this besis, the aim of the current
work was to evaluate the potential effect of
DAA on sepsis-induced hpmphocytes apo-
plosis in patients. For this purpose, we
measured the level of CMMCs and the vari-
ation of apoptosis in relation to the halance
fore and after the onset of infusion of A4
in patients with septic shock.
MATERIALS AND METHODS
Patiants

This study was approved by our insfifu-
tional review board for human research. Spe-
clal attention was pald to sechode pabents hav-

ing Inherited or aoquired immunodeficlency
or who were under treafments that interfere

with Bcl-2 family members, such as chronic

T

sterold use, ImmunosIppressors, or antineo-
plastic chemotherapy (13). Fablents of the
medical and surgicl wards were eligible If
they had sepitc shock, according to the defi-
nitton of the American College of Chest Phy-
slclansBaciety of Critical Care Medicine Con-
sensus Conference (20). Clinbcal evahoiion of
pabients was based on the Simplified Aoute
Phystology Score 10 (21) at admission and the
Logistic Organ Dysfunction score at mclasion
(22). Fablenis were treafed with both adequate
anfibiokics a5 soon as fever started and stam-
dard goal-directed therapy (23): mean arterial
pressure =65 mm Hg, central venous pres-
sure =E-12 mm Hg urine output 0.5 mL!
kghr. Pablents were followed for 28 doys or
unkll death or discharge from hosplial.

Becanse DAA reduces morizlity rate in sep-
tic shock, it was not possihle o conduct 2
randomized study (one arm with DAA and the
second arm without) for ethical reasoms
Therefore, our shudy populafion was divided
Into two coborts:

19 pablents admitted for nonseptic reasons
I our nfenstve care unit, who later =7
days) developed nosocomizl seplic shock ac-
cording fo stndard criteria (24) between
Jamuary 2003 and November 3003, These
pattents are referred to as the DAA— group.
Three pattents were excluded from stattsh-
cal amatysts due io exclusion oriterta (death
‘within 24 hrs before the second Hme polnt
fior blood Eests, called the T2 polnt).

22 consecutive patients admatted for sepbic
shick with criteria of iInclusion in the DA
protocol befwesn December 2003 [date of
thie tntroduction of DA In our hospital) amnd
December 2004. These patients are the
DAA+ group. Two patlents were exchuded
from siutistical anabysis due fo exclosion
criteria (severe thrombopeniz).

In zddition, 14 healthy people [seven
‘women znd seven men, average age of 406 +
5.4 yrs) were enrolled, and blood swmples
were processed just as for DAA+ pabients as
controds for the bicdogicl measurements and
fior mormal vahse caloulbions.

Blood Collections

Whole bood was collected with 2 venous or
arterial catheter inko three EDTA fubes (5 mi)
and Info one tube withowt EDTA; the samples
were processed Immediabely. For DAA+
group, two Hme poinks were defined: toseline
before infision of DAA (T1) with 3 variable
interval between the omset of shock and
2430 hrs later (TZ). Af ech Hme point
plasma cytokine concentrations were dosed,
CMNCs were counied, and Bax, Bcl-2, and
Eclxl RMA relative expressions were quanb-
fied. For the DAA— group, baseline (T1) was
defined at 12-13 brs after the onset of fever
and shock and T2 a5 24-30 hrs later.

Plasma Cytokine Concentrations

Plasma was prepared by centrifisgation of
blood wials at 500 3 g for 10 mins at 4°C and
stored in small abiquois af —B8°C until anal-
yils. Flasma IL-10 concentrations were mea-
sured using a spectfic emzyme-lnked Immuo-
nosorbent assay (Bender MedSystems, Vienna,
Ausirly; sensiitty 2 pgiml) ustng an aubo-
mixted system (EHME000 Diasorin, Franoe)
Plasma IL-6 and TMF-z= concentrafions were
evaluated using a2 chemoluminescent immu-
nometric assay (DPC, Parts, France). For each
sample, the ratio IL-10THF-o was caloulated.
Plasma 1L-8 anabysts was using the
CBA Human Inflammation Eit [(BED Blo-
sclences, San Jose, CA) according to the man-
ufacturer's instructions. Plasma procidtontn
was measured using an Immunofuminometric
aseay with 2 sensiifety of 0.3 ngeml [TLMA
Erahms, Henmigsdorf, Germarnmy).

Lymphocyte Subpopulation
Counts

Lymphocyte subpopulattons were deter-
miined by fow cytometry (FacsCalinr, Becton
Dickinsom, Fungts, France) using fluorescent
mionoclonal specific antbodies (Becton Dick-
Inson, Fungls, France). T-lymphocyte subsets
were selected with antibodies against CD3.
CDd4, and CD8 markers, B- WETE
selected with antt-C019 and the natural Kller
cells with anf-CD16 and ant-C056. The ab-
sofute cell coumis were oblained by mixing
calibrafed beads with the blood samples (Bec-
ton Dickinson Trucount, Rungls, Framce).

Annexin V Labeling for
Apoptosis

After red cell bysis [Immumogprep, Beck-
mann Coulter, Fullerton, CAJ, the remaining
cells were recovered by centrifugation and 1n-
cubated 10 mins at room temperature with
100 pl of cichom-enriched boffer, 5 pL of
annedn V [Annexin V-FITC; Immunotech,
Beckmann Coulter, Marsellle, France) follow-
ing the mamufachurers protocols, and 5 pl. of
propidium iodide (Immunotech, Beckmann
Coulter, Marseflle, France) for immediate
analysis by flow cytometry (FacsCalibur, Bec-
ton Dickinson, Rungls, France). Cells were
considered i undergoing apoplosis when a
positve signal for annexin Vowithout pro-
pliitum jodide labeling was detecied.

Bax, Bcl-2, and Bcl-xl Relative
Gene Expressions
Ceils. Twenty milltiters of blood was

drawn on EDTA, and CMMCs were isolaked by

Ficoll gradient centrifugation (Eurcblo, Les
Ults, France). Aliguots of 10° cells were stored
at —&0°C.

Crit Cars Med 2007 Vol 35, No. 1
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Isodelion of RNA and Complemenfary DA~ Table 1. Cloracteristics of seplic shock pabients treated {IMA+) or not (DAA— ) with drotrecogin

feom) Syrdfests. Totl BNA was tsolated 15~ alpha jactivated)
Ing RNeasy columns (Quiagen, Valencls, CA)
and efufed in 33 pl. The cDMA synthests Te- DAA+ DA
action was performed using the AMV reverse n =20 {m = 18} P
transcripiase kit (Roche Dizgnostics, Meylan,
! 622+ 15 646 = 16 N3
m;thnﬂEmtﬁtmersm ﬁ!ﬂ - - : s
BAPE NI B27 + 163 EI5+ 162 N3
Qumitaive-Folymerase Chain Reaciion - -
ification. Resl-Hme pra— LoD !:n:_ - &S = 3.7 BES = 31 N3
action (PCH) was performed according (o the Prieumoniz & (0.4) 10 [IUEZS) NS
manufacturer’s protoecols (0.25 pM of primers, Peritonitiz 504 1 [0.0E) NS
3 mMMgCly, 1 plL of DMS020%, 2 pLof FCR Urinary bract infection Z{01) 2 L1 NS
mite containing Taq polymerase and Sybrgreen ﬂ&!“'“ﬂﬂﬂdﬂm }{{gg} fw E
rs £
reagent] in 3 20-pl. final whime ustng 2 ther- o 5% whe died a0 37 NS

mocycler (LightCycler, Roche, France) For
relative qunitfication, we used the hydrmom-
ettylbilane symthase (HMEBS) as housekeeping
gene, since the expression of this gene has
alresdy been shown bo be 2 rellable stindard in
cancer znd In hematologic disexses [25). In
our case, we found that HMBS expression did
nat change significantly at infection start or in
Inflammoiory conditions as assessed by mea-
surement of the threshold cycle (Ct) value [of
infra) of HEMS, as already reported (26).

The primers (Genome Express, MTreull
France) for cDMA amplification were as
follows: HMES (5°-forward: CTGGTAACG-
GCAATGLGGLT; 3 reverse GCAGATGGC-
TCCOATGGTGA); Bax (5-forward: ATCCAG-
GATCCAGCAGGGOG, 3'-reverse: ACTCGCT-
CAGCTTCTTGGTG); Bol-2 (5'-forward:
COGCTACCGCCGOGACTTC, 3'-TEVErSe:
ARACAGAGGCCGCATGCTG) and Bolxl (5-
forward: ACCACCTAGGCCTTG; 3'-Tewverse:
CTGGTCATTTCCGALCTG).

The HotStart Tag polymerase | Roche Diag-
nastics, Meylan, France) was activated by be-
ing heated at 95°C during 8 mins. All dopli-
cale PCHs were performed for 40 cpcles, the
denaturabion step of 20 secs was performed at
95°C, the hybridizmbon step of 20 secs was
performed at 617C, and the slongation step of
20 secs was performed at T2°C. Floorescent
sigmal from each PCR reaction was collected as
peak-normalized values and plotted v the
cycle number. Amplificabions were compared
by ther Ct valoes estimated by the software
(Roche, France). All the experiments were Te-
peated at lesst twice.

Calmlafions. Gene sxpression quantifica-
tions were performed using the Z-AACt
method (36). The Ct valee 15 defined as the
number of PCR cycles required for the fhoo-
rescence signal o exceed the detection thresh-
old wafee to the diference between the Ct
value of the target gene and the Ct valoe of the
reference gene in 2 sumple. The comelation
between the Ct value and number of coples
was defermined indreidodly for exch primer
set by caloulating the efficlency of the reac-
tion. The relabive gene quantification is based
on the prevequisite that PCR amplification &f-
fictency (E) 1s 1denbcal to the reference and
target genes, with 2 vartation of E = 10—
-L0A In our hands, serial difutions of 50 ng

Cait Care Med 2007 Yol 35, No. 1

NE. not significant; SAPS 11, Simglified Acute Physiology Score on admission; LOD score, logistic

organ dysfunction on inclusion.

Data are expressed as mean = 50 or percentage of patients (). p values denote comparison

between DA+ group and TMA— group.

to 0.5 ng of Hela cDMA chowed

efficiencies for Em (E = 2.13), Bcl-2 (E =
2.11), Bcl-xl (E = 2.09), and HMEBS [E = 2.13)
with Hnear kinetics bebween respective Ct val-
ues. The ACt of Bl-2, Bax, and Bolxl from the
14 healthy volunteers group was cloubted as
the awerage of the four Hme points. The re-
sulting walues (mean = sn) were 353 = 0.59
for ACE Bax, 392 + 0.76 for ACt Bcl-2, and
4.8 = 064 for ACE Bd-al In quuniifathve
relative PCR, Ct valoes of targeting gemes
(Bax, Bel-2, and Bel-xl) are compared with Ct
walue of the reference gene, the housekeeping
gene [HMEBS), and normalized with owr
healthy confrol population by caboulabting

relative concentration from 2-8ACE =
E—I:\Cthrﬂ.—ﬂ roference| mbet — (Tl relowes —

% barged) el contral _ o — (443 patiol —301 bty
carton Whiere Ct target 1s the Ct walue of 2 gene
of inkerest and Ct reference 1s the Ct value of
the housekeeping gene. For a clearer presen-
taffon, we chose to represent the BawBd-2
and FawRcl-1l ratios. Thus, a decrexse of these
rabios, compared with the baseline level, will
correspond to an anttapopiotic signal.

Statistical Analysi

Values are expressed as mean + so. Whete
necessary, nonparumetric comgarisons of the
miean were performed (Mann-Whitney U test
or Wikcoxon test as required). Kinetic dak
were stodied with the analysis of vartance for
repeated mexsurements, whereas non-Gauss-
lan values were anahmed after a logarithmic
transiormation. Correlabions befwesn contin-
uous varizbles were performed using Spear-
man's rank correlabon tests. We consldered
P < 05 s significant. All stétsbeal caloula-
tions were performed using a commercially
avallsble stbistcal software (SPSS 115 Lead
Techmal ogies).

RESULTS
Patients

Thirty-six patients were enrolled in the
statistical analysis: 20 with seplic shock
treated with DAA (average age 622 * 15
yrs; rangfe, 2081 yrs) and 16 with sephic
shock without DAA treatment (average
age 64.6 * 16 yrs; range, 4583 yrs). A
seplicemia was present in 55% of patients
in the DAA+ group vs. 56% in the DAA—
group (not significant). Patient’s charac-
teristics are given in Table 1. On inclu-
sion at T1, there were no significant dif-
ferences bebween the two groups for the
Simplified Acute Physiology Score 11 and
the Logistic Organ Dysfunction scores or
for the outcome.

Plasma Cytokine Concentrations

Inflammatory laboratory levels in the
twi groups are given in Table 2. At base-
line (T1}, there was no difference for the
different cytokines bebween groups.
THF-m was increased at T1 and T2 in the
DAA+ group, but without a significant
difference. Howewver, there was a signifi-
cant decrease at T2 vs. T1 {p = .002] in
the MA— group. The DAA+ group did
not shew any significant difference over
time for IL-10, in contrast to the DAA—
group, which showed a significant de-
crease at T2 ws. T1 {p — .0018). Never-
theless, the ratio IL-10 to THF-« did not
vary significantly throughout the study in
both groups. IL-6 had increased in the
two groups but without any statistical
difference over ime. Only IL-8 showed a
significant reduction at T2 ws. T1 in the

T

Copyright € Lippincott Willlams & Wilkins. Unautharized reproduction of this article is prahibitad.

