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Liste des abréviations

< LC : inférieur a la limite de calcul

°C : degré Celsius

Mg : microgramme

ML : microlitre

pmol : micromole

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

ATIII : Antithrombine 111

ATP : Adénosine Triphosphate

BHE : Barriére hémato-encéphalique

bpm : battements par minute

CAM-ICU Confusion Assessment Method for the Intensive Care Unit
Cf. : confere

CIM : Critical lllness Myopathy

CIP : Critical IlIness Polyneuropathy

CIVD : Coagulation Intravasculaire Disséminée

CMAP : Compound Muscular Action Potentials, potentiels d’action musculaires COMpOsés
CRP : Protéine-C Réactive

DAMPs : Danger Associated Molecular Patterns

DC : Cellule Dendritique

EEG : Electroencéphalogramme

EMG : Electromyogramme

FBXO 32 : F-box only protein 32

FDA : Food and Drug Administration

Fig. : Figure

FiO2 : Fraction inspirée en dioxygeéne

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
Ibal : ionized calcium-binding adapter molecule 1

IC : Intervalle de Confiance

ICUAW : Intensive Care Unit Acquired Weakness
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IFN : Interféron

IL : Interleukine

IL-1 RA : IL-1 Receptor Antagonist

INOS : inductble NO synthase

kg : kilogramme

L : litre

LB : Lymphocyte B

LPS: lipopolysaccharide

LT : Lymphocyte T

LTB4 : Leucotriene B4

LTH1 : Lymphocyte T Helper 1

LTH2 : Lymphocyte T Helper 2

MDSC : Myeloid-Derived Suppressor Cells
min : minute

mL : millilitre

mmHg : millimetres de mercure

mmol.L-! : millimole par litre

MODS SGI : Multiple Organ Dysfunction Syndrome with acute Surgical Gastrointestinal
disease

mpm : mouvements par minute

MTOR : mammalian Taget Of Rapamycin
NA : Non applicable

NET : Neutrophil Extracellular Traps

NLR : NOD-Like Receptor

NO : oxyde nitrique

NS : Non-significatif

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PA : Activateur du Plasminogene

PAI 1 : Plasminogen Activator Inhibitor 1
PAM : Pression Artérielle Moyenne
PAMPs : Pathogenes Associated Molecular Patterns
PaO: : Pression artérielle partielle en dioxygéne
PNN : Polynucléaires Neutrophiles

PRR : Pattern-Recognition Receptor
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gSOFA : quick SOFA

ROS : Reactive Oxygen Spices, especes réactives de I’oxygeéne

SAE : Sepsis-Associated Encephalopathy, encéphalopathie associée au sepsis
SIRS : Systemic Inflammatory Response Syndrome, syndrome inflammatoire systémique
SNAP : Sensory Nerve Action Potentials, potentiels d’action des nerfs sensoriels
SNC : Systeme Nerveux Central

SNP : Systéme Nerveux Périphérique

SOFA : Sequential [Sepsis-related] Organ Failure Assessment

Tab. : Tableau

TF : Facteur tissulaire

TFPI : Tissue Factor Pathway Inhibitor

TLR : Toll-Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor

Treg : Lymphocyte T régulateur

TRIM 63 : tripartite motif containing 63

UFC : Unité formant une colonie

19



20



Introduction

Encore aujourd’hui, au début du XXIéme siecle, le sepsis tue une personne toutes les 3
a 4 secondes. Ce syndrome décrit pour la premiere fois en 1837 par un medecin francais, Pierre
Piorry, sous le nom de septicémie reste toujours d’actualité (1). Dans les pays développés, il est
aussi mortel que I’infarctus du myocarde et touche principalement les personnes agées et
fragiles (2). Dans les pays en voie de développement ce sont les nouveau-nés qui payent le plus

lourd tribut avec plusieurs millions de morts par an (3).

Les progrés dans le domaine de la santé humaine et vétérinaire ont permis d’éradiquer
certains pathogénes comme les virus de la peste bovine ou de la variole et nous ont doté de
moyens efficaces de lutte contre beaucoup d’autres agents étiologiques. Le développement
d’outils thérapeutiques anti-infectieux ainsi que le perfectionnement des techniques de
réanimation ont amélioré le pronostic des patients atteints de sepsis. Cependant la mortalité
reste autour de 20% chez I’homme dans les pays développés (4) et est bien supérieure chez nos
animaux domestiques (47% chez le chien (5), 33% dans les sepsis pulmonaires chez le cheval
(6)). De plus chez ’homme le sepsis est a I’origine de séquelles chez les survivants qui
diminuent leur espérance et leur qualité de vie (7). De nombreux organes peuvent étre impliqués
en particulier ceux des systemes nerveux et musculaire menant a des déficits cognitifs et de

mémorisation ou a de la faiblesse musculaire.

Bien que notre compréhension des mecanismes physiopathologiques mis en jeux dans
ce syndrome s’améliore et que de multiples traitements se sont montres tres efficaces dans les
différents modeles murins de la maladie aucun des 80 essais cliniques tentés chez 1’homme
depuis une trentaine d’année n’a pu aboutir a un traitement utilisable cliniquement (8,9). Les
méthodes de recherche et notamment la pertinence des modéles dans ce domaine doivent donc

étre remises en questions (10) et le developpement de nouveaux modéles doit étre encourage.

Dans ce contexte, nos animaux domestiques ont un réle a jouer. Leur environnement et

leur mode de vie sont depuis plusieurs millénaires conditionnés au notre. Le développement de

21



la médecine vétérinaire a mis en lumiére dans les dernieres années les ressemblances frappantes
qui existent entre la pathologie humaine et vétérinaire. Ces ressemblances ont déja mené a
I’utilisation de modeles spontanés vétérinaires dans certains domaines comme la neurologie
(11), la cancérologie (12) ou les soins intensifs (13). L’espéce la plus souvent utilisée reste le
chien ; cependant d’autres espéces peuvent étre envisagées en fonction de leurs caractéristiques
physiologiques. Le cheval a un rdle a jouer dans le domaine du sepsis du fait de sa sensibilité

naturelle aux infections.

Au cours de ce travail, je me suis intéressé aux conséquences neuromusculaires du
sepsis en faisant I’hypothése que des altérations engendrées lors de la phase aiglie du sepsis
sont a I’origine des séquelles au long terme selon un mécanisme physiopathologique commun
a tous les mammiferes. L’étude se limitera aux lésions neuromusculaires induites lors du sepsis
de I’adulte ; les particularités du sepsis néonatal ne seront pas envisagées. Apres une étude des
données de la littérature chez I’homme et dans différents mode¢les de sepsis, je présenterai une
étude expérimentale, réalisée dans le laboratoire de neuropathologie expérimentale de 1’Institut
Pasteur, centrée sur des altérations neuromusculaires consécutives a un sepsis d’origine

abdominal chez le cheval.
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Le sepsis est un syndrome complexe impliquant de nombreux systémes de 1’organisme et dont
la compréhension n’est encore aujourd’hui pas tout-a-fait compléte. Dans cette partie je me
propose d’expliquer les mécanismes physiopathologiques a 1’origine des signes cliniques
majeurs chez les patients puis de détailler les conséquences neuromusculaires de ce syndrome

avant d’expliquer les grands défis auxquels la recherche fait face dans ce domaine.

I. Le sepsis : origine et conséquences cliniques

En 2016, le sepsis est défini comme étant un dysfonctionnement organique mortel causé par
une dérégulation de la réponse de 1’hote a un agent pathogene (14) (cf. Figure (Fig.) 1). Cette
définition met I’accent sur la perturbation de I’homéostasie de la réponse immunitaire ainsi que
sur les modifications non immunologiques telles que celles de la coagulation, du systéme
cardiovasculaire, du métabolisme énergétique, du systeme autonome, du systéme nerveux et
hormonal (15-17). Dans une premiére partie, I’interaction entre 1’hote et I’agent infectieux sera
détaillée. La deuxiéme partie s‘intéressera aux mécanismes a 1’origine de la défaillance multi-
organique. Enfin la derniere partie mettra en relief les caractéristiques cliniques du syndrome

et ses évolutions chez ’homme.

INFECTION

SEPSIS

CHOC
N SEPTIQUE

Figure 1 - Définition du sepsis selon le consensus de 2016 (14)
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1.1 1.’agent infectieux et la réponse immunitaire

1.1.1 L’origine de I’infection
L’infection est un point central dans le développement d’un sepsis. Elle se développe a partir

d’un point d’entré primaire et peut étre causé par une grande variété d’agents pathogéne.

I.1.1.1 Les portes d’entrée

Chez I’homme plusieurs études ont été réalisées dans différents pays mettant en évidence des
résultats parfois légérement différents (3,18-22). On peut néanmoins estimer une répartition
comme présentée dans le tableau 1 et la figure 2.

Les voies d’entrée pulmonaire et abdominale sont les plus représentées. Il est également
possible de remarquer que pour un pourcentage non negligeable de cas (15%) aucune origine

infectieuse n’a pu étre mise en évidence.

Tableau | - Localisation des infections & I'origine de sepsis chez I'Homme (3,18-22)

Porte d’entrée Pourcentage des cas de sepsis

Pulmonaire 40%
Abdominale 25%
Urinaire 10%
Cathéter 5%
Cutanée et méningée 5%
Non-identifiée 15 %

= Pulmonaire
= Abdominale
= Urinaire
5
Cathéter
= Cutanée et méningée
= Non-identifiée

Figure 2 - Répartition des portes d'entrée de sepsis chez I'Homme (3,18-22)
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Chez le cheval aucune étude épidémiologique ne permet de connaitre cette répartition.
Cependant deux études s’intéressent a la prévalence et & I’origine des endotoxémies dans cette
espece (23,24). Ce terme d’endotoxémie renvoie a la présence d’endotoxine bactérienne dans
le sang et est a ’origine d’un syndrome proche de celui du sepsis. En médecine équine les
termes de sepsis et d’endotoxémie sont souvent utilisés, a tort, de facon confondue. Ce
syndrome endotoxémique a une origine principalement abdominale chez le cheval, on peut
donc raisonnablement penser que c’est également la porte d’entrée principale du sepsis dans

cette espece.

1.1.1.2 Les résultats microbiologiques

L’origine microbiologique du sepsis est établi dans 60% des cas humains dans la plupart des
études (2,18,21,22,25). La majorité des sepsis dans les pays développés sont bactériens avec
une proportion généralement légérement plus importante de bactéries Gram positives (40%)
que de Gram négatives (38%) et 18% d’infections mixtes. Les sepsis fongiques sont en forte
augmentation et représentent 17% des infections (2,21,25). La répartition des micro-organismes
retrouves lors de sepsis en pourcentage d’aprés un étude réalisée dans plusieurs unités de soins
intensifs européennes (21), est présentée dans la figure 3.

Dans les pays en développement, il est possible de retrouver des sepsis dus a des pathogénes
atypiques viraux et parasitaires en plus grande proportion ainsi que d’entérobactéries (26—28).
En médecine vétérinaire équine, nous ne disposons pas de ces données bactériologiques
récoltées a grande échelle. En revanche, quelques données sont disponibles concernant les
affections abdominales pouvant étre responsables d’endotoxémie et de sepsis. Une étude
réalisée par Johns et al. (29), s’est intéressée a I’incidence de la bactériémie chez des chevaux
adultes en diarrhée. Ella a révélé une culture positive dans 29% des cas. Les organismes les
plus souvent rencontrés sont Corynebacterium et Streptococcus. Un effet significatif de cette
bactériémie a été mise en évidence sur la survie et la sévérité des signes cliniques. Une
deuxiéme étude s’est intéressée a la translocation de bactéries dans la lymphe mésentérique et
le sang apres résection et anastomose de la paroi intestinale. Une incidence similaire a celle
retrouvée chez les patients humains (11,4% vs 14%) a été mise en évidence (30). L’incidence
de la bactériémie était trés faible (2,7%). L’organisme le plus fréquemment rencontré est

Escherichia coli comme cela est le cas chez les poulains (31) et dans d’autres espéces (32,33).
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Le nombre limité de chevaux inclus dans ces études et ’absence d’étude dans une population
de chevaux septiques rend I’interprétation de ces résultats difficile méme s’ils semblent corréler

avec les observations recueillies chez ’homme.

B Gram positive B Gam négative B Anaérobies Pathogenes atypiques Champignons

Figure 3 - Les micro-organismes retrouvés lors de sepsis en pourcentage d’aprés (21)
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1.1.2 Le déreglement de la réponse immunitaire

Une infection déclenche une réponse de 1I’organisme a la fois complexe et prolongée mélant des
mécanismes pro-inflammatoires et anti-inflammatoires visant a éliminer 1’infection et a assurer
la réparation des tissus. Lorsque 1’on assiste a une dérégulation de cette réponse, les mécanismes
pro-inflammatoires peuvent étre a I’origine de dommages tissulaires tandis que les mécanismes
anti-inflammatoires entrainent une immunosuppression a 1’origine de surinfections (34). Cette
partie détaillera les mécanismes de reconnaissance du pathogéne, les altérations de la réponse

immunitaire qui en découlent puis signalera les differences qui existent entre les compartiments.

I.1.2.1 La reconnaissance de 1’agent pathogene

Dans I’organisme la réponse immunitaire s’organise a la suite de la stimulation des cellules de

I’immunité innée par des structures issues des micro-organismes pathogénes appelées

Pathogenes Associated Molecular Patterns (PAMPs) telles que le lipopolysaccharide (LPS) ou

le peptidoglycane mais aussi par des structures endogenes marqueurs de souffrance cellulaire

appelées les Danger Associated Molecular Patterns (DAMPs) comme les radicaux libres, le

potassium, I’acide désoxyribonucléique (ADN) ou les histones. Dans les deux cas ces molécules

sont reconnues par des récepteurs cellulaires spécifiques nommés Pattern-Recognition

Receptor (PRR).

Il existe deux types majoritaires de PRR différents capables de reconnaitre spécifiqguement ces

signaux (35) : les Toll-Like Receptor (TLR) et les NOD-Like Receptor (NLR).

e Les TLR sont des récepteurs membranaires qui reconnaissent des éléments bactériens
viraux ou fongiques. Le TLR 4 par exemple est implique dans la reconnaissance du LPS
(36). La fixation de leur liguant aboutit a I’activation de voies de transduction qui se
terminent par la libération de quatre facteurs de transcriptions principaux : NF-xB, AP-
1, IRF 3 et IRF 7 (35). L’action synergique de NF-kB et AP-1 déclenche la transcription
de génes codant des cytokines, chimiokines et peptides antimicrobiens (défensines,
cathélicidines) (35). Les IRF permettent la secrétion des interférons notamment de type
1.
e Les NLR sont des récepteurs intracellulaires capables de lier a la fois des molécules

issues de pathogénes mais aussi des signaux de danger. La polymérisation de ces
récepteurs couplés a leurs ligands avec des protéines adaptatrices permet la fixation de

la procaspase 1 et la formation d’une structure supramoléculaire complexe :
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I’inflammasome. Le clivage de la procaspase 1 en caspase 1 par I’inflammasome permet
son activation. Elle peut alors a son tour activer par clivage I’Interleukine (IL) 1 et I‘IL
18 qui sont les premieres cytokines libérées (37,38). Ces mécanismes sont illustrés dans

la figure 4.
DAMPs : PAMPs :
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Figure 4 - Activation de la réponse immunitaire

L'’initiation de la réponse immunitaire est assurée par la reconnaissance de signaux endogénes et exogenes par les cellules de

I’immunité innée via les les Toll-Like Receptor (TLR) et les NOD-Like Receptor (NLR). Elle aboutit a la sécrétion de cytokines.