79



Table %. Evoclution of inflammatory biomarkers over time

[+ DAL -
{m = 20) (n= 18

Biomarkers Tl T2 Tl T2
CHF, mgfl. 1542 (Bh-2E1) 136.7 [36-253) 1145 {55-15T) 125.5 [31-237)
THF-a, pgimL AT.T (T-185) 45.8 [4-238) I35 (4-58) 112 (245"
[L-10, pg'mL ZIT.6 (T-1244) 158.1 [3-1441) 469 (2-181) 16 (23"
[L-1THF-a rabio 3134 151 334 Z5Z
L&, pgfml I (B34586) 1124 [12-495E) 1717 (45-12,753) 580 [B-40EE)
-, pgml T10 (33-1673) 344 (2918451 — —

DA+ drotrecogin alpha jactivated)-treated septic shock patients; DAA—, contral septic shock

patients withowt DAA treatment; T1, baseline; T2,
tamor recrosis factor; [, interleakin.
“p < 0] between T1 and T2; %p = 05 bebween

Table 3. Evclution of cell count over bime

2430 hrs ter; CHP, C-reactive probein; THF,

Tl and TZ Datx are given as mean (mnge)

Dih+ DhA—
fn = 20 in = 1)

Cells, = 10°1L Tl ] Tl T2
WHCs 12276 = 74001 11705 + GAGS 1196 = G541  10.880 + 4473
PMN: 11.612 = G.68 0724 + 0363 0,603 = G2 B.040 + 460
Manacypes 0311 = 035 0786 + 0541%F 0506 = 0438  0.540 + 0ZES
Lymphooytes 0537 = 0308 1133+ 0681°F 0043 = 0461 1111 = dudee
Lymphiooytes T 06 = 0206 0604 + 0523 0641 =03 0730 + 0406
Lymphooytes B 012 = 0112 0117 + 0107 0101 = 0.83 0111 + OES
Lymphocytes T CDM 4+ 0350 = 0251 0344 + 0373 0414 = 0182 46T = 0241

TCOD&+ 0166 =0.166  0.203 + 0186 0206 = 0.136 0233 =015
Naturad killer cefls 0.055 = (.08 0040 + M7 0.099 = 0.08 0106 = QU09E

DAA+. drotrecogin alpha (activated)-treated septic shock patients; DAA—, contral septic shock

patients without DAA treatment; T1, basefne; TZ,
MMz, polymorphonuclear cells.

2430 brs later; WBCs, total white blood cells;

“p -« ] between T1 and TZ: %p = 2 between groups; 5o = (G bebween T1 and TZ; %p = .05
between T and TZ: “p = 011 bebween T] and TZ. Daka are given as mean + S0

DAL+ group (p < .03). In the DAA+
group, the procalcitonin profile was sia-
tistically the same over time (data not
shown).

Whita Blood Call Count

The total amount of white Mood cells
and polymorphonuclear cells was not sig-
nificantly different in the two groups
throughout the study (Table 3). For total
Iymphocyte count, there was a significant
increase between T1 and T2, only in the
DAL+ group (p = J001). With regard to
the T-lymphocyte count, we observed a
significantly higher level at T2 vs. TI
(p = 003} in the DAA+ group only. As ar
as monocyies are concerned, we observed
a significantly lower level at T1 in the
DAL+ group (p = 002} but a significant
increase at T2 ws. T1 (p == U1} only in
the DAA+ group.

CMNC apoplosis was significantly in-
creased ab inclusion in both DAA+ amd

T2

DAA— groups ws. healthy controls (re-
spectively, 12 = 6.4%, 104 = 5%, 34 =
2.1%, p < .001). In addition, at T2, the
kinetic profile of the studied groups was
different. Indesd, we have observed a sig-
nificant increase of CMNC apoplosis in
the DAA— group (162 = T.6%) com-
pared with a stable level of apoplosis in
the DAA+ group (11.7 = 5.3%, p < 001)
(Fig. 1).

Bax, Becl-2, Bel-xl Relative Gene
Expression

At baseline, we did not observe any
significant difference bebween DAA+ and
DAA— groups for all thres fene expres-
sions (e, Bag, Bel-2, Bel-xd).

Concerning Bax expression, we did not
chserve any significant variation in the
DAA+ group between T1 and T2 (147 *
2.58and 1.90 = 1 84, respectively) and in
the DAA— group at T1 and T2 309 x

3.38 and 2.53 = 2.17, respectively) and
for the intergroup comparison.

For Bol-2 expression, we found a signif-
icant increase bebween T1 and T2 (264 *
247 vs 5,03 * 3.7, respectively, p = .023)
in the DAA+ group, whereas the values
were not significantly different in the
DAA— group (T1, 365 = 3.13; T2, 28] =
3.56). Moreover. the comparisom of the
time course profile in both groups pointed
out a sifni increase in the DAA+
group {p = .017). Itis warth noting that we
observed a significant correlation bebwesn
CMNC apophosis and the level of Bd-2 ex-
pression, at T2 in the DAA+ group (©F =
B4 p o= 023).

For Bol-xl expression, like for Bax, we
did not observe any significant variation
in the DAA+ group between T1 and T2
(LEG = 2.52ws 200 = 2 84 respectively)
and in the DAA— group at Tl and T2
(441 = 542 vs 4.2 = 391, respectively).

To better understand these results, we
defermined the balance bebween pro- and
antiapoplotic factors by caloulating the
BauBol-2 and Bax/Bol-xl ratios, which have
bath previously been described as rheostals
iriggening cells apoptosis (15, 16). These
daka are shown in Figures 2 and 3, respsc-
tively. There was a significant decrease of
the Bax'Bel-2 ratio (092 = 0.9 vs. 039 =
02, T respectively, p — .02%) bebween T1
and T2 in the DAA+ group, whereas in the
DAA— group, this ratio had significantly
increased (T1, 1.32 * 087 vs. T2, 181 *
11, p = 013). Moreover, when we com-
pared the time course profile of the Baw'
Bcl-2 matic by a multivanate anahysis, the
result was quite different bebween DAA+
and DAA— groups (p = .001). Consistent
with the differences in BaxBo-2 ratio be-
bween DAA+ and DAA— groups, the Ba
Bcl-xl mtio had also significantly decreased
in the DAA+ group bebween T1 and T
20 = 1M v D68 = 035 [p < 001);
unlike the DAA— group, the values were
et statistically different (respediively, 1.31
0493 and 122 + 0.92). 'When we compared
the time course profile of this atio bebween
groups, there was a significant difference
p = .039).

DISCUSSION

Here, we provide evidence that DAA
has anbiapoptotic effects e vivo on ho-
man CMMC i septic shock. This report is
in line with data obtained in rifro and in
pive in experimental animals and further
sugfgests that DAA probably has a broader
influence on human diseases than previ-
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Figure 1. Evolution of annexin ¥ labefing in dirculating ympho-monocyte cells in the drotrecogin
alpha {activabed) treated (044 +) group (groy Savs) and in the group without drotrecogin alpha
(activated) treatment {044 - (mhite bers) at time 1 (baseline) (T1) and time 2 (24 -30 hrs kter) (T2).
In DA+ growp, anmexin ¥ kabeling is not significantly different at both T1 and T2, in contrast to
DAA— growp. in which the increase of labeling is significant between T1 and TZ (p <2 001} For each
group and time, the mean values are eqpressed 2= percentag@e of armexin 'V positive cells
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Figure 2. Evolution of the Baw'Bcl-2 mbo in the drotrecogin alpha (activated) trexted {044 +) group
ard in the group without drotrecogin alpba (activabed) treatment (44 — ) at time 1 (baseline] (T1) and
timne 2 (2430 hrs later] (T2). At T1, this ratio was not significntly dferent, but at T2, the BaBel-2
ratin increasad significantly in the DAA— group (§p = 013), whereas it decreased significantly in the
DAA+ greup (*p = .029). Bx plot values of mch group are shown

ausly thought from clinical experience in
sephic shock

Diespite considerable progress in basic
knowledse and in the use of new therapeu-
Hc targets, seplic shock remains a disease
with high mortality risk. The theories and
knowledge about the pathophysiology of

Crit Cara Med 2007 Wal 35, No. 1

this condition have considerably changed
in the past decade. Previous theories
speculated on the role of proinflamma-
tory cytokines (e.g.. THF-u, IL-1) as help-
ful mediators, but strategies aimed at
amending these oytokines have all failed
(5). Today, the pathogenesis of sepsis is

considered as a cascade of interactions
between immune cells with a dynamic
time course, which is not yet well under-
stood (27). Only the IL-10THNF-x ratio
was associated with fatal outcome in fe-
brile patients with commumity-acquired
infection (28). Indeed in our study, de-
spite their high kevels, plasma cytokines
did mot show any significant relationship
betwesn CMNC and maortality. However,
our results are consistent with those re-
ported from the FROWESS trial (2%) and
with those of bwo aperimental human
studies in which the infusion of a low
dose of endotoxin did not lead to any
chamgfe of soluble cytokines levels (30,
31). In an in mifre study on human endo-
thelial cells, Joyoe et al. (18) showed that
DA inhibits cytokine signaling, includ-
ing THF-z induction. In other studies,
DA reduced THF-w and 11-6 release after
LPS challenge {32, 33). These results
were not observed in our & eivo sbudy,
probably because of the different model
used: human sepsis with different onsets
of stress in the present work compared
with staurosporine apoptosis induction in
an in wifro cell culiure model.
Today, it is well known that in severe
sepsis and seplic shock. there is a deep
leukopenda, especially through lympho-
monacyte loss, due to an up-regulation of
apoplosis (9, 34, 35). Prevention of lym-
phocyte cell death by caspase inhibitors
and owerexpression of Bol-2 in bransgenic
mice improves survival (10, 13). Some
authors suggested that apoplosis of in-
nate immune cells in sepsis could be a
mnew target for therapeutics (36). As far as
apoplosis is concerned, Joyoe et al. (18}
ohserved a decrease of cell death in im
pifro cultures, linked to the up-regula-
tion of both Bel-2 and inhibitor of apo-
plosis protein expressions. In the present
in pivo study, we found a significant de-
crease of CMMC apoplosis only in the
DAA treated patients, and this decrease of
CMNC apoptosis was correlated to a sig-
nificant increase of the antiapoptotic
Bel-2 expression and to a slight increase
of Bcl-xl expression, althowgh not signif-
icant {p = 21}, at 24 hrs of sepsis onseb
The proapoptotic profein Bax is essen-
tial during the fetal development, and
lack of its expression is responsible for
multiple development defects [37). Some
apoplotic stimuli {e.g., hypoxia, ultravio-
let radiation. growth factor deprivation)
are knamn to enhance Bax activity (38).
In both DAA+ and DAA— groups, we did
mot observe any significant alteration of

7
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Figure 3. Evolution of the BaowBclxl ratio in the drotrecogin alpha (acivated) treated (044 +) group
and in the group without drotrecogin alpta (actiated) treatment (044 —) at time 1 (haseline] (T1) and
time 2 [24-30 brs later) (T2 Only in the DAA+ group, this mtio shows a signifiant varation with
a decreaze at T2 vx Tl [*p = J0]). Box plot wahees of each group are reported.

Bax expression. as reported in a previous
study (14).

Bel-xl protein. another important an-
tiapopbotic protein, inhibits mitochon-
drial swelling following cell-death stimuli
(4], although the mechanism of Bel-xl's
protective action remains elusive [40).
Recently, in a culture of embryonic rat
sepial neurons under profonged oxyden-
#lucose depletion, overexpression of
Bel-xl was shown to block delayed cell
death presumably by increasing mito-
chondria activity (41). Taken Eogether,
these results swggest that in human sep-
sis, DAA leads to a reduction of CMNC
apoplosis, as previously reported in ani-
mal studies.

Despite the interesting results re-
ported here, our shudy has some limita-
tions. Ome concemn is that open surgery
itzell can increase lymphocyte apoptosis,
as sugfgested by a previous report includ-
ing! anly gastric or esophageal carcinoma
(42} In our stuwdy, only nine patients
{eight in DAA+ vs. one in DAA—) had
peritonitis and were operated. Three of
these nine patients received DAA and
were analyzed before (24 —48 hrs) surgery
[with DAA resumplion afterward) amd
only five patienis were analyzed after sur-
gery (12 hrs). All biological data of these
five patients did not differ significamtly
from the rest of the DAA+ group (Table
1, and data not shown), indicating that all
DA+ patients were eligible for statistical

T4

analysis. Another limitation could be that
this study did not randomize either
group. Related to the documented clini-
cal efficiency of DAA, 2 double-blinded
study could no longer be performed after
the publication of the PROWESS study,
for ethical reasons. This is why we could
only perform a cohort study from that
mevment. Accordingly, we prospectively
included all the consecubive patients we
received. For reasons linked io the design
of the study, the ime point of blood sam-
pling could not be exactly the same in the
two groups, but we performed these sam-
plings at the same time point as far as the
onset of seplic shock is concerned. This is
why, when taking into account the infec-
tion onset, it can reasomably be accepted
to compare these patients in a study in-
volving critical care patients, even
though not all the former had similar
characteristics as in an experimental
study on animals.

To our knowledge, the present study
describes for the first ime in human sep-
sis-induced injury that the BaoBclxl ra-
tio is significantly decreased upon DAA
treatment, which is thought to prevent
CMHNC apoplosis. Thus, the decrease of
the beo major gene ratios (ie.. BawBcl-2
and BaxBcl-ad) could be one of the mo-
lecular basis of the antiapoptotic action of
DAA on CMNC in human sepsis. Yet, the
mechanism of action of DAA on CMNC is
still not known, We can hypothesize a

direct interaction of a membrane recep-
tor as shown in endothelial cells (endo-
thelial protein C receplor) with mono-
cyftes, since these cells also express the
endothelial profein C receplor on their
surface, but mot with lymphocyte sub-
populations {43). Why Bax expression
does not change in seplic conditions
whereas it is up-regulated by other pro-
apopiotic stimuli (eg., hypoxia) is skl an
open question. Finally, this ir ;v study
provides evidence that beneficial effects
of DAA on survival in human sepsis are
dependent not only on its anticoagulant
activity but also on an antiapoptobic ac-
tivity through antiapoplotic gene expres-
sion regulation. This may represent a new
way to select patients who could benefit
from activated protein C during severe in-
fection, as suigested recenthy (44).
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1.3. Troisiéme objectif : rhPCa et expression intracellulaire de cytokines de

P’inflammation dans les cellules lvympho-monocytaires

Parallélement nous avons étudié ’expression intracellulaire de cytokines pro-et
anti-inflammatoires chez ces mémes cellules. En effet nous savons, qu’au niveau
sérique, I’analyse des variations de sécrétions des différentes cytokines mesurables (en
général par méthode ELISA) n’apporte pas d’information sur la gravité ni le pronostic
du CS. Aussi, nous nous sommes intéressés a |’expression transcriptionnelle
intracellulaire sur les lympho-monocytes circulants de patients en CS afin d’observer si
la rhPCa exergait une variation d’expression de cytokines connues pour étre impliquées

dans la réponse inflammatoire du CS.

Les cytokines sont des médiateurs intercellulaires fondamentaux pour déclencher,
modifier ou arréter la réponse inflammatoire et en particulier celle induite par le sepsis.
De nombreuses cytokines sont impliquées dans cette réponse (> 20) qui ont des cibles
cellulaires et effets physiologiques différents et encore imparfaitement connus. Les
dosages sériques (méthode ELISA) de ces cytokines sont disponibles et ont permis
d’améliorer notre compréhension de la physiopathologie du CS. Néanmoins, leurs
quantification et/ou profil évolutif au niveau sérique n’a pas, a ce jour, d’impact sur le

. . . . .. . 208
diagnostic ni sur le monitorage du CS en clinique humaine .

L’objectif de ce travail a été d’explorer si la rhPCa pouvait induire des
modifications de transcription de cytokines au niveau des cellules mononuclées

circulantes, in vivo, dans le sepsis chez I’homme.

Nous avons inclus rétrospectivement 32 patients en CS, 16 dans le bras rhPCa et
16 le bras controle (patients contre-indiqués pour la rhPCa). Les patients étaient
appareillés pour les données démographiques, gravité et origines du sepsis. Comme
I’étude précédente, les prélévements sanguins étaient réalisés a I’introduction de la

rhPCa (temps T1) et 36 heures aprés (temps T2).
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Nous avons quantifié :
a. les sous-populations lympho-monocytaires,
b. le taux sérique (méthode ELISA) de trois cytokines circulantes : TNF-a,, I et IL-10,
c. D’expression intracellulaires de ces 3 cytokines au niveau des lympho-
monocytes circulants par méthode RT-qPCR sur ARN total extrait de ces
cellules (aliquots de 10° cellules). Les résultats sont exprimés en médiane
avec interquartile [25-75] et la variation d’expression est représentée par le

ratio (T2-T1)/T1.

Nous avons observeé les résultats suivants :

— Les sous populations lymphocytaires CD4+ et CD8+ ¢étaient identiques dans
les deux groupes a T1 ainsi que leur évolution a T2.

— Les dosages sériques de TNF-a, IFN-y et IL-10 ne présentaient pas de
différence significative d’évolution entre les groupes traité et non traité aux
différents temps de 1’étude.

— Une diminution d’expression de 'IFN-y a T2 dans le groupe rhPCa mais qui n’était
pas observée dans le groupe contrdle (respectivement, -0,34 [- 0,62 ; + 1,54] vs +

1,41 [ +0,35; +5,87], p = 0,008, test de Mann-Whitney) (Figure 18).
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Figure 18 : Evolution de I’expression de I’ARNm de I’ IFN-y, TNF-« et IL-10 dans les
lympho-monocytes circulants de patients en CS, traités avec de la rhPCa (n=16) et non
traités (n=16) entre I’inclusion (T1) et aprés 36h d’évolution (T2). La variation
d’expression (ou fold change) des cytokines est calculée par le rapport ( T2-T1) / T1. (*:
p=0.008 comparer au groupe contréle, Mann-Whitney test).
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— Lors de ’analyse des sous-groupes survivants / décédés, nous avons observé
une diminution significative dans le groupe trait¢ rhPCa de I IFN-y
(- 0,65 [- 0,93; -0,48] vs + 0,7[- 0,04 ;+ 1,26], p = 0,01 test de Mann-
Whitney) et de I’IL-10 (- 0,78 [- 0,92 ;- 0,6] vs - 0,18[- 0,68 ; + 0,46], p=
0,038 test de Mann-Whitney) (Figure 19).
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Figure 19 : Evolution de I’expression de I’ARNm de I’'TFN-y, TNF-« et IL-10 dans les
lympho-monocytes circulants des patients en CS survivants, traités avec de la rhPCa et
non traités, entre I’inclusion (T1) et aprés 36h d’évolution (T2). La variation
d’expression (ou fold change) des cytokines est calculée par le rapport ( T2-T1) / T1. (*:
p=0.01, **: p=0.038, Mann-Whitney test)
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— Chez les patients décédés il n’existe pas de variation significative entre le

groupe thPCa et le contrdle (Figure 20).

Non survivors
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Figure20 : Evolution de I’expression de I’ARNm de I’IFN-y TNF-« et IL-10 dans les
lympho-monocytes circulants des patients en CS décédés, traités avec de la rhPCa et
non traités, entre I’inclusion (T1) et aprés 36h d’évolution (T2). La variation
d’expression (ou fold change) des cytokines est calculée par le rapport ( T2-T1) / T1.

87



— De plus dans le groupe rhPCa il existe, chez les patients qui vont survivre par
rapport aux décédés, une diminution significative des niveaux d’expression
de I'TFN-y (- 0,65 [- 0,14 ; - 0,78] vs + 1,07 [+ 0,22 ; +2,79], p<0,001 test de
Mann-Whitney) et de I’'IL-10 (-0,78 [-0,92 ;-0,06] vs +0,54 [-0,35 ;+11,52]
p=0,038 test de Mann-Whitney) (Figure 21).
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Figure 21 : Comparaison d’évolution de I’expression de I’ARNm de I’IFN-y, TNF-« et IL-
10 dans les lympho-monocytes circulants de patients en CS suivant le critere vivant/déces,
traités avec de la rhPCa et non traités, entre I’inclusion (T1) et aprés 36h d’évolution (T2).
La variation d’expression (ou fold change) des cytokines est calculée par le rapport ( T2-
T1)/T1. (8: p=0.038, #: p < 0.001 respectivement, Mann-Whitney test).

— Enfin, concernant I’expression du TNF-a, nous n’avons observé aucune

variation significative d’expression entre les groupes et quelque soit le

devenir des patients.

Ces résultats sont, a notre connaissance, les premiers disponibles a partir d’étude in
vivo chez I’Homme. IIs sont cependant partiellement discordants avec ceux observés in
vitro ou la rhPCa augmente la sécrétion d’IL-10 sur des monocytes humains stimulés par
le LPS *”. Mais il nous semble important de noter que la concentration de rhPCa
employée dans 1’étude de Toltl et col (120 ng/mL) est trois fois supérieure au dosage

utilisé en clinique (cf introduction).
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Néanmoins nous avons constaté que la rhPCa induit une élévation significative
d’expression de I'IL-10 chez les patients qui vont décéder, suggérant qu’il existe des

patients « répondeurs » a la thPCa et d’autres non. Pachot et col *'°

ont examing, sur sang
total (tube PAXgene), 1’expression de plusieurs cytokines dont I’'IL-10 chez des patients
en CS comparée a une population de sujets sains. Leurs résultats objectivérent une
augmentation significativement plus importante de 1’expression de I’IL-10 (et de HMGB-
1) chez les patients non-survivants. Nos résultats sont en accord avec ceux-ci ou nous
avons observé un taux significativement plus élevé d’expression de I’IL-10 dans le groupe
rthPCa qui vont décéder et une méme tendance dans le groupe contrdle. Les auteurs
précédents ont utilisé de I’ARN issus de tube PAXgéne (sang total) considéré comme plus
stable que I’ARN issus de tubes EDTA . Cette derniére étude n’a cependant étudié la
stabilit¢ des ARN qu’a température ambiante (22°C) ou a -80°C sur des durées longues
(de un a cinq jours) et pas a +4°C sur des durée courtes (< 8 h) comme dans notre étude.
Nos conditions expérimentales apparaissent correspondre aux variations observées sur

I’ARN total. L’isolement des lympho-monocytes et 1’extraction de ’ARN n’aurait pas

modifi¢ les quantités relatives d’ARN synthétisées.

Ainsi nos résultats mettent en évidence une action intracellulaire de la thPCa avec
modulation d’expression cytokinique sur les lympho-monocytes circulants dans le CS
chez I’homme. De plus la rhPCa induit une diminution significative d’expression d’IFN-y
et d’IL-10 chez les patients qui vont survivre, suggérant que 1’expression génique d’IFN-y
et d’IL-10 au niveau des cellules mononuclées circulantes pourrait étre un marqueur

d’efficacité de la thPCa in vivo.

Ce travail est en révision a la revue Critical Care.
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ABSTRACT:

Introduction: To investigate the gene expression of interferon-gamma (IFN-y), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-10 (IL-10) in circulating mononuclear cells
harvested from septic shock patients on drotrecogin-a activated (DAA) in order to determine
whether this treatment has any effect on the inflammation phase.

Methods: We have conducted a prospective cohort study in two intensive care
departments. Blood samples were collected at inclusion (T1) and 36h later (T2) to measure
plasma cytokines and the changes in intracellular TNF-a, IL-10 and IFN-y mRNA
expressions using RT-qPCR. Thirty two septic shock patients were included: 16 with DAA at
24 pg/kg/h/96h (DAA+) and 16 control (DAA-) eligible but contraindicated for DAA
because of low platelet count.

Results: The basal characteristics were similar in both groups: mortality (50%),
plasma cytokine concentrations, and baseline IFN-y, TNF-a and IL-10 mRNA expressions
(DAA+ vs. DAA-). At T2, there was a significant IFN-y gene down-regulation in DAA+ but
not in DAA- patients (-0.34 [-0.62;+1.54] vs. +1.41 [+0.35;+5.87], p=0.008). In survivors,
DAA administration was associated with a down-expression of both IFN-y (-0.65 [-0.93;-
0.48] vs. +0.7 [-0.04;+1.26], p=0.01) and IL-10 (-0.78 [-0.92;-0.6] vs. -0.18 [-0.68;+0.46],
p=0.038). In nonsurvivors, DAA infusion was associated with IL-10 over-expression when
compared with survivors (+0.54 [-0.35;+11.52] vs. -0.78 [-0.92;-0.6], p<0.001).

Conclusion: In this study, lack of IL-10 gene down-expression despite a 36-h infusion
of DAA is an ominous sign in septic shock patients suggesting that DAA is not able to reverse
outcome. Our results show that DAA significantly decreases anti-inflammatory cytokines
expression in septic shock patients and IL-10 or IFN-y gene down-expression could be
markers of DAA response.
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Introduction:

To improve outcome, continuous infusion of drotrecogin-a activated (DAA) is
recommended over 96h at a rate of 24ug/kg/h in septic shock patients as early as possible [1].
This dosage has raised cost / effectiveness concerns. Yet, since DAA has been made
commercially available, in vitro studies have highlighted many more properties for this
molecule and it can no longer be ignored [2]. A convenient biomarker of its “best use” would
be welcome to select patients who could truly benefit from this treatment. This test has never
been done for several reasons: (1) single and serial measurements of plasma concentrations of
inflammation biomarkers are inconsistent and do not reliably predict outcome in septic
patients [3], and (2) since the effect of infused DAA probably changes according to the
endogenous concentration of activated protein C at any given moment, it is currently difficult
to know if patients are responding to this drug and whether DAA dosage should be adapted
when treatment is started without monitoring its plasma concentration over 96h-a complicated
and expensive procedure.

In addition, there are methodological pitfalls in septic shock trials relating to the
diversity of sources of infection and the exact time it started. Also, the inflammatory response
triggered by pathogen-associated molecular patterns through Toll-like receptors (TLR)
activates a fast response by the nuclear factor kB (NF-kB) pathway. Because the cellular
signaling of TLRs can be modified by polymorphism [4] and the subunits of NF-kB
expression may be affected by DAA [5], participants in DAA clinical trials should have TLRs
and NF-kB expressions as similar as possible so that groups can be appropriately compared.
Only then will genes targeted by the NF-kB complex be expressed on a sound basis of
comparison. Although, conclusions would be more reliable, large clinical trials taking all
these parameters into account would be much too expensive.

This study was conducted in real-life conditions of septic shock management to
address the following question: does DAA have any tangible effect on the early pro-
inflammatory response to septic shock, measured as a change in TNF-alpha (TNF-a),
interferon-gamma (INF-y), and interleukin-10 (IL-10) mRNA expressions in circulating
mononuclear cells (CMNCs) harvested from patients and true controls? If so, this would
provide an early indication of improvement, and perhaps a DAA efficiency biomarker.

Patients, Materials and Methods:

This study was approved by our institutional review board for human research and
informed written consent was obtained from each participant. Patients with inherited or
acquired immunodeficiency were excluded.

Over 1 year, we included 16 consecutive patients following the criteria of septic shock
according to the definition of the American College of Chest Physicians/Society of Critical
Care Medicine Consensus Conference [6] treated with DAA (DAA+ group) with the standard
dosage (24pg/kg/h/96h, with a mean plasma concentration of 45ng/mL of DAA [2]), and 16 patients
as a control group fulfilling septic shock criteria and eligible for DAA but contraindicated (platelet
count <30,000/mm’ and/or uncontrolled bleeding).

We defined T1 as the moment within 12h after fulfilling septic shock criteria and before
giving DAA; T2 was set 36h later. The Simplified Acute Physiology Score II [7], the Logistic
Organ Dysfunction score [8] and 28-day mortality were recorded. Plasma concentrations of
IL1-beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-10, IFN-y and IL-12 were measured (CBA
Human inflammation kit, BD Biosciences, San José¢, CA, USA) and lympho-monocytes
subpopulations determined by flow cytometry (Becton Dickinson, Rungis, France).
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Aliquots of 20 ml of whole blood were drawn in EDTA and, CMNC were isolated by Ficoll
gradient centrifugation (Eurobio, Les Ulis, France) to obtain aliquots of 10° cells. RNA extraction
and reverse transcription and quantitative real-time PCR were performed with a gene reporter
(HMBS) as reported [9]. The primers for NF-kB sub-units (p50, p65 and 1kBa) were purchased
from Genome Express, Montreuil, France. For cytokines transcriptional expression (TNF-a, IL-10
and IFN-y) QuantiTect Primer Assays primers (Qiagen, Courtaboeuf, France) were used. Gene
expression was assessed using the 2-DDCT method as reported [10].