Le type et la quantité de cytokines libérées sont dépendants de nombreux facteurs comme les
PRR stimulés, la quantité de pathogénes, la présence d’affections concomitantes, le type
cellulaire... (35).

Au cours du sepsis la libération de cytokines est majeure et les concentrations plasmatiques
peuvent étre trés élevées. On retrouve a la fois une production de cytokines pro-inflammatoires
a savoir majoritairement le Tumor Necrosis Factor (TNF)-a, I’IL-6 et I’'IL1 mais aussi de
cytokines anti-inflammatoires telles que I’IL-10 (36,39). Les endotoxines comme le LPS et les
exotoxines sont les molécules les plus souvent impliquées dans la stimulation de cette

production. Ces toxines sont spécifiques de la souche bactérienne, ainsi le type d’infection
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modifie la réponse inflammatoire, la quantité de cytokines présentes et donc la probabilité
d’apparition d’un sepsis (36).

Le TNF-a, I’IL-6 et I’IL-1 sont les plus précocement produites. Le pic de leur concentration
plasmatique intervient dans les 2h suivant I’infection (40,41) cependant leurs concentrations ne
sont que la « partie émergée de 1’iceberg » comme cela est décrit dans ’article de Jean-Marc
Cavaillon (42). En effet, une trés grande partie des cytokines libérées peut se retrouver associée
aux cellules circulantes mais rester néanmoins actives (43,44). Elles vont étre a 1’origine de
vagues secondaires de cytokines et de la production de protéines de la phase aigiie de
I‘inflammation comme le fibrinogéne ou la Protéine-C Réactive (CRP). De plus les dommages
cellulaires directement liés a I’infection ou engendrés par I’inflammation libérent des signaux
de danger qui renforcent la production de cytokines et aboutissent a un emballement de
I’inflammation (35). Cette dérégulation mene a des concentrations sanguines tres élevées pour
la plupart des cytokines, communément appelé « tempéte cytokinique » (45). La réaction de
I’organisme devient disproportionnée et ce déséquilibre est a 1’origine de défauts de
fonctionnement des organes et d’'une immunosuppression qui le rend sensible aux surinfections
secondaires.

Bien que des cytokines a la fois pro mais aussi anti-inflammatoires soient produites de facon
concomitante dés le début de I’infection (46,47), la résultante lors de la phase aiglie du sepsis
conduit le patient dans un état hyperinflammatoire caractérisé par de la fiévre, un
hypermétabolisme et un état de choc (48). Ce profil cytokinique est déterminant pour la survie

des patients ce qui refléte le réle central des cytokines dans la physiopathologie du sepsis (49).

1.1.2.2 Les altérations des cellules de I’'immunité

La dérégulation de la réponse immunitaire au cours du sepsis ne se limite pas a une exacerbation
de la production de cytokines mais est également associée a des modifications majeures des
cellules de I’'immunité.

La premicre mise en évidence de ces altérations a reposé sur I’observation du phénomene de
tolérance aux endotoxines décrit initialement par 1’induction d’un fiévre réduite lors d’une
seconde injection du vaccin contre la typhoide (50). En effet les leucocytes sanguins des
patients septiques lorsqu’ils sont stimulés par une endotoxine ou un autre PAMPs (51)
produisent une quantité beaucoup plus faible de cytokines pro-inflammatoires que des cellules
naives a la fois in vivo et in vitro (52-54). Cette tolérance est causée par une reprogrammation

cellulaire associée a I’augmentation de I’expression de molécules capables d’inhiber les
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récepteurs PRR et notamment le TLR 4 qui reconnait la plupart des endotoxines et exotoxines
bactériennes (55,56).

Une autre modification fondamentale du systéme immunitaire lors de sepsis est I’importante
déplétion des cellules dendritiques et lymphocytaires déclenchée par une stimulation des voies
de I’apoptose (57-59). Cette déplétion est a I’origine d’une immunosuppression importante qui
permet le développement d’infections secondaires expliquant la fréquence élevée de multiples
foyers d’infection retrouvés a I’autopsie chez les patients septiques (60).
L’immunosuppression est également accentuée par une modification de la fonction des
lymphocytes et des cellules dendritiques avec une augmentation des lymphocytes anergiques et
des lymphocytes T régulateurs, une modification des marqueurs membranaires des cellules
(augmentation de PD-1 et CTLA-4, diminution de CD28 et IL-7Ra) et une augmentation des
cellules myéloides suppressives Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC) (48,59,61).
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Figure 5- Modifications de la réponse immunitaire lors du sepsis

Les cellules de ['immunité sont fortement modifiées au cours du sepsis. Elles subissent une reprogrammation cellulaire qui
modifie leur fonction et leur réponse aux pathogenes. L ’équilibre de la réponse est modifié par I’apoptose de certaines
populations cellulaires et la prolifération d’autres. L’ensemble de ces altérations se traduit par une immunosuppression

marquée.

1.1.2.3 La compartimentalisation de la réponse immunitaire

Il est a présent évident que les pathogénes sont a I’origine d’une réponse complexe des cellules
de I’organisme susceptible d’étre déséquilibrée lors du sepsis. Cependant pour appréhender
pleinement la complexit¢ de la réponse a 1I’échelle de 1’organisme il est important de
comprendre que les mécanismes en jeu sont différents dans le sang et dans les différents organes
périphériques. Cet état de faits est & la base de la notion de compartimentalisation (62). L’état
inflammatoire des cellules ainsi que les molécules qu’elles produisent sont différents selon les
compartiments.

Bien que le compartiment sanguin présente des concentrations tres élevées de cytokines, elles
résultent majoritairement d’une production périphérique. En effet, par exemple I’'TL-6 n’est pas
produite par les leucocytes circulants lors de traumatisme (63), d’hémorragie (64) ou de sepsis

(65). En revanche elle est produite sur le site d’infection et dans de multiples organes
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périphériques lors de sepsis (66-68). Le TNFa peut étre produit a la fois par les leucocytes
sanguins et dans un grand nombre d’organes comme le cerveau (69,70), les poumons (64), le
systéeme urinaire (71) ou I’intestin (72,73) lors de sepsis ou d’inflammation systémique majeure.
Chez les patients atteints de défaillance multi-organique et d’un syndrome de détresse
respiratoire aigiie, la concentration en TNFa est plus importante dans les capillaires
pulmonaires que dans les veines périphériques ce qui démontre que la production de cette
cytokine a lieu principalement dans les poumons (74). Dans ces organes, les cellules
responsables de la production des cytokines sont majoritairement les macrophages tissulaires
mais les mastocytes, cellules de Paneth et des cellules endocrines spécialisées des cryptes
intestinales jouent aussi un réle important en particulier lors de sepsis abdominal (75-77). En
effet ces cellules possédent des granules cytoplasmiques de TNFa préformé (78) libéré
rapidement et nécessaire a la mise en place d’une immunité innée efficace lors de péritonite
(79,80).