The TLR-2 (G2408A) and TLR-4 (A12874G and C13174T) polymorphisms were detected
using a hybridization probe assay according to reported method [4].

Statistical analysis:

T1 and T2 gene expressions are expressed according to previous studies [6]. Values are
expressed as means + SD or as median and interquartile range [25-75]. For cytokines gene
expression, results are expressed as fold change calculated as the ratio (T2-T1)/T1. Kinetic
data were studied with analysis of variance for repeated measurements (Friedman’s two-way
analysis). Comparisons of the mean were made by non-parametric tests (Mann-Whitney U-
test or Kruskal-Wallis). Association with the genotype was sought with logistic regression. p
< 0.05 was considered as significant.

Results:

Clinical and basic biological characteristics (Table 1)

Clinical characteristics of the groups are shown in Table 1. No difference between
DAA+ group and control group was found concerning SAPS II (respectively 62.7 + 2.8
vs 61.5 = 3.7), LOD score (respectively 9.3 + 0.8 vs 8.4 £ 0.8) and ICU stay
(respectively 32.9 + 8.8 vs 54.2 £ 19.3days). Source of infection, types of germ and
number of septicaemia were statistically non significant between the two groups (Table
1). Mortality rate was 50% in both groups.

TLRs polymorphisms

To assess whether TLRs polymorphism had a role in DAA response, we searched for
TLR-2 and TLR-4 polymorphisms in the DAA+ and DAA- groups. Results are
indicated in Table 1. No significant difference of distribution was found between DAA
group and control group regarding TLR-2 or TLR-4 polymorphisms. Concerning TLR-4
we observed a similar prevalence of the double mutation Asp299Gly Thr399Ile in both
DAA and control groups (Table 1) as previously described [11].

Lymphocyte subsets

No statistical change was found between the DAA+ or DAA— groups regarding CD4+
or CD8+ T cells subsets. No change of T cell CD4/CD8 ratio was found over time or
between groups (data not shown).

Pro and anti-inflammatory cytokine profiles

To establish Th1/Th2 profiles, several cytokines were measured in serum at T1 and T2:
IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-10, IFN-y and IL-12. Only IL-1beta,
IL-6, IL-8, TNF-a, IL-10, IFN-y showed values above detection threshold. No
significant change of cytokine profile was found over time between both studied groups
and regarding TLR-4 or TLR-2 polymorphisms (Table 2). Concerning TNF-a, IL-10,
IFN-y, we did not find any correlation with their intracellular mRNA expression and
their serum level throughout the study.
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Evolution of intracellular mRNA expressions (Figures 1 and 2)

From T1 to T2, the fold changes of mRNA expressions of p50, p65, and IkBa NF-kB
subunits were not significantly different between groups or between survivors and non
survivors (data not shown).

At T1, IFN-y, TNF-a and IL-10 mRNA expressions were similar in both groups (DAA+ vs.
DAA-). At T2, there was a significant I[FN-y gene down-regulation in DAA+ but not in
DAA- patients: -0.34 [-0.62;+1.54] vs. +1.41 [+0.35;+5.87] respectively, p=0.008 (Figure 1).
When we analysed the survival/non-survival subgroups, we found that in the survivors
DAA administration was associated with a down-expression of both IFN-y (-0.65 [-
0.93;-0.48] vs. + 0.7 [-0.04;+1.26], p=0.01) and IL-10 (-0.78 [-0.92;-0.6] vs. -0.18 [-
0.68;+0.46], p=0.038) (Figure 2A). In non survivors, there was no significant difference
of expression for the three cytokines expression with or without DAA (Figure 2B).
Nevertheless, in non survivors, DAA infusion was associated with IL-10 over-
expression (+0.54 [-0.35;+11.52] vs. -0.78 [-0.92;-0.6], p=0.038) and IFN-y over-
expression (+1.07 [+0.22;+02.79] vs. —0.65[-0.14;-0.78], p<0.001) when compared with
survivors (Figure 2C). Finally, there were no differences between groups for TNF-a
gene expression whatever the outcome.

Discussion:

In our septic shock patients with clinical and biological characteristics as similar as
possible to real-life conditions, a continuous infusion of DAA resulted in changes worthy of
note in the IFN-y gene expression, suggesting that the drug had an early anti-inflammatory
influence, yet IL-10 was not significantly reduced. Moreover, when survival is also
considered, IL-10 dampens the pro-inflammatory reaction of early septic shock in survivors,
whereas it fails to do so in non survivors at the same point of treatment. The lack of IL-10
gene expression decrease by CMNCs is associated with an ominous outcome even if full
supportive treatment is provided. These data suggest that: (1) DAA infusion interferes in vivo
with IFN-y and IL-10 gene expressions through NF-kB-independent modulation, (2)
continued IL-10 and IFN-y gene expression despite a 36-h infusion of DAA may indicate that
a standard dosage of DAA fails to affect outcome.

Increased plasma concentrations of cytokines such as IFN-y, TNF-a or IL-10 is a
hallmark of septic shock and has negative consequences for recovery, although no clinically
relevant thresholds have been proposed [3,12]. However, data on plasma cytokine
concentrations do not seem to determine outcome because the exact onset of sepsis-driven
cytokines release is usually not clearly definable in septic patients [13]. Therefore, in this study
we checked cytokine gene expression by CMNCs, and confirm that changes to them occur
without consequences on plasma levels in accordance with previous studies [14]. The most
significant drawbacks of this approach are the routine availability of the RT-qPCR technique in
a hospital laboratory and the time required to obtain the lab test result, which nevertheless takes
a few hours (<6h) with commercially available techniques of molecular biology.

Our data are in partial accordance with in vitro studies that claim that DAA up-
regulates IL-10 in LPS-stimulated human monocytes [15]. Yet in vitro the DAA
concentration required is significantly higher (120ng/mL) than that achieved in vivo with
standard infusion (45 to 52ng/mL) [2,16]. In our setting, IL-10 gene expression was
dramatically increased in non surviving patients given DAA suggesting either a greater IL-10
gene up regulation by DAA in patients with poor prognosis, or simply that DAA has no effect
on high IL-10 up regulation by sepsis itself. Since the baseline gene expression levels were
not significantly different between groups whatever the outcome and treatment, we suggest
that DAA has an influence that is not necessarily powerful.
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One of the limitations of our study is that it is underpowered but our hypothesis can not be
tested in a random fashion in a large population of patients since DAA availability can not be
refused in the absence of contraindication for ethical reasons. Furthermore, in septic shock
DAA may actually require a higher infusion rate than the standard one to reach cellular
efficiency (ie: dampening IL-10 gene expression). Conversely, DAA may have no effect on
patients with continuous IL-10 expression despite a 36h infusion. Hence, maintaining DAA
for 96h as recommended would be questionable. In both situations, the level of IL-10 up
regulation in CMNCs after 36h DAA infusion may become a biomarker of efficiency. The
time required to obtain the IL-10 gene expression ratio is technically feasible during the
working hours of the laboratory: consequently, in a patient infused 36h with a T2 test
indicating a lack of IL-10 and IFN-y gene down-regulation, the standard DAA dosage could
be reduced after approximately the half scheduled dosage has been infused (which would
result in a 50% saving of the drug). This warrants confirmation by a prospective randomized
placebo study including only patients with IL-10 over expression.

Conclusion:

If IL-10 and/or IFN-y gene down expression fail to occur despite 36h of DAA
infusion in septic shock patients, maintaining treatment for 96h as recommended becomes
questionable. IL-10 and IFN-y gene expressions by CMNCs could become a biomarker of
DAA efficiency in this setting.

Key messages:
e drotrecogin-a (activated) has early anti-inflammatory effects at the transcriptional
level on circulating mononuclear cells
e Checking the transcriptome of cytokines/chemokines in immune cells could be a new
approach for monitoring the effect of drotrecogin-a (activated) in sepsis
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DAA + DAA - p
(n=16) (n=16)
Age (yr) 67.47 4.0 67.97 2.7 NS
SAPS 11 62.7 2.8 61.5+£3.7 NS
LOD score 9.310.8 841038 NS
Septicaemia [n (%)] 9 (56 %) 11 (69 %) NS
ICU stay (days) 32.9+8.8 54.2 +19.3 NS
Mortality at Day 28 [n (%)] 7 (43%) 8 (50 %) NS
Type of bacterium : n (%)
Gram-positive 8 (50 %) 6 (37 %)
Gram-negative 531 %) 6 (37 %) NS
Others (fungi) 319 %) 6 (37 %)
Source of infection : n (%)
Pneumonia 6 (37%) 9 (56%)
Peritonitis
Others 531 %) 2 (12.5%) NS
5(31%) 4 (25%)
Toll-like receptors genotyping: n
Genotype of TLR-2 16/0/0 16/0/0 NS
(Arg753Arg/Arg753Gln/GIn753GlIn)
Genotype of TLR-4 12/4/0 15/1/0 NS
(Asp299Asp/Asp299Gly/Gly299Gly)
Genotype of TLR-4 12/4/0 15/1/0 NS

(Thr399Thr/ Thr3991le/l11e3991le)

Table 1 Patient characteristics. Data are means +/- SD. The respective p values result from
the non-parametric Kruskal-Wallis test, while associations with the genotype were

searched with logistic regression. SAPS II : Simplified Acute Physiology Score I on

admission; LOD score: Logistic Organ Dysfunction score; TLRs: Toll like

receptors; NS: non significant.
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DAA+ DAA- p

n=16 n=16
T1 T2 T1 T2
TNF-alpha 15.6[13-22.4] 6.6[2-11.4] 48[29-66] 35[21.1-85] NS
(pmol/mL)
IL-1(pmol/mL) 32.1[17.1-54.1] 30.1[16-31] 39.6[20.8-58.3] 110.3[88.2-132.3] | NS

IL-6(pmol/mL) 824.5[161.5-507.5]  140,7[38,8-265] 1885[1102.1-2500] 533.2[52-1992.8] | NS

IL-8(pmol/mL) 623[102.5-2348.3]  110[31.6-159.8] 402.3[289.1-754.1] 103.1[67.3-256.4] | NS

IL-10(pmol/mL) 47[26.2-54] 12.4[8.6-23.3] 90[44.8-1048.8] 26.7[8.8-201.1] NS

IFN-y (pmol/mL) 513-25] 2023] 16[5.3-24] 21231 NS

Table 2 Serum cytokines level of DAA+ and control groups. Data are expressed as median

Fig. 1

Fig. 2

[IQR 25-75]. DAA+: septic shock patients treated with DAA. DAA—: septic shock
patients contraindicated to thAPC treatment. T1: time-point before DAA infusion;
T2: time-point 36h after infusion of DAA. The p value: analysis of variance for
repeated data (T1 and T2). NS: non significant.

Evolution of IFN-y, TNF-a and IL-10 mRNA expressions in CMNCs from DAA +
(n=16) and DAA— patients (n=16) between inclusion (T1) and after a 36h DAA
infusion (T2). Box and whiskers plots show median and interquartile range [25-75].
Fold change is calculated as the ratio (T2-T1)/T1. DAA: drotrecogin alpha activated.
IFN-y expression is significantly reduced in the DAA+ group (*: p=0.008, Mann-
Whitney test) than in the control group.

Evolution of IFN-y, TNF-a and IL-10 mRNA expressions in CMNCs from DAA +
(n=16) and DAA- patients (n=16) between inclusion (T1) and after a 36 h DAA
infusion (T2). Box and whiskers plots show median and inter quartile range [25-75].
Fold change is calculated as the ratio (T2-T1)/T1. DAA: drotrecogin-a activated.

A. In survivors (n=8) there is a significant lower expression of IFN-y in the
DAA+ group (*: p=0.01, Mann-Whitney test) and also a significant decrease
of IL-10 expression in survivors (DAA+ group) than in survivors of controls
DAA- (**: p=0.038, Mann-Whitney test).

B. B. In non-survivor groups (n=8) there is no significant difference of cytokines
expression between DAA+ and control groups.

C. C. When we compare survivors versus non survivors, there is a significant
over-expression for both IFN-y and IL-10 in DAA+ non survivors compared to
DAA+ survivors (§: p=0.038, #: p < 0.001 respectively, Mann-Whitney test).
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14. Quatriéme Objectif : premiére approche par transcriptomique des

modulations d’expressions géniques lors du choc septique

A partir des connaissances actuelles (cf Premicre Partie) et de nos propres
résultats, il apparait trés vraisemblable que plusieurs mécanismes sont différemment
mobilisés suivant les sous-populations cellulaires a différents temps de la progression du
CS. Nous avons mentionné plus haut les mécanismes responsables de la
microcirculation, réaction inflammatoire, phagocytose, nécrose...

A ce stade et tenant compte des données accumulées dans la littérature et les bases
de données internationales, il est possible de mettre en ceuvre une approche progressive
plus systématique en confrontant les données multiples obtenues a grande échelle sur
nos cohortes de patients aux résultats issus de la biologie des systémes. Ceci & pour
objectif immédiat de dégager un ensemble de marqueurs potentiels protéiques,
génomiques, transcriptomiques ou lipidomiques utilisables et d’envisager 1’impact de
leur modulation dans des systémes animaux puis chez I’homme.

Une premiére étape a été de quantifier les variations de plus de 45000 geénes in
vivo dans le CS chez I’homme suite a 1’administration de rhPCa a la posologie
recommandée. Ceci fut réalisé par extraction de ’ARN des populations cellulaires
analysées apres hybridation et quantification de I’expression de 1’ensemble des genes

sur des sondes spécifiques fixées sur un support solide.

Analyse transcriptionnelle par puce d’hybridation de I’expression génique induite

par le choc septique chez I’Homme. Effets de la rhPCa.

1.4.1. Introduction :

Comme nous I’avons vu en premiére partie, la physiopathologie du CS est
complexe et le reste encore malgré d’intenses recherches. L’analyse ou la recherche de
marqueurs biologiques pris isolément par des techniques comme le dosage sérique par
ELISA, I’analyse de protéines par Western Blot ou I’expression de génes par RT-PCR
ont permis des avancées partielles mais qui deviennent insuffisantes et soumises a des
biais expérimentaux multiples. Aussi, la recherche de méthodes différentes d’analyse

ayant une vue plus synthétique du syndrome septique est d’actualité.
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Devant I’avancée des connaissances liées a la recherche sur le génome humain
d’une part et d’autre part 1’apparition de technologies miniaturisées de plus en plus
performantes couplées a des protocoles expérimentaux et des modeles
biomathématiques de plus en plus sophistiqués, de nouvelles techniques biologiques
sont apparues récemment et qui peuvent étre regroupées derricre les termes « omique »
ou «ome»: génomique, protéomique, phénomique, métabolomique, lipidomique,

212 213

transcriptome, intégratome et diseasome . Pour notre part nous avons choisi dans

un premier temps ’analyse du transcriptome.
1.4.2. Transcriptome : principes

Le produit final de I’expression du matériel génétique est la formation de protéines
qui vont exercer 1’activité biologique. Mais I’information contenue dans I’ADN n’est
pas transcrite directement: elle est d’abord transcrite en différents ARN qui
secondairement produiront les protéines. Cette étape intermédiaire est elle-méme
régulée dans les cellules eucaryotes. L’analyse de I’ensemble des ARN présents dans
une cellule a un instant donné se retrouve sous le terme de transcriptome. On distingue
ainsi actuellement au moins deux types de régulation: d’abord la modulation
quantitative du nombre d’ARN messagers transcrits controlés par des facteurs de
transcriptions et des modifications épigéniques mais plus encore la modulation
qualitative des ARN produits (initiation, épissages alternatifs, terminaisons).

L’analyse des transcrits n’est pas nouvelle et débute par la réalisation d’hybridation
selon la technique de Nothern blot, réalisé généralement sur membrane de nitrocellulose
ou analyse en phase liquide, permettant une analyse qualitative et semi-quantitative de
I’ARN. Ces analyses sont réalisées apres des copies des ARN sous forme d’ADN simple
brin ou ADNc. Mais depuis la fin des années 90 et le développement de supports solides
(chip ou puce) ou sont fixés des sondes pour hybridation en phase solide, il est possible de
condenser sur une plaque de quelques microns plusieurs dizaines de milliers de sondes
nucléiques (oligonucléotides ou ADNc). Ainsi sont apparus d’abord les arrays (rangs
ordonnés) sur membranes de nylon puis par miniaturisation les micro-arrays par
implantation de sondes d’hybridation sur lame de verre.

Ces puces sur lames de verre planes peuvent aussi étre maintenant réalisées sur des
billes ou méme sur fibre optique. Par ailleurs cette technologie ne s’applique pas qu’aux

ARN mais aux ADN et protéines avec la mise en évidence de mutations >'*.
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Le principe de fonctionnement est assez simple : 1’acide nucléique a amplifier est
d’abord amplifié par PCR et marqué (traceur isotopique ou maintenant fluorochrome)
puis hybridé¢ sur la puce ADN. Apreés lavage, les hybrides sont repérés grace au
marquage par scanner puis interprétés par un logiciel spécifique (recherche et

quantification d’expression, recherche de variation de séquences) (Figure 22).

SOMDES CIBLES

Oligonucléotides ou Clones cDNA

Test Référence Excitation

Transcription
inwarse
Amplification "
. —— Marquage Emission
ct Purification ! fluorescent

Mk B9k

Dépdt robotisé

Hybridation

Les sondes : les oligonucléotides ou clones d’ADNc sont déposés sur la lame de verre.

Les cibles : les cibles Test et Référence sont couplées & deux marqueurs fluorescents différents
(par exemple, cyanine verte (Cy3) et cyanine rouge (CyS5)), puis assemblées pour
former le mélange complexe et étre hybridées aux sondes préalablement déposées.

La lecture : elle est réalisée par un scanner muni d’un microscope confocal, couplé a deux lasers,
possédant des longueurs d’onde spécifiques aux marqueurs fluorescents. L’excitation
et ’émission des fluorochromes produisent deux images en niveau de gris, qui sont
converties en pseudo-couleur et fusionnées pour étre analysées par un logiciel
d’analyse d’images.

Figure 22 : Schéma simplifié de I’étude du transcriptome par puces a ADN.
D’aprés **°

Dans notre travail nous avons utilis¢ des puces a ADN de la société
Affymetrix qui sont des plaques miniatures de silice brevetées (Genechip®) sur
lesquelles sont fixés des oligonucléotides de 25 bases synthétisés in situ par un
procédé de photolithogravure (technique des microprocesseurs) pouvant analyser 5

a 10 000 genes par puce par 15 sondes différentes par gene.
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Une des limitations de ce protocole est I’'important bruit de fond qu’il convient de
limiter par des contrdles stricts de qualité et des tests statistiques adaptés au volume et a
la complexité des résultats obtenus 2'®. De plus les puces ne détectent que les variations
importantes d’expression mais celles-ci ne sont pas forcément importantes sur le plan
physiologique. Et enfin tout le matériel transcrit n’est pas traduit en protéines: on
estime qu’environ 60 % des ARN sont traduits en protéine. Donc chaque expression
différentielle de geéne doit étre confirmée par une analyse protéomique ou a défaut par

mesure en RT-qPCR.

Enfin I’analyse du transcriptome, a ce jour, ne permet guére une étude globale
d’expression de I’ensemble des transcrits notamment les geénes faiblement transcrits (du
fait d’un bruit de fond ¢€levé, de signaux plusieurs fois moyennés) mais rend possible
une analyse ciblée de voies de signalisations ou métaboliques qui dans une situation

clinique donnée peuvent représenter une signature de la pathologie concernée.

1.4.3. Objectif de I’étude :

Depuis moins de dix ans 1’analyse transcriptomique s’est développée rapidement
et faisant naitre des espoirs d’avancées dans la compréhension des mécanismes
physiopathologiques des maladies. Poursuivant notre but d’étudier 1’apoptose dans le
CS et vus les résultats de la littérature ainsi que les notres qui montrent des données
toujours plus nombreuses mais sommes toutes assez disparates, il nous a semblé
intéressant d’utiliser cette nouvelle technologie de recherche. En effet I’analyse du
transcriptome semble pouvoir donner une « vue d’ensemble » des phénoménes observés
dans le CS, de pouvoir relier les voies biologiques entre elles et de pouvoir découvrir de
nouvelles cibles thérapeutiques. Notre but a été d’observer chez des patients en CS, les
variations d’expression du transcriptome au moment du diagnostic, de suivre cette
variation sur la période initiale de la réanimation et d’observer I’impact éventuel de la

rhPCa sur ce transcriptome.

101



1.4.4. Patients et méthodes :

A partir de 2006, tout patient en CS inclus dans le travail précédent, avait un
prélévement sur tube PAXgeéne (laboratoire Qiagen) pour analyse des ARN totaux isolés
des cellules nucléées circulantes (lympho-monocytes et polynucléaires). Les patients en
CS présentaient tous une pneumopathie documentée. Notre groupe contrdle était obtenu
par des patients en CS sur pneumopathie mais contre-indiqués a la rhPCa.
Une fois prélevés les tubes PAXgeéne étaient stockés a -80°C jusqu’a analyse. Le
protocole des prélévements biologiques est le méme que pour les études précédentes :
temps T1 au moment du diagnostic de CS avec ou non (groupe contrdle) indication a
I’utilisation de la rthPCa et le temps T2, 36h aprés. Les principales caractéristiques des

patients sont colligées sur le Tableau 6.

thPCa + rhPCa - P
(n=10) (n=10)
Age (an) 70+ 13.4 67.1+£13.7 NS
Genre Féminin [n (%)] 3 (30 %) 5 (50 %) NS
IGS 1T 62.7+2.8 61.5+3.7 NS
LOD score 9.1+£0.8 84+0.8 NS
Traitements par vasopresseurs (n) 10 10 NS
Ventilation Mécanique (n) 10 10 NS
Septicémie [n (%)] 7 (70 %) 6 (60 %) NS
Durée de séjour en Ré¢animation (jours) 31.9+9.8 442+ 11.3 NS
Mortalité a J28 [n (%)] 5 (50 %) 5 (50 %) NS
Type de bactérie : n (%)
Gram-positive 4 (40 %) 3 (30 %) NS
Gram-negative 6 (60 %) 6 (60 %) NS
Autres (fungi) 0(0%) 1 (10 %) NS
Source d’infection : n
Pneumonie 10 10 NS

dysfonction d’organes ; NS : non significatif.

Tableau 6 : Caractéristiques cliniques des patients : rhPCa : proteine C activée recombinante
humaine ; IGS : indice de gravité simplifié ; LOD score : score de défaillance d’organes.
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L’extraction de I’ARN ¢était réalisée suivant le protocole recommandé par le kit
RNA-easykit® (laboratoire Qiagen). Brievement, I’ARN total de 1’échantillon est traité
I’échantillon par protéases et DNAses, ¢lué sur colonne, puis précipité a I’éthanol. 1 est

conservé en suite a —80°C.

L’analyse du transcriptome a été faite par hybridation des ADNc correspondant sur
puces HG-U133 Plus 2 (54675 sondes, Affymetrix Santa Clara, CA) sur la plateforme
Biopuces de 'IGBMC, Poéle d’Innovation d’Illkirch. Des controles de qualités sont
effectués sur le bio-analyseur Agilent en vérifiant que le rapport 28S/18S soit >1,7 et le
RNA Integrity Number >7, nous permettant alors de garder tous nos échantillons

comme valides.

L’analyse bio-informatique a été réalisée au laboratoire de Bioinformatique et
Génomique Intégratives de 'IGBMC pour la partie CS a T1 en utilisant un groupe
controle les 48 patients sains issus de GEO, Gene Expression Omnibus du National

Center for Biothechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) 27 La

plateforme protéomique CLIPP (CLInical Proteomic Plateform) de Dijon a réalisé
I’analyse bioinformatique comparative comportant les données des patients traités ou

non par la rhPCa.

L’objectif de cette analyse est de transformer 1’intensité du signal en une valeur
d’expression quantitative en tenant compte de 1’ensemble des sondes. Pour ce faire, il

existe des algorithmes qui permettent de « normaliser » ce signal. Il en existe trois

principaux :

- MASS (MicroArray Suite, propriété d’ Affymetrix),

- RMA (Robust Multichip Array Analysis)

- et le plus utilis¢é le GCRMA (Gene Chip Robust Multichip Array
Analysis).

L’objectif de 1’analyse bio-informatique est de mettre en évidence les variations
significatives relatives a des mécanismes biologiques en augmentation ou diminution..
Puis différents tests statistiques sont utilisés (modeéle ANOVA a 2 facteurs et algorithme
Baysien empirique) pour comparer les variations d’expression (en moyenne) entre

groupes avec un seuil de variation (ou fold change) retenu comme valide >2.
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1.4.5. Résultats :

1.45.1. Caractéristiques du transcriptome au moment du diagnostic de

choc septique

L’analyse a été faite sur I’ensemble des patients, soit 20 patients au temps
T1 comparer au groupe contréle de la population de référence (patients sains).
Nous avons observé 1 379 génes significativement sur-exprimés (avec un fold
change qui varie de + 2 a + 415) pour 1 859 significativement sous-exprimés (avec

un fold change qui varie de - 2 a - 14).

Pour interpréter toutes ces données recueillies nous avons interrogé quatre

banques de données structurées de transcriptomes accessibles sur le net :

o Biocarta Database (banque d’analyse de genes et voies de

signalisation, San Diego, USA ; http:/biocarta.com/)

o David Bioinformatics database (Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery du National Institute of

Allergy and Infection, USA) *'®

o Ingenuity Pathways Analysis Knowledge Base (Ingnuity®
Systems, Redwood City, CA, USA) 219

o STRING database (banque de données d’interaction protéine-
220

protéine ; http://www.string-db.org/)

Le groupe controle est représenté par un panel de 48 personnes saines,
appareillées en age et sexe issus de la base GEO. Pour les quatre bases de données,

les recherches ont été effectuées exclusivement pour le genre Homo sapiens.
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. Base de données Biocarta :

A partir des codes identifiants Affymetrix que nous avons téléchargés dans le
logiciel d’exploitation de cette base, nous avons obtenu deux cartographies : ['une des
genes sur-exprimés (Figure 22) et D’autre sous-exprimés (Figure 23). Sur ces
cartographies les génes ont été classés en 3 groupes : processus biologiques, fonctions
moléculaires et composants cellulaires. Chaque groupe est décliné en sous-groupe ou
clusters fonctionnels. Pour les clusters significativement sur ou sous-exprimés figurent
le nombre de geénes impliqués et le niveau de significativité. Globalement les clusters
significativement surexprimés, par rapport au controle, sont: les organelles
correspondants (réticulum endoplasmique, vésicule), des activateurs de la coagulation,
les protéines de réparation et de facon moindre les mécanismes impliqués dans
I’inflammation et des systémes enzymatiques d’oxydo-réduction. Les clusters sous-
exprimés sont: facteurs nucléaires et nucléolaires, facteurs de différentiation
lymphocytaires, génes du TCR et I’expression des ARN dont les ARN ribosomaux.

Nos résultats suggerent que 1’activité transcriptionnelle est globalement diminuée

dans les cellules sanguines circulante dans le CS.