Les cytokines anti-inflammatoires comme 1’1L-10, 1’IL-1 Receptor Antagonist (IL-1 RA) ou les
récepteurs solubles du TNFa sont produites en périphérie mais également en grande quantité
dans le sang (81-86). La reprogrammation des leucocytes sanguins peut également favoriser la
production de ces cytokines au dépend des cytokines pro-inflammatoires (56). Le plasma des
patients septiques est donc un milieu immunosuppresseur (87).

Ces données poussent certains auteurs comme Robert Munford et Jérdbme Pugin (47) a
envisager une hypothése alternative. Selon eux, la réponse normale de 1’organisme face au
stress est de limiter ’inflammation systémique. Ils envisagent une coordination entre une
inflammation locale et une « anti-inflammation systémique » qui permet une concentration des
effecteurs dans le compartiment infecté et qui prévient les dommages induits par
I’inflammation. Dans le cas du sepsis, cet état est accentué et desequilibré menant a une
immunosuppression majeure dans le compartiment sanguin qui peut se retrouver ou non dans
les organes périphériques et qui coexiste avec des sites d’inflammation locale majeure.

Les disparités de la réponse de I’hote selon le compartiment ont été bien démontrées. Par
exemple, certains auteurs ont décrit I’expression génétique dans différents tissus dans un
modéle de sepsis (88). Ils ont montré que les profils d’expression génétique peuvent étre soit
spécifiques d’organe, soit communs a plusieurs organes soit opposés entre certains organes. Le
cerveau a notamment un profil spécifique tandis que la rate et le thymus montrent des profils
opposés. De méme, la neutralisation du TNFo dans un modéle murin de sepsis abolit la
production d’IL-1, IL-6 et IL-12 dans le sang mais n’a aucun effet sur la production d’IL-6 et

IL-12 dans le ceeur (89). Certains organes, comme les poumons ont une spécificité particuliére
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quant a leur réponse face au sepsis. Par exemple, on note une présence locale d’une cytokine
essentielle & la physiologie pulmonaire : le Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating
Factor (GM-CSF) qui posséde une activité pro-inflammatoire synergique avec le LPS (90,91).
Cette spécificité pourrait expliquer que les poumons soient le premier site d’infection et le
premier et le plus fréquent organe a défaillir lors de sepsis (18,92-94).

Ainsi aussi bien I’infection que 1’inflammation stérile peuvent étre disséminées a partir d’un
foyer local dans n’importe quel organe et perturber son fonctionnement. Le sang, bien que
jouant un réle tampon, est le lien évident entre les différents compartiments. Quant aux vecteurs
responsables de la dispersion de I’inflammation, plusieurs peuvent étre envisagés. Les PAMPs
et les cytokines notamment le TNF et I’IL-1 sont impliquées mais d’autres molécules peuvent
jouer ce role comme 1’anaphylatoxine C5a issue de 1’activation du complément (95) ou la
leucotriene B4 (LTB4) (96) ainsi que des cellules et notamment les polynucléaires neutrophiles
(PNN) (97-99).

Cependant le sang n’est pas le seul lien permettant la communication entre les compartiments.
En effet le r6le du systéme nerveux dans ce domaine est connu grace aux travaux du professeur
Kevin Tracey. Il a défendu la théorie du réflexe inflammatoire selon laquelle 1’inflammation
est régulée en temps réel par le systeme nerveux autonome comme peut 1’étre la fréquence
cardiaque ou la pression artérielle. En effet les systemes ortho- et parasympathiques sont
susceptibles d’influencer le systéme immunitaire en temps réel et en particulier la réponse
inflammatoire a la fois via des voies neuronales et humorales (100). La sécrétion d’adrénaline
et de noradrénaline par les glandes surrénales sous I’impulsion du systeme orthosympathique
diminue la production de TNFa, d’IL-1p et d’IL-12 mais augmente celle d’IL-10 et d’IL-6 par
les leucocytes stimulés par du LPS (101-103). De méme la stimulation du nerf vague et
I’activation des voies cholinergiques parasympathiques inhibent la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-1p, IL-18) et stimule la sécrétion d’IL10 par les macrophages
tissulaires (104). Cet effet est spécifique aux compartiments tissulaires périphériques puisque
les monocytes sanguins ne possedent pas le récepteur a I’acétylcholine responsable de ce
dernier (104). Cependant le nerf vague est également un vecteur d’informations sensorielles
pour le systéme nerveux centrale. En effet des fibres afférentes de ce nerf peuvent étre stimulées
par de faibles concentrations d’IL-1p et d’endotoxines (105,106) mais aussi par le TNFa, des
mécanorécepteurs, des chémorécepteurs ou des recepteurs thermiques et osmotiques (107).
Ainsi le nerf vague rassemble les voies afférentes et efférentes du réflexe neuro-inflammatoire.
Il est complété par I’apport d’afférences via les fibres nociceptives de type C sensibles a la
douleur et aux signaux de danger qui sont aussi susceptibles de déclencher le réflexe (108). La
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stimulation de ce réflexe entraine 1’action synergique des systemes ortho- et parasympathiques
ainsi que la stimulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien qui méne a la sécrétion
d’ACTH de a-MSH et de cortisol (100).
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Figure 6 - Compartimentalisation de la réponse inflammatoire lors d'une infection
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1.1.3 Une lutte nécessaire contre I’infection et I’inflammation

Les endo- et exotoxines bactériennes constituent la cause principale du déréglement de la
réponse de 1’hote face au pathogeéne. Les premiers axes du traitement du sepsis visent donc a
favoriser 1’¢limination du pathogéne et calmer la réponse inflammatoire.

Pour cela I’antibiothérapie est I’arme centrale. L importance de la mise en place précoce d’une
antibiothérapie adaptée a été démontrée a de multiples reprises chez les patients humains
atteints de sepsis (109,110) et est reconnue comme indispensable dans les recommandations
des consensus internationaux (14,111,112). La rapidité de la mise en place de I’antibiothérapie
est critique (113-115) ; il est recommandé de I’initier dans 1’heure qui suit le diagnostic (116).
Dans le cas contraire la mortalité augmente de 2% toutes les heures (117). Ce délais est
¢galement un facteur de risque pour I’apparition de défaillance organique (118-120).
Cependant ce dogme de la « golden hour of sepsis » pose des questions notamment concernant
la pertinence des diagnostics réalisés aussi rapidement et la difficulté de mettre en place une
antibiothérapie adaptée sans résultats bactériologiques (121). En effet I’importance croissante
de I’antibiorésistance complique grandement les thérapies anti-infectieuses et impose une
adaptation de I’antibiotique en fonction de ses caractéristiques pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques au profil de résistance et a la localisation de la bactérie (109). Le choix
de I’antibiotique de premicre intention, I’adaptation en fonction des résultats microbiologiques
et les modifications des doses, fréquences et durées d’administration en fonction de 1’état
hémodynamique du patient sont autant de défis qui peuvent étre relevés efficacement non pas
par un spécialiste mais par une équipe multidisciplinaire. Ces équipes, dites d’Antimicrobial
Stewardship (ABS) sont désormais présentes dans la plupart des unités de soins intensifs (122).
Le suivi de l’efficacité du traitement, aidé par I’utilisation de biomarqueurs comme la
procalcitonine permet de diminuer 1’exposition aux antibiotiques et d’augmenter la survie des
patients (123,124).