Concernant la sur-expression relative des mécanismes d’oxydo-réduction, nous
observons 76 geénes sur-exprimés en particulier ceux liés au métabolisme du fer et du
zinc. Un seul geéne de cette activité est réprimé, il s’agit d’une sous-unité nucléaires
mitochondriale de la NADH déhydrogenase. Ces résultats sont en phase avec ceux
obtenus par Gharib et col **! qui dans un modéle expérimental murin de pneumonie
(injection intra-trachéal de LPS) retrouve ces mémes activités enzymatiques comme
troisiéme cluster sur-exprimé. Une raison évoquée est I’origine pulmonaire du sepsis, ou
les pneumonies induisent une augmentation de 1’activité des cytochromes de la famille

P450 2,
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Figure 23 : Cartographie des activités dont les genes sont significativement sur-exprimés dans la base de données Biocarta.
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Figure 24 : Cartographie des activités dont les génes sont significativement sous-exprimés dans la base de données Biocarta.
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. Base de données David :

Selon la méme procédure que précédemment, avec en plus une possibilité
de restriction de classification (faible, modérée et élevée), 893 genes sur-exprimés
contre 989 geénes sous-exprimés ont été répertoriés par cette base de données.
Concernant les sur-expressions de genes, il existe 23 clusters classés avec un score
d’enrichissement de 3,72 a 0,48. Puis nous avons analysé (filtre réglé sur « high
similiraty score ») cette liste en recherchant les activités associées a ces genes
(« functional related genes »), et sélectionné 50 geénes (Tableau 7). Quand nous
faisons la méme procédure avec les geénes sous-exprimés nous obtenons 26

clusters, enrichis d’un facteur 15,12 a 2,93. La liste de genes fonctionnels est de

60, reportée dans le Tableau 8.
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# Gene Species Kappa
1 TAO kinase 1 Homo sapiens 0,756
2 WNK lysine deficient protein kinase 1; hypothetical LOC100132369 Homo sapiens 0,746
3 MAP kinase interacting serine/threonine kinase 1 Homo sapiens 0,727
4 casein kinase 1, alpha 1 Homo sapiens 0,727
5 microtubule associated serine/threonine kinase family member 4 Homo sapiens 0,710
6 SFRS protein kinase 1 Homo sapiens 0,708
7 alpha-kinase 1 Homo sapiens 0,692
8 receptor-interacting serine-threonine kinase 3 Homo sapiens 0,682
9 G protein-coupled receptor kinase 6 Homo sapiens 0,674
10 interleukin-1 receptor-associated kinase 4 Homo sapiens 0,650
11 serine/threonine kinase 3 (STE20 homolog, yeast) Homo sapiens 0,636
12 KIAA0232 Homo sapiens 0,604
13 feline sarcoma oncogene Homo sapiens 0,595
14 chromosome 9 open reading frame 103 Homo sapiens 0,583
15 calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta Homo sapiens 0,583
16 Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncogene homolog Homo sapiens 0,581
17 inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase C Homo sapiens 0,571
18 LIM domain kinase 2 Homo sapiens 0,562
19 BMX non-receptor tyrosine kinase Homo sapiens 0,541
20 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 3 Homo sapiens 0,541
21 STEZ20-related kinase adaptor alpha Homo sapiens 0,517
22 homeodomain interacting protein kinase 1 Homo sapiens 0,513
23 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 3 Homo sapiens 0,512
24 spermatogenesis associated 5-like 1 Homo sapiens 0,499
25 phosphoglycerate kinase 1 Homo sapiens 0,499
26 nemo-like kinase Homo sapiens 0,499
27 ninein (GSK3B interacting protein) Homo sapiens 0,487
28 PAP associated domain containing 4 Homo sapiens 0,474
29 dynein, cytoplasmic 1, light intermediate chain 2 Homo sapiens 0,456
30 5-oxoprolinase (ATP-hydrolysing) Homo sapiens 0,448
31 ARP2 actin-related protein 2 homolog (yeast) Homo sapiens 0,440
32 mitogen-activated protein kinase kinase 6 Homo sapiens 0,435
33 c-mer proto-oncogene tyrosine kinase Homo sapiens 0,430
34 PX domain containing serine/threonine kinase Homo sapiens 0,430
35 sterile alpha motif and leucine zipper containing kinase AZK Homo sapiens 0,420
36 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 Homo sapiens 0,410
37 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 Homo sapiens 0,408
38 twinfilin, actin-binding protein, homolog 2 (Drosophila) Homo sapiens 0,407
39 phosphatidylglycerophosphate synthase 1 Homo sapiens 0,406
40 acyl-CoA synthetase short-chain family member 2 Homo sapiens 0,399
41 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 Homo sapiens 0,399
42 kinesin family member 14 Homo sapiens 0,394
43 ubiquitin-conjugating enzyme E2R 2 Homo sapiens 0,387
44 protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic subunit Homo sapiens 0,382
45 tudor domain containing 9 Homo sapiens 0,380
46 ribonuclease L (2',5'-oligoisoadenylate synthetase-dependent) Homo sapiens 0,373
47 kinesin family member 3C Homo sapiens 0,371
48 hexokinase 3 (white cell) Homo sapiens 0,368
49 pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) kinase Homo sapiens 0,367
50 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 1 Homo sapiens 0,354

Tableau 7 : Liste des genes significativement surexprimés a la phase initiale du CS chez
I’homme, selon I’analyse de la base de données DAVID. Kappa : niveau de corrélation
(niveau maximal=1).
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Gene
NOP16 nucleolar protein homolog (yeast)
nucleolar protein 11
coiled-coil domain containing 104
nucleolar protein 9

MAK16 homolog (S. cerevisiae)
glioma tumor suppressor candidate region gene 2; glioma tumor suppressor
candidate region gene 2 pseudogene

TWIST neighbor

RRN3 RNA polymerase | transcription factor homolog (S. cerevisiae)
similar to ABT1-associated protein; ESF1, nucleolar pre-rRNA processing protein,
homolog (S. cerevisiae)

ribosomal L1 domain containing 1

chromosome 2 open reading frame 37

tRNA splicing endonuclease 54 homolog (S. cerevisiae)

ribosomal RNA processing 1 homolog B (S. cerevisiae)

hypothetical gene supported by NM_014886; TGF beta-inducible nuclear protein 1
UTP3, small subunit (SSU) processome component, homolog (S. cerevisiae)
NOP14 nucleolar protein homolog (yeast)

SDA1 domain containing 1

tRNA splicing endonuclease 15 homolog (S. cerevisiae)

WD repeat domain 43

Lyl antibody reactive homolog (mouse)

NOPS56 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP2 nucleolar protein homolog (yeast)

WD repeat domain 75

nucleolar protein 8

PRP39 pre-mRNA processing factor 39 homolog (S. cerevisiae)

M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein)
chromosome 14 open reading frame 169

Fanconi anemia, complementation group |

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit L

polyhomeotic homolog 1B (Drosophila); polyhomeotic homolog 1 (Drosophila)
DAZ associated protein 1

ubiquitin specific peptidase 36

Species
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
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Kappa

0,818
0,799
0,799
0,761
0,692

0,666
0,642
0,642

0,642
0,624
0,615
0,588
0,588
0,588
0,580
0,571
0,562
0,562
0,529
0,514
0,499
0,476
0,473
0,473
0,473
0,465
0,461
0,457
0,451
0,449
0,449
0,438



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

60

transmembrane protein 109

cirrhosis, autosomal recessive 1A (cirhin)

FtsJ homolog 2 (E. coli)

IMP3, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)
exosome component 6

GATA zinc finger domain containing 2B

N-acetyltransferase 10 (GCN5-related)

DIM1 dimethyladenosine transferase 1-like (S. cerevisiae)
WD repeat domain 3

ribosomal protein L3; similar to 60S ribosomal protein L3 (L4)
kelch-like 7 (Drosophila)

fibrillarin

NHP2 non-histone chromosome protein 2-like 1 (S. cerevisiae)
zinc finger, CCHC domain containing 17

polymerase (RNA) | polypeptide C, 30kDa

GAR1 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NHP2 ribonucleoprotein homolog (yeast)

vaccinia related kinase 1

Opa interacting protein 5

ribosomal protein S25 pseudogene 8; ribosomal protein S25
ceramide kinase-like

RRS1 ribosome biogenesis regulator homolog (S. cerevisiae)
TH1-like (Drosophila)

ets variant 6

ribosomal protein L36; ribosomal protein L36 pseudogene 14
pyrin and HIN domain family, member 1

chromosome 1 open reading frame 149

ribosomal protein L5 pseudogene 34; ribosomal protein L5 pseudogene 1; ribosomal

protein L5

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens

0,432
0,421
0,409
0,409
0,399
0,399
0,399
0,399
0,384
0,380
0,380
0,377
0,374
0,374
0,374
0,374
0,374
0,374
0,372
0,368
0,367
0,367
0,363
0,359
0,358
0,357
0,352

0,350

Tableau 8 : Liste des genes significativement sous-exprimés & la phase initiale du CS chez
I’homme, selon I’analyse de la base de données DAVID. Kappa : niveau de corrélation
(niveau maximal=1).
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e  Base de données Ingenuity® :

Nous avons appliqué la méme procédure que précédemment sur cette base de
données avec le logiciel IPA v5.2 sous licence de Ingenuity® System, Inc, USA. Dans
une premicre étape, 5 fonctions prépondérantes ont été identifiées pour les classes
suivantes : maladies, fonctions cellulaires et fonctions physiologiques avec leur niveau
de significativité et le nombre de molécules impliquées modifiées par le CS versus

patients sains (Figure 25).
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Figure 25: Résumé des 5 premiéres classes de génes correspondant soit a des :
maladies, fonctions cellulaires ou fonctions physiologiques impliquées a la phase
initiale du CS par rapport a un groupe de sujets sains. (p-value : seuil de significativité
statistique ; #:nombres de molécules modifiées).

Plus finement, 865 processus biologiques sont modifiés entre le temps TO de notre
cohorte et le groupe contrdle. L’Annexe 3 visualise les 10 premiers processus
biologiques et/ou maladies auxquels sont associés les fonctions biologiques et molécules
(ainsi que le nombre de molécules impliquées dans chaque fonction biologique). Enfin,

le niveau de significativité est reporté pour chaque fonction.
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Si I’on distingue les génes sur- et sous-exprimés nous obtenons

respectivement : 12 et 853 geénes. Pour simplifier les représentations, seulement les

10 premiers geénes sur- et sous-exprimés sont reportés sur les Tableaux 9 et 10.

© 2000-2010 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Symbol
ILIR2

MKNK1
MAP2K6

IRAK3
MEF2A
(includes
EG:4205)

ILIR1
IL1A

MAPK14

CREB5

MAP3K5
(includes
EG:4217)

Synonym(s)
CD121b, CDW121B, DECOY R2, IL-1R type II, ILIRB, MGC47725

2410048M24Rik, MGC112775, MNK1

MAPK KINASE 6, MAPKK6, MEK6, MGC93287, MKK6, MKKGBE, PRKMKS6,

SAPKK3

4833428C18Rik, Al563835, ASRTS5, FLJ13601, IRAK-M

A430079HO5RIik, ADCAD1, M-S EF2A, Mef2a, RSRFC4, RSRFC9

Entrez Gene Name

interleukin 1 receptor, type Il
MAP kinase interacting
serine/threonine kinase 1
mitogen-activated protein
kinase kinase 6

interleukin-1 receptor-
associated kinase 3

myocyte enhancer factor 2A

CD121A, CD121b, D2S1473, IL-1R-alpha, IL-IR, IL1R, ILIRA, INTERLEUKIN 1

BETA RECEPTOR, MGC129154, P80
IL-1, IL1-ALPHA, IL1F1, Interleukin-A

interleukin 1 receptor, type |
interleukin 1, alpha

CRK1, CSBP, CSBP1, CSBP2, CSPB1, EXIP, Hog, MAPK p38, MGC102436,
MGC105413, MXI2, P38, P38 KINASE, P38 Map Kinase, p38 Mapk alpha, P38-

ALPHA, p38-RK, p38/Hog1, p38/Mpk2, P38/RK, p38a, p38Hog, p38MAPK,
PRKM14, PRKM15, RK, SAPK2A

CRE-BPA, D430026C09Rik, RGD1566107

7420452D20Rik, APOPTOSIS SIGNAL REGULATED KINASE 1, ASK, ASK1,

Map3k5, MAPKKKS5, MEKK5, MGC141518, MGC141519, RGD1306565

mitogen-activated protein
kinase 14

cAMP responsive element
binding protein 5

mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 5

Tableau 9 : 10 premiers genes sur-exprimés (classés par ordre décroissant de +42,2 a
+3,4) dans le CS a T1 par rapport aux sujets sains, selon la base de données

Ingenuity®.
Symbol Synonym(s)
ACID PHOSPHATASE 5, MGC117378, Pap, TRACP, Tracp 5b, TRAP,
ACP5 TTRRAP, Uteroferrin
CD3E AI504783, CD3, CD3-EPSILON, CD3A, FLJ18683, T3E, TCRE
CD3-GAMMA, Ctg-3, FLJ17620, FLJ17664, FLJ79544, FLJ94613,
CD3G MGC138597, T3G
Al661682, ATAC, Cytokine SCM-1, LPTN, LTN, LYMPHOTACTIN, SCM-
XCL1 1, SCM-1-alpha, SCM-1A, SCYC1
FLJ22602, MGC117436, MGC182949, MGC182955, MGC22624,
MGC23964, MGC71411, OTTMUSG00000015028, PT ALPHA, TCR
TRA@ ALPHA, Tcra, TCRD, TEA, TRA
NOV C130088N23Rik, CCN3, IGFBP-RP3, IGFBP9, NOVH
IGHD FLJ00382, FLJ46727, MGC27165, MGC29633
SH2D1B EAT-2A, EAT2, RGD1563935, Sh2d1b1
FL, FLT3 LIGAND, FIt3l, FMS-RELATED TYROSINE KINASE 3 LIGAND,
FLT3LG Ly72L
FC ALPHA RECEPTOR 1, Fc Epsilon R1, FC EPSILON R1 ALPHA, FC
FCER1A EPSILON RI, FCE1A, FcERI, Fcr-5, Iger01, IGERA, RATIGERO1
2210401K01RIK, 9430072K23RIK, Al647968, HCN, NCRNAO0047,
MALAT1 NEAT2, PRO1073, PRO2853

Entrez Gene Name

acid phosphatase 5, tartrate
resistant

CD3e molecule, epsilon (CD3-TCR
complex)

CD3g molecule, gamma (CD3-TCR
complex)

chemokine (C motif) ligand 1

T cell receptor alpha locus
nephroblastoma overexpressed
gene

immunoglobulin heavy constant
delta

SH2 domain containing 1B

fms-related tyrosine kinase 3 ligand
Fc fragment of IgE, high affinity I,
receptor for; alpha polypeptide
metastasis associated lung
adenocarcinoma transcript 1 (non-
protein coding)

Tableau 10 : 10 premiers génes biologiques sous-exprimes (classes par fold change
décroissant de -9,42 a -7,96) dans le CS a T1 par rapport aux sujets sains, selon la base
de données Ingenuity®.
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e  Base de données STRING database (v8.3) :

Une approche complémentaire consiste a prendre en compte les liens identifiés
entre les protéines correspondantes aux geénes identifiés et 1’ensemble des
connaissances. Cinq critéres sont ainsi utilisés : proximité des génes dans le génome,
existence prouvée d’une co-expression, existence expérimentale d’interactions
moléculaires, association mentionnée dans les bases de publications scientifiques et
existence de génes fusionnés dans certains organismes.