A P’inverse de I’antibiothérapie, les traitements ciblant la réponse immunitaire se sont montrés
décevant et aucun ne fait consensus a 1‘heure actuelle. Plusieurs stratégies ont été testées. L'une
d’elle fut de bloquer la principale endotoxine bactérienne, le LPS, pour favoriser son
élimination. L’utilisation d’anticorps anti-endotoxine n’a pas montré d’effet (125). La filtration
extracorporelle du sang par des fibres imprégnées de polymyxine B n’a pour I’instant pas
rassemblé un niveau de preuve d’efficacité suffisant. Les résultats de deux essais cliniques ont
¢été contradictoires (I’un montrant un effet significativement favorable, 1’autre un effet plutdt
défavorable du traitement) (126,127). Un troisieme essai a montré un effet positif dans un
groupe de patients en choc septique réfractaire mais pas dans la population globale (128). Une
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autre stratégie a été de diminuer la sécrétion ou ’action des cytokines. L’inhibition de la
sécrétion de cytokines par 1’utilisation de corticoides a dose anti-inflammatoire n’a pas montré
d’effets bénéfiques (129-131) et il en est de méme pour les anti-inflammatoires non-stéroidiens
(Ibuproféne) (132). L’utilisation d’inhibiteurs de cytokines pro-inflammatoire comme 1’IL-1
(133) ou le TNFa (134,135) n’a pas obtenu de meilleurs résultats. Le blocage de
I’anaphylatoxine C5a ou de son récepteur est actuellement a 1’essai tout comme 1’utilisation de
cellules souches mésenchymateuses (CSM) qui ont montré des effets positifs chez les modéles
animaux de sepsis (136). D’autres stratégies visant, elles, a lutter contre I’immunosuppression
sont également a 1’essai (137). C’est le cas de I’utilisation de molécules immunostimulantes
comme le GM-CSF (138), I’Interféron y (IFNy) (139) et I'IL-7 (140). De méme, des molécules
immunomodulatrices connues pour leurs effets favorables sur I’immunité antitumorale sont
¢galement a 1’étude comme les anticorps anti-PD-1 (137).

Enfin certains auteurs envisagent la stimulation du nerf vague pour diminuer la production de

cytokines pro-inflammatoires via le réflexe immunitaire (141).

1.2 La rupture de ’homéostasie tissulaire et la défaillance multi-organique

Au cours du sepsis I’emballement de la réponse de 1’organisme aboutit a de nombreuses
altérations de son fonctionnement. Toute 1’homéostasie de 1’organisme est perturbée par des
dysfonctionnements systémiques majeurs. Ces derniers sont causés par une altération de la
perfusion des organes due a des perturbations hémodynamiques et de la coagulation, mais
également par un dysfonctionnement cellulaire di a des perturbations métaboliques. Ces trois
mécanismes seront détaillés dans les trois premieres parties puis les potentiels axes

thérapeutiques seront présentés dans la derniére partie.

1.2.1 Perturbations hémodynamiques

La diminution de la pression artérielle moyenne (<65 mmHg) est une complication quasi
systématique du sepsis (142) qui peut s’aggraver jusqu’a 1’état de choc septique lorsque cette
pression ne peut étre maintenue par une fluidothérapie adaptée et que les perturbations
métaboliques entrainent une lactatémie supérieure a 2 mmol.L™ (14). Plusieurs mécanismes
concomitants expliquent cette hypotension: la vasodilatation, 1’augmentation de Ila

perméabilité vasculaire, I’hypovolémie et la baisse de la contractilité ventriculaire (142).
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La vasodilatation reste le mecanisme majeur de I’hypotension dans le sepsis (143). Elle advient
a la suite de la defaillance des mécanismes de vasoconstriction normaux qui assurent la
contraction des muscles lissent vasculaires. Les endotoxines stimulent la sécrétion d’oxyde
nitrique (NO) via I’enzyme inductible NO synthase (iNOS) (144) et de prostacycline (145,146)
par I’endothélium vasculaire et ce sont ces composees qui perturbent la contraction des muscles
lisses. D’autres mécanismes existent mais leur importance n’est pas encore démontrée (147).
C’est le cas de I’effet de I’adrenomoduline, une hormone vasodilatatrice et cardio-depressive
augmentée dans le sepsis (148,149) et de I’activation du canal TRPV4 qui est associé a une
vasodilatation (150).

Au cours du sepsis des facteurs humoraux et cellulaires (PNN essentiellement) perturbent le
fonctionnement endothélial (142). En effet, les cytokines, chimiokines et endotoxines libérées
activent les cellules my¢loides et endothéliales. Ceci a pour effet d’augmenter le roulement,
I’adhésion et la diapédese de ces cellules immunitaires. Or ces dernieres relarguent au niveau
de I’endothélium des médiateurs comme les prostaglandines, des espéces réactives de I’oxygene
(ROS) et des protéases (142,143). Les cellules endothéliales se contractent, les jonctions
intercellulaires rompent, ce qui a pour conséquences d’augmenter fortement la perméabilité
vasculaire (151). Cette perméabilité induit d’importantes fuites liquidiennes et protéiques, la
création d’cedéme et d’un troisiéme secteur (142).

L’hypovolémie est trés souvent présente chez les patients septiques du fait de pertes par
vomissements ou diarrhée mais aussi via la fievre et la tachypnée. A cela s’ajoutent les pertes
dues a la présence d’un troisieme secteur (142). Améliorer la volémie pour restaurer une
perfusion suffisante des organes est un point majeur des recommandations thérapeutiques
(112).

Enfin, ’hypotension peut étre entretenue par une baisse de la contractilité cardiaque liée a un
dysfonctionnement cellulaire des cardiomyocytes. Cette affection nommée cardiomyopathie
septique est caractérisée par une diminution de la contractilité induite par une baisse des flux
de calcium et une perturbation du couplage excitation-contraction (152).

Globalement les perturbations hémodynamiques pendant le sepsis sont causées par une baisse
de la précharge et de la postcharge, des dysfonctionnements myocardiques, une redistribution

du flux sanguin et des altérations de la microcirculation (153).
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Figure 7 - Altérations microvasculaires lors de sepsis

TF : Facteur tissulaire, PNN : polynucléaire neutrophile

L’endothélium est fortement modifié au cours du sepsis entrainant une forte augmentation de la perméabilité vasculaire.

1.2.2 Troubles de la coagulation

Les liens étroits entre inflammation et coagulation poussent certains auteurs a rapprocher ces
mécanismes et parlent d’immuno-hémostase (154). Dans le sepsis, I’activation des deux
cascades est concomitante. Ainsi les altérations de la régulation de I’inflammation sont
associées a des troubles de la coagulation (9,143,155). De nombreux stimuli déclenchent
I’activation de la cascade de coagulation tandis que les mécanismes anticoagulants sont inhibés
et que la fibrinolyse est altérée (156). L’ensemble aboutit a un état pro-coagulant qui
s’accentuent chez 17% des patients jusqu’a la coagulation intravasculaire disséminée (CIVD)
(157).

1.2.2.1 Activation de la cascade de coagulation
La cascade de stimulation peut se déclencher en suivant deux grandes voies : la voie extrinseque

et la voie intrinséque.
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La voie extrinséque se déeclenche en conditions physiologiques suite a une rupture de la barriére
endothéliale et au contact entre le facteur tissulaire exprimé au niveau de la lame basale de
I’endothélium et la proconvertine ou facteur VII (158). Lesquels, via le facteur X, génerent la
thrombine (facteur 1) capable de cliver le fibrinogéne en fibrine (151) (cf. Fig. 8). Lors du
sepsis, les produits bactériens et les cytokines (principalement le TNFa et 1’'IL-1) activent les
monocytes, les macrophages et les cellules endothéliales qui expriment alors le facteur tissulaire
(TF). Les monocytes sécretent également des particules riches en TF qui entrainent 1’agrégation
plaquettaire et la formation de fibrine (155). De plus les altérations de I’endothélium évoquées
précédemment accentuent le contact entre le TF présent dans la lame basale et le sang (151).
Le systeme d’activation par contact est susceptible de déclencher la voie intrinséque qui n’est
pas impliquée dans les conditions normales d’hémostase. L’activation de cette voie est en
revanche fréquente lors d’infection et constitue un mécanisme de lutte contre le pathogéne en
limitant la propagation de I’infection (154). Cette activation se base sur la fixation du facteur
XII sur une surface chargée négativement permettant son changement de conformation et son
auto-activation. La suite de la voie se poursuit par le recrutement du facteur XI et de cofacteurs
pour aboutir a 1’activation du facteur X et ’activation de la thrombine (154,159). Au cours
d’une infection et plus particuliérement pendant le sepsis, le facteur XII peut se fixer sur des
produits bactériens comme les polyphosphates (160) ou sur I’ADN des polynucléaires
neutrophiles sécrétés dans les Neutrophil Extracellular Traps (NET) lors de la phagocytose des
pathogenes (161,162).

1.2.2.2 Défaillance des systéemes de contréle de la coagulation

La coagulation est régulée par trois mécanismes principaux : 1’antithrombine, 1’inhibition du
facteur tissulaire (TFPI : Tissue Factor Pathway Inhibitor) et le systéme de la protéine C. Ces
trois mécanismes sont altérés lors du sepsis (151,155).

L’inhibiteur du facteur tissulaire se lie a la fois au complexe TF-facteur VI et au facteur X a la
surface de I’endothélium (163). Les lésions de la barriere endothéliale et notamment la
diminution du glycocalyx endothélial perturbent 1’action du TFPI (151,164).

L’antithrombine est le principal inhibiteur du facteur X. C’est une protéine négative de la phase
aigiie de I’inflammation produite par le foie dont la production diminue sous I’effet des
cytokines pro-inflammatoires (165).

La protéine C est activée au niveau de 1’endothélium aprés fixation a son récepteur par la
thrombine associée a la thrombomoduline. Elle se lie ensuite a son cofacteur la protéine S puis

inactive alors les facteurs V et VIII par protéolyse (166). Au cours du sepsis la production et
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I’activation de la protéine C sont diminuées (151,167). La protéine C activée recombinante
humaine constitue la seule molécule approuvée par I’agence du médicament américaine (FDA :
Food and Drug Administration) pour le traitement du sepsis seévere. Cette autorisation de mise
sur le marché (AMM) américaine fait suite a un essai clinique ayant démontré une amélioration

de la mortalité a 28 jours (168). Les deux essais suivants (169,170) n’ont réussi a démontrer
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aucune amélioration associée au traitement et ont poussé le laboratoire a retirer le médicament
du marché.

Frotéine S

- Protéine C
gi Fibrinogéne === Fibrine
—-
Plasmmog:i

Produits de degradatlon

Figure 8 - Effets du sepsis sur la cascade de coagulatlon

TFPI : Tissue Factor Pathway Inhibitor, ATIII : Antithrombine Ill, PA : Activateur du Plasminogéne, PAI : Inhibiteur de

I’Activateur du Plasminogene

Le sepsis a un effet pro-coagulant en augmentant 1’activation des deux voies de la cascade de coagulation, en perturbant les
mécanismes anticoagulants et en stimulant la fibrinolyse.
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1.2.2.3 Une perturbation de la fibrinolyse

La fibrinolyse est assurée par 1’enzyme plasmine issue de 1’activation du plasminogene par
’activateur du plasminogene. Le Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI 1) est une protéine de
phase aigiie de I’inflammation qui inhibe 1’activation du plasminogeéne et donc empéche la
fibrinolyse (155). Le TNFa et les endotoxines entrainent une augmentation de sa synthese par

le foie lors de sepsis ce qui diminue la fibrinolyse (171).

1.2.3 Altérations du fonctionnement organique

Le dysfonctionnement des organes vitaux est toujours présent lors de sepsis et est entré depuis
2016 dans la définition de ce syndrome (14), mais pour autant, toute la pathologie associée n’est
pas totalement élucidée (172). Cependant on sait aujourd’hui que ce dysfonctionnement est
secondaire a une perte de fonction a I’échelle cellulaire sans Iésions tissulaires structurelles et
sans étre systématiquement lié a une augmentation significative de la mort cellulaire (57,172—
174).

Deux principales causes de la défaillance organique dans le sepsis ressortent actuellement : les
perturbations microvasculaires et les altérations du métabolisme cellulaire (172).

Comme cela a été développé précédemment, I’endothélium des capillaires est fortement altéré
par les processus inflammatoires et ce qui entraine des perturbations de la perfusion tissulaire
et la formation d’cedéme interstitiel important (175). Le sepsis est, en effet, a I’origine d’une
forte hétérogénéité de flux sanguin et d’une perte du couplage entre la demande tissulaire en
dioxygene et la perfusion (176). La présence d’cedéme altére également la perfusion en
augmentant la pression veineuse et favorisant la stase veineuse (177). Tout ceci a pour
conséquence, la présence de zones d’hypoxie tissulaire mais aussi une augmentation du temps
de contact des tissus avec les leucocytes sanguins (178) entrainant une augmentation de
I’inflammation locale et du stress oxydatif aboutissant au dysfonctionnement cellulaire (179).
Il a été proposé que le maintien de cellules en hypoxie chronique menait a une adaptation de la
cellule visant a diminuer ses besoins en dioxygéne (180). Au cours du sepsis une
reprogrammation métabolique a lieu comme par exemple dans les cardiomyocytes qui
présentent une diminution de la synthése protéique et de 1’activité mitochondriale associées a
leur baisse de contractilité (181) ou dans d’autres tissus comme les poumons, le foie, le rein,
les muscles et méme les cellules immunitaires (172). Cette reprogrammation rassemble

plusieurs modifications :
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une transition de la phosphorylation oxydative a la glycolyse pour la génération
d’adénosine triphosphate (ATP) (182),

une diminution de la respiration mitochondriale (183,184),

une modification de la masse mitochondriale par les processus de mitophagie et de
biogénése mitochondriale (185-187),

I’arrét du cycle cellulaire (188).

Cette diminution et réorientation du métabolisme cellulaire est considérée comme une

adaptation a I’inflammation systémique permettant de réserver la consommation d’énergie aux
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fonctions essentielles, de limiter les Iésions cellulaires a la fois des organites, des protéines et

de I’ADN ainsi que de maintenir I’équilibre énergétique (189,190).

Figure 9 - Reprogrammation métabolique au cours du sepsis

ATP : Adénosine Triphosphate, ROS : espéces réactives de 1’oxygéne

Au cours du sepsis, le stress oxydant induit d’importantes lésions mitochondriales qui ménent a une réorientation du

métabolisme vers le métabolisme glycolytique.
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1.2.4 Nécessité de restaurer I’homéostasie

Pour lutter efficacement contre le sepsis il est clair, aujourd’hui que combattre 1’infection ne
suffit pas. En effet, prévenir et traiter la défaillance des organes vitaux est un objectif majeur
du traitement du sepsis a la fois en médecine humaine (112) et vétérinaire (191). La premiére
des stratégies vise a restaurer la perfusion correcte des organes en contr6lant la pression
artérielle moyenne (objectif de 65 mmHg) et en luttant contre la lactatémie (14,112). Pour cela
la fluidothérapie est essentielle et les recommandations en réanimation humaine sont
aujourd’hui une perfusion d’au moins 30mL/kg de cristalloides dans les 3 premiéres heures
suivant I’admission (112,192). La pression artérielle est précisément monitorée et son maintien
est assuré au besoin par 1’utilisation de vasopresseur comme la noradrénaline en premiére
intention qui peut étre complétée par la vasopressine (112,193). L’effet de faibles doses
d’hydrocortisone pour faciliter le contrdle de la pression artérielle chez certains patients n’est
pas encore complétement établi car les résultats obtenus sont contradictoires (194-196).