Concernant les 1 379 genes surexprimés, en utilisant un degré de restriction
¢élevé (very high), nous avons obtenu 153 nceuds d’interactions avec 171 liens

entre eux (Figure 26).

Figure 26 : Interaction des génes sur-exprimés de patients en choc septique (comparé a
un groupe contr6le de patients normaux). Chaque bulle représente un géne : petite bulle
pour gene seulement, grosse bulle pour géne avec a I’intérieur sa proteine identifiée. La
Iégende des couleurs indique les criteres d’identification : : bleu pour homologie, vert
pour genes voisins, rouge pour genes de fusion, noir pour co-expression, jaune pour
textminig.
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Puis nous avons utilisé la plateforme interactive Cytoscape® pour accéder aux
différentes données issues des principales bases de données géniques,
transcriptomiques et protéomiques dont la plus connue est I’encyclopédie descriptive
et fonctionnelle du génome KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome).

Ainsi nous avons obtenu une simplification visuelle des résultats (Figure 27).

Figure 27 : Représentation des interactions des transcrits sur-exprimés (par
rapport au groupe témoin de patients sains) dans Cytoscape®. Rond rouge :
transcrit, sur lequel on peut, en ligne, cliquer dessus pour faire apparaitre le nom
de la protéine et avoir acces au protéome ; ligne bleu : interaction décrite entre
deux transcrits.

Avec I’analyse par KEGG, nous avons obtenu 41 voies de signalisation

impliquées, dont nous avons montré que les quinze premieres (Figure 28).
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s« kol 4062 hemokine signaling pathwyw (5)
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s kol 4120 bhigudn mediated protweolysis (3)

o kol 4920 Alipocvinkine signaling pathwmy (3)

e kol 4510 Focal sadhesion (3)

e ko 4810 Eeguation of actn cyimskeleton (2)

e kol 4670 [Ewocyte tTansendothelial migraton (2]
¢ kol 4 660 T cell recepior signaling pathwy (2)
e kol 4012 ErbBE sigcnaling pathvwy (2)

o kol 4144 Endocyimsis (2)

o kol 5221 A-uae myeloid lekemia (20

e kol S2 20 Thronic myelold ledkemia (2)

Figure 28 : Liste des quinze premieres voies de signalisation impliquées chez les génes
significativement sur-exprimés (par rapport au groupe témoin) dans KEGG. Entre-
parenthese, le nombre d’expression de genes impliqués.

On constate immédiatement que les mécanismes responsables de
I’inflammation concernent plus de 21 génes (voie Jak-STAT, chémokine,

interactions cytokines-cytokines et adipocytokines signalisation).
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Chaque voie de signalisation peut étre détaillée comme dans 1’exemple de la

premiére voie (en nombre de génes impliqués), la voie Jak/STAT (Figure 29).
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Figure 29 : Détail de la voie de signalisation Jak/STAT dans KEGG. En bleu figure les
genes impliqués dans cette voie de signalisation, en violet encadré de rouge les génes
impliqueés et retrouvés dans notre étude, en encadré blanc les voies de signalisation.
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Concernant les 1 879 geénes sous-exprimés, en utilisant le méme degré de
restriction élevé (very high), nous avons obtenus 392 nceuds et 1 203 liens entre

eux (Figure 30).

Figure 30 : Interaction des genes sous-exprimés de patients en CS, par apport a un
groupe contrdle de 48 patients normaux. Chaque bulle représente un gene : petite bulle
pour géne seulement, grosse bulle pour gene avec a I’intérieur sa protéine identifiée.
Les traits de couleurs indiquent les criteres d’identification des genes : bleu pour
homologie, vert pour génes voisins, rouge pour genes de fusion, noir pour co-
expression, jaune pour textminig.
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Par KEGG, nous avons une simplification de la représentation mais qui fait

apparaitre plusieurs nceuds différents (Figure 31).

Figure 31 : Représentation par Cytoscape® des interactions des génes sous-exprimés
de patients en CS, par apport a un groupe contrdle de patients normaux. Rond rouge :
transcrit, sur lequel on peut, en ligne, cliquer dessus pour faire apparaitre le nom de la

protéine et avoir accés au protéome ; ligne bleu : interaction décrite entre deux
transcrits.

Cette figure objective plusieurs nceuds de connexions entre différents génes

(environ 6) en faveur d’une intense sous-expression de génes induite par le CS.
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Avec ’analyse par KEGG, nous avons obtenu 30 voies de signalisation

impliquées, dont nous avons montré que les quinze premicres (Figure 32).

Show all objects
o kol 4660 T cell recepior signealing pathwy (16)
e kol 4110 ®&ll cyecle (13)
e kol 4640 Hemotwpoietno cell linsage (12)
e kol 1100 Mwbolic pathmys (10)
e« kol 5200 Poathmwvs in cancer (10)
« kol 4111 Cell cycle - yeast (10)
s ko0 5340 Primary immmedeficiency (10)
» kol 4650 Hatwal killer cell mediated cywmoxicity (9)
e ko0 4010 MPE signaling pothwmy (9)
e kol 4060 wkine-cyimkine receptor interacton (9)
e« kol 4062 Chemokine signaling pathwy (8)
e« kol 4514 kl]l adhesion molecues () (8)
# ka0 S2'10 lorectl cancer (7)
» kol 4612 Ffntgen processing and presentation (7))
» ko0 4510 Focal adhesion (7)

o kol 4630 Jak-5TE signaling pathwmy (6)

Figure 32 : Liste des quinze premieres voies de signalisation impliquées chez les génes
significativement sous-exprimés (par rapport au groupe témoin) dans KEGG. Entre-
parenthese : le nombre d’expression de génes impliqués.

Cette analyse confirme bien la dépression des mécanismes immunitaire

(voie du TCR, cycle cellulaire et hématopoiese).
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Chaque voie de signalisation peut étre détaillée comme dans I’exemple de

la premiere voie (en nombre de geénes impliqués), le TCR (Figure 33).
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Figure 33 : Détail de la voie de signalisation du TCR dans KEGG. En bleu figure les
génes réprimés dans cette voie, en violet encadré de rouge les genes impliqués et
retrouves dans notre étude, en encadré blanc les voies de signalisation.
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Néanmoins, dans ce groupe de génes sous-exprimés, nous voyons qu’il
existe des noeuds d’interactions denses (Figure 31) qui peuvent étre a leur tour

explorés. Ainsi nous avons détaillé le nceud le plus dense dans la Figure 34.

Figure 34 : Détail du nceud d‘interactions le plus concentré dans le groupe de génes
sous-exprimes de patients en CS, par apport a un groupe contrdle de patients normaux.
Rond rouge : transcrit avec son code GEO, sur lequel on peut, en ligne, cliquer dessus
pour avoir acces au proteome ; ligne bleu : interaction décrite entre deux transcrits.

L’analyse par KEGG de ce nceud fait apparaitre deux voies de signalisation
représentées sur la Figure 35 et nous avons détaillé la voie de la maladie de Parkinson

(Figure 36).

Show all objects
e ol 4626 Plentpathiogen interacton (1)
» ko0 5012 Parkinsen's disease (1)

Figure 35: Voies de signalisation induites dans le nceud principal du groupe de génes
sous-exprimés de patients en CS, par apport a un groupe controle de patients normaux.
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Figure 36 : Voie de signalisation de la maladie de Parkinson impliquée dans le nceud
d’interaction principal du groupe de génes sous-exprimés de patients en CS. En bleu
figure les genes impliqués dans cette voie, en violet les genes impliqués et retrouvés
dans notre étude, en encadré blanc les voies de signalisation.

1.45.2. Analyse des genes differemment exprimés chez les patients en

choc septique traités ou non par la rhPCa :

Cette plateforme a utilisé d’autres tests statistiques (T-test pour données
appari¢es pondéré par la méthode Benjamini-Hochberg pour limiter les faux-positifs)

pour mettre en évidence des génes responsables d’activités modulées par le traitement.

Dans le groupe traité par la rhPCa :
- 9 genes ont une variation significative entre les temps T1 et T2,
comparé au groupe contrdle (groupe rhPCa-) (Tableau 11)

- 4 génes sont sur-exprimés contre 5 sous-exprimés (Figure 37).
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Ldentifiant Nom du géne

202815 s at  hexamethylene bis-acetamide inducible 1

202708 s at  histone cluster 2, H2be

224724 at sulfatase 2

228029 at deoxyribonuelease 1

219205 = at  procollagen C-endopeptidase enhancer 2

232421 at ubiguitin-conjugating enzyme E2H (UTBCE homolog, veast)
2005040 at orosomucoid 1

224391 s at  sialic acid acetylesterase

204388 s at  monoamine oxidase A

Tableau 11 :  Genes dont I’expression a été significativement différente entre T1 et T2
dans le groupe rhPCa+, comparé au groupe contréle rhPCa-.

Une premiére analyse bibliographique des génes cités dans le Tableau 11, fait
apparaitre que 1’hexamethylene bis-acetamide inductible 1 est un facteur inhibiteur de la

223 .
. L’histone

transcription (facteur b d’élongation) qui controle la RNA polymerase 11
cluster 2 (H2b) fait partie avec H2a, H3 et H4 des histones qui contrdlent la structure de
la chromatine et des nucléosomes. Toute modification d’activité/fonction des histones
interfére avec la réplication, transcription et réparation de la chromatine, objectivant
I’importance de ces molécules **. La sulfatase 2 est une enzyme extracellulaire qui
module la signalisation cellulaire en interférant avec les facteurs de croissance. Cette
enzyme est capable de promouvoir la voie de signalisation Wnt et d’inhiber la voie du
FGF-2, deux voies induites lors de certains cancers (poumon, pancréas et
hépatocarcinome) **°. La deoxyribonuclease 1 (Dnase I) est une enzyme responsable de
coupure d’ADN simple brin, dont la diminution d’activité a été¢ récemment corrélée
avec l’activation de la voie Fas et D’exces d’apoptose observés dans le lupus

. 7 22
érythémateux %,

Le procollagen-C-endopeptidase enhancer 2 intervient dans le
métabolisme du cholestérol, en particulier le HDL, en stimulant 1’apo-lipoprotéine Al
*7 Son rdle dans les maladies inflammatoires et les cancers n’est pas clairement

démontré.
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L’ubiquitination est un phénomene biologique universel chez les eucaryotes, dont
le role est la protéolyse médiée une cascade d’enzymes: E1, E2 et E3. Ce systeme
intervient dans plusieurs processus biologiques dont 1’apoptose, la transcription de
’ADN, le cycle cellulaire, Iinflammation et la réponse immunitaire *%°.
L’orosomucoide est une protéine plasmatique qui appartient au groupe des protéines de
la phase aigué de I’inflammation liée a I’infection. La synthese de cette protéine est sous
la dépendance de cytokines, en particulier de I'IL-1, IL-6 et du TNF-a. Son rdle
physiologique n’est pas clairement déterminé bien que récemment il ait ét¢ montré que
cette protéine intervient dans I’homéostasie de I’inflammation du tissu adipeux **°.
L’acetylesterase sialique acide intervient dans les mécanismes de tolérance des
lymphocytes B, au niveau du BCR en le réprimant **°. Enfin la monoamine oxydase est
une enzyme du métabolisme neuronal qui prévient 1I’apoptose neuronale en maintenant
le potentiel de membrane mitochondrial des neurones. La diminution d’activité ou
I’inhibition de la monoamine oxidase entraine un exces d’apoptose des neurones,

constatation qui est une des caractéristiques des maladies neuro-dégénératives comme la

maladie de Parkinson 2",

Ainsi il est a noter que chacun de ces génes a déja été¢ identifi¢é comme participant a
la réaction au stress cellulaire ou au mécanisme de mort cellulaire. Une analyse plus

approfondie est nécessaire pour rendre compte des variations observées.
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Patients traités
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Figure 37 : Représentation des expressions de 9 geénes significativement différentes
entre T1 et T2 dans le groupe rhPCa+, comparées au groupe controle
rhPCa-. Les références des génes sont rapportées dans le Tableau 11.

Concernant la survie des patients du groupe rhPCa+, il n’a pas été mis en évidence
de modification significative d’expression de géne en comparaison entre le sous-groupe
de patients rhPCA+ décédés versus le sous-groupe de patients thPCa- décédés. Une vue
d’ensemble de 1’analyse sur la survie avec ou sans rhPCa est reportée sur le
dendrogramme de la Figure 38. Il peut étre envisagé que les mécanismes permettant la
restauration des fonctionnalités du systéme immunitaire ont ét€ mobilisés avant le

traitement et privilégiés dans certains cas par I’administration de rhPCa.
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Figure 38 : Dendrogramme representant les niveaux élevés (rouge) ou diminué (jaune)
d’expression des génes chez 20 patients en choc septique a I’inclusion (TO sur la figure).
Figure en ordonné gauche le caractére survie (S) ou non-survie (NS) ainsi que la présence
du traitement par rhPCa (FSR) ou non (POT). En abscisse figure I’ensemble des 54675
genes éetudiés. En ordonné droite figure le regroupement des patients en fonction de leur
profil d’expression. Nous voyons qu’il n’existe pas de regroupement franc entre survivants
rhPCa+ (identifiés FSR et S) et decédés rhPCa- (identifies POT et NS).
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2. Discussion :

Concernant la premiere partie de résultats sur le CS au temps T1, une premicre analyse
des 3 bases de données d’expressions de genes objective qu’elles ont des abords et des rendus

de résultats différents mais nous pouvons voir cependant des concordances :

1. le CS chez ’homme a la phase précoce induit de nombreuses variations
d’expression de genes avec une nette tendance générale a la sous-expression, par le

nombre de genes et la puissance statistique rattachée.