La prévention des thrombi veineux a 1’aide d’héparine de bas poids moléculaire est
recommandée mais aucun traitement anticoagulant tels que la thrombomoduline ou
I’antithrombine n’a monté un niveau de preuve d’efficacité suffisant pour étre utilisé (112,193).
Le support des fonctions organiques essentielles doit également étre assuré par la ventilation
mécanique et la dialyse en cas de nécessité (193).

En revanche, a ce jour aucun traitement spécifique de la défaillance multi-organique ne s’est

montré efficace malgré de multiples tentatives (197).

1.3 Le colt économique et humain du sepsis

Les mécanismes pathologiques décrits jusqu’ici ont des conséquences cliniques graves. Malgré
une compréhension de plus en plus fine de ces derniers, prévenir I’apparition du sepsis et guérir

complétement les patients restent des défis primordiaux de notre époque

|.3.1 L’importance majeure et grandissante du sepsis

D’aprés I’estimation de I’organisation mondiale de la santé (OMS), le sepsis touche 30 millions
de personnes par an dans le monde et cause 6 millions de morts (198). Ces chiffres se basent
sur de nombreuses études épidémiologiques réalisees aupres des services de santé des pays les

plus developpés (2,18,19,21,22,94,199,200) mais la situation dans les pays en voie de
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développement est beaucoup plus floue et sans doute beaucoup plus grave (3,201,202). L’OMS
a d’ailleurs fait de ce syndrome une priorité de santé publique a 1’échelle mondiale (203).

Une étude de Martin et al., s’est principalement intéressée a 1’évolution de 1’épidémiologie du
sepsis aux Etats-Unis entre 1979 et 2000. Les résultats de cette étude montrent une
augmentation importante de 1’incidence du sepsis dans ce pays passant de 100 a plus de 200 cas
pour 100 000 habitants (2). Plusieurs causes sont avancées pour expliquer cette forte
augmentation : le vieillissement de la population, 1’augmentation des comorbidités (cancer,
maladies chroniques, ...), I’augmentation de la fréquence des traitements immunosuppresseurs,
I’augmentation de 1’antibiorésistance, 1’augmentations du nombre de patients atteints du SIDA
mais aussi I’amélioration du diagnostic.

En conséquence, les colts pour le systéme de santé sont importants puisqu’on les estime entre
25 000 et 50 0000€ par patient (25,204-206).

1.3.2 L’évolution favorable du pronostic a court terme

Le pronostic du sepsis s’est amélioré au cours du temps avec un taux de mortalité a 1’hopital
passant de 27,8% a 17,9% en 20 ans (2). Bien que ces taux différent beaucoup d’une étude a
I’autre en fonction de la localisation et des critéres de 1’étude, la tendance a la baisse de la
mortalit¢ semble se confirmer dans les différents services de soins intensifs modernes
(7,20,207-209). Malgré tout, le nombre de personnes mourant de sepsis continue d’augmenter
chaque année (25) et le nombre de survivants augmente également (210,211) or leurs séquelles

au long terme sont loin d’étre négligeables (7,211).

1.3.3 La qualité de vie des survivants comme nouvel objectif

Plusieurs études ont démontré une augmentation importante du risque de mortalité apres la
sortie de 1’hdpital et pendant plusieurs années (212-215). Cette constatation va de pair avec
celle de I’augmentation du risque de ré-hospitalisations pour les survivants (7) qui est de 30%
90 jours apres la sortie et 63% un an apres (215), les causes de ces ré-hospitalisations sont
principalement des infections, des insuffisances rénales et des problemes cardiovasculaires (7).
Les patients ont aussi un plus grand de risque de mourir lorsqu’ils sont réhospitalisés apres un
sepsis qu’apres tout autre hospitalisation (216). 1l a été démontré chez ces patients la persistance
d’un état d’immunodépression, d’une inflammation chronique, et d’une défaillance organique
(48,59) comme le montre la réactivation de certaines infections virales (217) et la présence de

foyers infectieux non-résolus a la mort des patients septiques (60).
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En parall¢le de cette diminution de I’espérance de vie des survivants, leur qualité de vie est
¢galement altérée principalement par une perte d’indépendance due a des difficultés a réaliser
des taches simples du quotidien comme marcher, s’habiller ou préparer a manger (218). Ces
difficultés s’expliquent par des troubles physiques, cognitifs et psychologiques (7). En effet,
28% des survivants souffrent de dépression, 24% d’anxiété et 22% d’un syndrome de stress
post-traumatique (219-222). De méme, le taux de troubles cognitifs augmente aprés un sepsis
de 10,6% (218). Des troubles neuromusculaires peuvent se manifester par 1’apparition chez
36% des patients d’une faiblesse musculaire acquise en réanimation (ICUAW : Intensive Care
Unit Acquired Weakness) qui a deux composantes : la polyneuropathie de soins intensifs (CIP :
Critical Illness Polyneuropathy) et la myopathie de soins intensifs (CIM : Critical IlIness
Myopathy) (223-226). 1l reste beaucoup a comprendre concernant les mécanismes a 1’origine
de ces troubles qui constituent un axe de recherche en forte expansion dans le domaine du sepsis
(226).
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Il. Les conséquences neuromusculaires du sepsis

Comme tous les organes, le systeme neuro-musculaire est susceptible de dysfonctionner au
cours du sepsis. Cependant, les conséquences de ces dysfonctionnements sont démultipliées par
son role central dans la régulation de toutes les fonctions de 1’organisme et leur résolution peut
s’avérer particulierement longue. Dans un premier temps, I’importance clinique et la variété de
ces dysfonctionnements seront présentés. Les altérations cellulaires et tissulaires associées au
sepsis rencontrées seront ensuite détaillées dans le systeme nerveux central (SNC) puis dans le
systeme nerveux périphérique (SNP) et dans les muscles.

1.1 Importance des conséguences neuromusculaires pour les patients humains

11.1.1 Deux syndromes de dysfonctionnements neurologiques lors du sepsis

Le systéme nerveux est classiquement divisé en deux parties, une partie centrale composée de
I’encéphale et de la moelle épinicre et une partie périphérique qui regroupe nerfs. Le sepsis est
susceptible d’impacter le fonctionnement du SNC comme du SNP et des muscles donnant lieu
a deux syndromes différents.

L’atteinte du systéme nerveux central qui conduit & une encéphalopathie associée au sepsis
(SAE : sepsis-associated encephalopathy) est présente selon les études dans 30 a 70% des cas
de sepsis (227). Ce syndrome se base principalement par 1’apparition chez les patients d’un état
confusionnel aigu ou délirium mais peut se compliquer par un coma (228). Le collége américain
et la société américaine de soins intensifs recommandent que tous les patients admis en soins
intensifs subissent une évaluation neurologique basée sur des méthodes comme la Confusion
Assessment Method for the Intensive Care Unit (CAM-ICU) (229). Cette méthode évalue quatre
critéres de delirium : changement brutal du statut mental, inattention, altération de 1’état de
conscience, désorganisation de la pensée (230). L’imagerie médicale et notamment I’IRM ne
permet pas de mettre en évidence de lésions spécifiques chez ces patients mais est efficace pour
exclure d’autres affections (hémorragies, abces, tumeurs, ...). L’électro-encéphalogramme
(EEG) révele souvent des anomalies dans [’activité électrique du cerveau de ces patients
(231,232). Certains biomarqueurs ont été investigués comme le S100b et 1’énolase spécifique
des neurones mais aucune certitude ne se dégage de ces recherches (233).