2. Les processus biologiques sur-exprimés les « plus visibles » sont la réaction
inflammatoire avec 1’activation des cytokines, en particulier IL-1 (et ses
récepteurs), avec ’activation de MAP kinases et des enzymes du métabolisme

(kinases, transférases, oxido-réductases)

3. les processus biologiques les plus sous-exprimées nous sembles étre les systemes
d’activation/différentiation des lymphocytes avec en particulier le TCR, les
activités ribosomales, nucléaires et cytosoliques (surtout dans la base David) et

I’activité des organelles (membranaire et cytosolique).

Ces résultats sont a comparer avec ceux de la littérature. Le premier travail sur le
transcriptome dans le sepsis remonte & 2006, par I’équipe de Suffredini et col *** qui étudia,
chez huit volontaires sains, les effets de I’injection de LPS d’E Coli sur sang total durant les
24 premieres heures, confrontés a un groupe controle (injection de sérum physiologique). Ils
observerent des modifications trés rapides du transcriptome (dés 6h) avec une normalisation a
la 24°™ heure. 439 génes étaient sur-exprimés versus 428 sous-exprimés. Les 5 premiers
genes sur-exprimés étaient : facteur V, CD63, MER tyrosine kinase, activin A et Janus kinase.
Les 5 premiers genes réprimés étaient : transketolase, ribosomal protein S19, MEC binding
protein 2, Rac/Cdc42 et small nuclear ribonucleoprotein. Ils ont aussi réalisé
12 RT-qPCR de geénes dont I’expression était significativement modifiée pour confirmer leurs

résultats.
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Nous n’avons retrouvé que la sous-expression ribosomale comme génes communs. Ceci
peut étre di au profil de 1’étude : injection unique de LPS avec normalisation en 24 h contre
6éme

foyer infectieux persistant et premier prélévement a la 3 heure.

Puis une équipe australienne > réalisa une étude du transcrit (18 664 génes) sur
uniquement les polynucléaires neutrophiles de 44 patients en sepsis (dans les 24 h apres le
diagnostic mais 20 % de prélevements négatifs et nombre de CS inconnu) qui objectiva 50
« signatures géniques » classées en trois clusters: fonction mitochondriale et fonction
immunitaire qui sont réprimées et réponse inflammatoire qui est augmentée. Ces clusters ont
¢été validés dans une autre cohorte de 30 patients en sepsis. 19 expressions de ces geénes ont ¢été
retrouvées dans notre étude. Ce faible nombre de génes en commun peut étre expliqué par le
fait que nous avons travaillé sur du sang total (granulocytes et lympho-monocytes) et que

notre population est plus homogéne bien que plus petite (tous les patients sont en CS).

Plus proche de notre étude est le travail réalisé par Tang et col ***, qui analysa, sur une
cohorte de 35 patients en sepsis sévere, le transcriptome a la recherche 1a aussi d’une
signature moléculaire du sepsis. En utilisant la méme puce Affimetrix que nous mais
uniquement sur les lympho-monocytes circulants et avec un fold change de 1,5, ils ont
objectivé 138 expressions de geénes significativement modifiées, groupées en quatre clusters.
Deux sont sur-exprimés : apoptose et transduction du signal, réponse inflammatoire ; deux
autres réprimés : activation lymphocytaire et fonction immune. Ces résultats sont comparables
aux notres. Lorsque 1’on regarde les génes sélectionnés par les auteurs (par fold change
¢léveé), nous pouvons constater des similitudes avec nos résultats comme reporté sur le

Tableau 12.
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Gene $ymbal Biolugical Process/Molecular Function | Nos
Résultats

SYNJ1 Synatic vesicle endocytosis e
PICALM Frotein complex assembly X
MFAP3 Structural protein X
CARD12 Apoptosis
APAF1 Apoptosis X
PLCG2 Transmembrane signaling X
PIKICG Transmembrane signaling
ELMODZ Apoptosis X
C1GALTICA Transferase activity
COL443BP Transferase activity X
FBXO33 Post-translationa protein modification X
ATP13A ATPase activity X
GMEBE4 Transmembrane signaling
SAR1TB Intra-cellular protein transport
S5FA2 Unknown

I PTPH1 Activation of the (MAPK) cascades
IL10RBE Anti-infammatory cytokines X
MAPKE Activation of the (MAPK) cascades X
CTSC Activation of serine proteinases in immune cells X
PLA2GT Inflammatory response e
SCC5 Regulation of cytokine signaling X
S100A8 Inflammatory response X
GMAT2 Transmembrane signalling
DCK Pyrmidine metabolism X
EIF359 Transiation initiation
DDX24 RMA metabolism X
THFSFS Inflammatory response X
IL27RA Regulation of lymphocyte activity X
DOHH Chromosome condensation
MAPKEIP2 T cell activation X
BCL2 Suppress apoptosis
GF1BB Immune function
SQsSTM1 Regulation of immune responss
sSCT Secretin
ISYMA1 Pheospholipid biosynthesis
LTK Tyrosine kinase signaling pathway
JSRP1 Excitation-contraction coupling
TFRC Transfernn receptor X
DCEBLD2 Protein binding

Tableau 12:  Comparaison des expressions de genes significativement modifiées dans le
CS dans I"étude de Tang et col . X : génes communs avec nos résultats.
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Bien que pédiatrique et donc différente de notre cohorte, Wong HR et col *** ont publié
une ¢étude importante du transcriptome (en utilisant les mémes puces) dans une double
population d’enfants en sepsis sévere ou en CS. 1 867 génes ont une expression modifiée dans
le CS comparé aux 606 génes dans le sepsis, dont 381 en commun. Ceci suggere que la
survenue du choc dans le sepsis soit bien une entité spécifique et qu’il ne faut pas
« mélanger » le CS avec les autres états septiques (sepsis, sepsis sévere), comme parfois nous
I’observons dans la littérature.

Puis les auteurs ont analysé les 381 génes communs, pour diminuer, aprés tests
statistiques a 136 puis a 35 en prenant un fold change >2. 23 génes sont communs avec notre

¢tude, reportés sur le tableau 13.

RESULTATS de L'ETUDE de WONG NOS RESULTATS
Cyclin B2 X
CD200 molecule X
CD74 molecule, major histocompatibility complex, class Il invariant X
CD79a molecule, immunoglobulin-associated alpha X
CD86 molecule X
class Il, major histocompatibility complex, transactivator X
Erk
histone deacetylase 9
Histone h3
Major histocompatibility complex, class Il, DM alpha X
Major histocompatibility complex, class Il, DM beta X
Major histocompatibility complex, class Il, DO alpha X
Major histocompatibility complex, class I, DP alpha 1 X
Major histocompatibility complex, class Il, DQ beta 1 X
Major histocompatibility complex, class Il, DR alpha X
Major histocompatibility complex, class Il, DR beta 1 X
hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM) X
IFN-B X
immunoglobulin heavy constant mu
Jnk
low density lipoprotein receptor X
myocyte enhancer factor 2C X
MCH Class Il X
MCH Class II B X
Mhc2
P38 MAPK
protocadherin 9
proteinase 3
resistin X
TGF-B X
transforming growth factor, beta-induced, 68kDa X
tribbles homolog 1 (Drosophila)
ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1 X

Tableau 13 : Comparaison des expressions de genes dans le CS chez I’enfant (d’aprés
Wong HR et col ®) versus notre travail. X : expression de géne commune avec notre
cohorte
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Enfin, les auteurs n’ont pas analysé les 1 310 autres génes mis en évidence dans le

groupe CS, sans donner d’explications dans leur article.

Une autre publication s’approche de notre travail, a savoir celle de Howrylak et col **°

qui rechercha une signature moléculaire lors de la survenue d’une atteinte pulmonaire au

cours du sepsis. 13 patients en sepsis sévere avec atteinte respiratoire (mais seulement %5 des

patients avaient une infection pulmonaire) comparativement a un groupe controle de 20

patients en sepsis sans atteinte respiratoire. Avec les mémes puces que dans notre étude, cette

équipe a objectivé un groupe de huit geénes statistiquement discriminant a 88,9 % lors de

I’atteinte respiratoire dans le sepsis. Ces genes sont reportés sur le tableau 14 ainsi que la

concordance avec notre étude.

v A Nos résultats
Ferritin, heavy polypeptide 1 - -
ADP — ribosylation factor 3 X
BTG family, member 2 X
NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2 -
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl) ) X
Patatin-like phospholipase domain containing 2 N X
Aminopeptidase-like 1 7 X
CREB/ATF bZIP transcription factor 7 X

Tableau 14 : Liste des 8 expressions de geénes significativement modifiées en cas
d’atteinte respiratoire lors du sepsis. Seule I’expression des génes p21 et Cip a été
validée par une cohorte de controle (RT-gPCR). D’aprés 2 X signifie que nous
retrouvons ce géne dans notre étude, , ¥7 signifie respectivement une expression

diminuée ou augmentée dans notre cohorte.

Ainsi nous retrouvons une trés grande partie des genes associés a 1’atteinte respiratoire

dans le sepsis. Ceci montre la robustesse de notre approche expérimentale. Nous n’avons pas

en revanche d’explication pour les deux expressions manquantes (ferritine et NADPH), qui

n’ont cependant pas été vérifiées dans une cohorte de contrdle.
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Enfin dans notre travail, sous réserve de confirmation sur une autre cohorte, nous
observons que le CS pourrait a la fois induire une répression de I’activation des leucocytes et
en particulier des lymphocytes T mais aussi induire une activation de la différentiation des
lymphocytes naifs vers les lymphocytes T régulateurs (Treg). Cette différentiation est médiée
par I’activation de la voie de signalisation Jak/STAT, comme Egwuagu et col viennent de le
rapporter récemment >’. STAT3, protéine clé dans cette activation, exerce une action anti-
inflammatoire en participant a la régulation de la croissance cellulaire, de 1’apoptose et de la
transcription de cytokines de I’inflammation (IFN-y, HMG-B1). La surexpression de STAT3
est impliquées dans la gen¢se de maladies inflammatoires intestinales et neuronales (uvéite)

238 . . . . . . , ~ . ;.
. Dans le sepsis, cette voie de signalisation vient récemment d’étre mise en évidence sans

pour autant spécifier STAT3 **°.

Concernant la deuxiéme partie sur les mécanismes induits par la rhPCa dans le CS, nous
sommes surpris du faible niveau d’expression significativement modifié. Parmi les 9
transcrits, tous appartiennent au métabolisme et a 1’inflammation non spécifique excepté
I’histone 2B, qui est fortement réprimé. Ce geéne est possiblement intéressant car il participe a

la transcription de la chromatine, fonction centrale dans le contrdle des voies biologiques.

La recherche de données dans la littérature, n’a donné a ce jour, aucun résultat publié ni

accessible sur Medline.
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3. Conclusion et perspectives

L’étude du transcriptome a la phase initiale du CS, lors de pneumonie chez ’homme,
révele de profondes variations d’expressions sur les leucocytes circulants comparées a une
population de témoins sains. Ces variations sont dans les deux sens, sur- et sous-expression,
avec une nette tendance, selon les bases de données, a une plus intense sous-expression en
nombre de geénes. Nos résultats sont cohérents a ceux publiés dans la littérature y compris

dans une population pédiatrique.

Méme si le nombre de genes exprimés de facon différentes est élevé, cette premiere
approche est dépendante des traitements statistiques élaborés et des bases de données
structurées utilisées qui oblige a approfondir I’approche expérimentale et a augmenter le
nombre d’inclusion. Cependant, il nous semble que 1’activité de plusieurs voies biologiques

doit étre vérifiée par d’autres techniques et sur une autre population :

1. la sous-expression de I’activation des TCR, par cytométrie en flux, comme un

24 .
0 et au niveau de la sous-

travail expérimental récent vient de le suggérer ex vivo
population CD4+, la sur-expression de STAT3 qui détermine la différentiation en

lymphocytes T régulateurs
2. larépression de I’activité ribosomale (par RT-qPCR)
3. lasur-expression de I’activité cytoplasmique
De plus, ponctuellement plusieurs protéines nous semblent intéressantes a vérifier telles
que la transferrine et des protéines dont I’activité est calcium dépendante (S100,

calmoduline). L’acceés a des systémes animaux transformés doit permettre d’aborder les

mécanismes du CS sur la différentiation lymphocytaire et la régulation de la mort cellulaire.
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Concernant les effets potentiels non connus de la thPCa dans le CS chez ’homme nous
n’avons trouvé qu’un petit groupe de genes liés directement ou indirectement au stress et a la
mort cellulaire, qui s’ils sont confirmés dans une autre cohorte, pourrait faire partie dune
« signature moléculaire » de la PCa dans le CS, in vivo chez I’'Homme. Par ailleurs,
I’existence d’inhibiteur voir d’activateur de ses fonctions ouvre de nouvelles possibilité
expérimentales. Pour ce qui est de I’effet de la rhPCa sur la mortalité, nous n’avons pas pu
mettre en évidence de variation significative de geénes. Probablement la taille de notre
échantillon est trés insuffisante pour mettre en évidence un effet d’une molécule qui ne réduit
la mortalité que de 6,1 %, soit un patient sur 15. Comme mentionné, une explication possible

serait I’enclenchement d’un mécanisme précoce qui serait modulé par la protéine C activée.

Enfin, grace a I’émergence de nouvelles approches des modifications €pigéniques, la
mise en évidence de variants protéiques, les approches lipidomiques (comme nouveaux
messagers dans le choc septique) ainsi que l’existence de modeles animaux mutés

conditionnels doit permettre d’analyser les hypothéses de travail fruit de cette étude.
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