Le dysfonctionnement du SNP ou du tissu musclaire aboutit & une faiblesse musculaire nommee

ICUAW. Les patients peuvent présenter des signes cliniques variés selon la localisation et la
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séverité de la faiblesse. On peut noter des parésies, paralysies, de I’hyporéflexie, de 1’atrophie
ou une insuffisance respiratoire (225). Elle peut étre divisée en deux composantes cliniques
présentes soit isolément soit de facon concomitante : la CIP et la CIM. La premiere fait
référence a un dysfonctionnement du nerf périphérique menant a un défaut de conduction a la
fois des motoneurones et des neurones sensitifs. Elle est mise en évidence via un examen
électromyographique (EMG) par une diminution de I’amplitude des potentiels d’action
musculaires composés (CMAP : Compound Muscular Action Potentials) et des potentiels
d’action des nerfs sensoriels (SNAP : Sensory Nerve Action Potentials). La deuxiéme est un
dysfonctionnement des fibres musculaires. L’EMG montre alors une diminution d’amplitude et
de durée des CMAP, une diminution de I’excitabilité musculaire et la présence d’une activité

électrique spontanee (225,234).

11.1.2 Les répercussions de I’altération du systéme neuro-musculaire sur la mortalité en
phase aigu du sepsis

Pour un patient admis en soins intensifs le delirium est un facteur prédictif important de
mortalité. Il est également associé a un temps d’hospitalisation plus long et une durée sous
ventilation assistée plus importante (235). De la méme fagon, ’'ICUAW est associée a une durée
d’hospitalisation plus élevée, une durée de ventilation mécanique plus importante et une
mortalité augmentée a 1’hopital et en soins intensifs (236-238).

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cet effet sur la mortalité. Tout d’abord, 'TCUAW est
al’origine d’une faiblesse des muscles respiratoires (239) augmentant la nécessité de ventilation
mécanique et donc un prolongement de la durée passée en soins intensifs associés a une
augmentation de la mortalité. De méme le risque d’infection pulmonaire par aspiration est
augmenté a la fois par la faiblesse musculaire des muscles pharyngiens (240) et par la
diminution des réflexes de toux induite par la SAE (241). Cette atteinte des réflexes est
secondaire a des lésions du tronc cérébral (241) qui contréle 1’éveil, un certain nombre de
réflexes et les fonctions vitales notamment cardiorespiratoires (233). Lorsque cette région est
Iésée par la SAE, les patients montrent une variabilité importante de la fréquence cardiaque qui
est associée a un mauvais pronostic (242,243). Lors d’une atteinte de la région hypothalamo-
hypophysaire c’est tout le systtme endocrinien qui est impacté et notamment la sécrétion de
vasopressine (244) et d’ACTH (245). Ceci contribue a I’apparition de 1’état de choc septique et
a la mort des patients.
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11.1.3 Des séquelles neuro-musculaires impactant gravement la qualité de vie des patients
Chez les survivants d’un sepsis, il est fréquent de retrouver des séquelles neuromusculaires
parfois graves qui impactent fortement la qualité de vie des patients (218). Il a été montré
qu’environ 41% des patients ayant survécu a un épisode de sepsis sont incapables d’effectuer
un emploi a temps plein (246). La nature de ces séquelles est variable selon la localisation des
Iésions (228). Certains patients souffrent de troubles sévéres de mémorisation ayant pour
origine des l1ésions de 1’hippocampe ou du cortex frontal caractérisées par une mort neuronal,
une activation microgliale persistante et une augmentation du stress oxydant (233,247). Des
troubles cognitifs comme des troubles de la parole sont aussi fréquents lors de lésions corticales
(233,248,249). Ces lésions peuvent aussi provoquer 1’apparition ou empirer 1’évolution de
maladies neurodégénératives (218). Des troubles psychologiques sont également fréquents avec
28% des survivants qui souffrent de dépression, 24% d’anxiété et 22% d’un syndrome de stress
post-traumatique (219-222). Ces troubles sont associés a des dysfonctionnement de la région
de I’amygdale (69,250). La présence d’ICUAW se résout normalement en quelques semaines a
quelques mois (251) mais peut dans 28% des cas persister et diminuer la qualité de vie des
patients (252).
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Figure 10 - Symptomes et neuro-localisation des lésions lors de SAE (228)
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11.2 Les mécanismes physiopathologiques de I’encéphalopathie associée au sepsis

La SAE est la résultante de trois mécanismes qui seront détaillés dans cette partie : la neuro-
inflammation, les perturbations de 1’autorégulation cérébrale et 1’altération de Ia

neurotransmission.

11.2.1 La neuro-inflammation au cours du sepsis

11.2.1.1 La microglie, élément central de la neuro-inflammation

Les cellules microgliales sont des cellules myéloides comparables a des macrophages tissulaires
mais qui ont une origine embryologique différente car elles proviennent d’une hématopoiése
primitive des cellules du sac vitellin. Elles ont un role immunitaire important notamment dans
la présentation d’antigeénes et la phagocytose mais elles sécretent également des facteurs
neurotrophiques qui sont impliqués dans la plasticité synaptique (253). Elles sont décrites
classiquement sous deux formes. La forme au repos possédant une morphologie ramifiée en
contact avec de nombreux neurones environnants est capable de repérer les modifications de
son microenvironnement. La forme activée est beaucoup plus plastique et posséde de nombreux
phénotypes adaptés a chaque microenvironnement. Sous cette derniére, les cellules tendent en
général, a avoir une morphologie moins ramifiée pouvant aller jusqu’a une forme dite améboide
quasi ronde. Elles peuvent alors déclencher des processus de réparation tissulaire, moduler la
réponse immunitaire ou induire la mort d’autres cellules (254). Parmi tous les stimuli
susceptibles d’activer les cellules microgliales, les PAMPs et les DAMPs sont les plus
importants car ces cellules comme les macrophages possédent un grand nombre de récepteurs
TLR et NLR (255). L’induction des phénotypes principaux des cellules microgliales sont
présentés dans la figure 12.
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Figure 11 - Processus d'activation microgliale

11.2.1.2 L activation microgliale au cours du sepsis

Au cours du sepsis, la microglie est susceptible de s’activer via une stimulation par des
endotoxines ou des cytokines pro-inflammatoires. En effet, le lien entre inflammation
systémique et activation microgliale a déja été bien démontré (256-258). Aprés une injection
de LPS chez une souris 1’activation microgliale est observée apres 6h et persiste au moins
pendant 3 jours (aprés ce délais les résultats sont contradictoires) (259). Pour avoir lieu cette
activation nécessite un contact entre la microglie et des signaux tels que les PAMPSs ou les

DAMPS. Or de fagon physiologique la majeure partie de [’encéphale est séparée du
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compartiment sanguin par la barriere hémato-encéphalique (BHE). L’activation microgliale est
donc déclenchée soit dans les zones dépourvues de BHE c’est-a-dire les organes
circumventriculaires. (I'nypothalamus, l'organe subfornical, I'organe vasculaire de la lame
terminale, I'organe sous-commissural, I'area postrema, I'épiphyse, la neurohypophyse) soit a la
suite d’une rupture de la BHE (260). Cette rupture a été mise en évidence a la suite d’injection
de LPS (261), dans des modeles animaux de sepsis (249,262) et chez les patients humains
atteints de sepsis (231,263). Les médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, le NO ou les
prostaglandines entrainent des 1ésions de I’endothélium, des jonctions serrées, du glycocalyx et
des modifications structurelles des pieds des astrocytes qui sont a I’origine de cette rupture de
BHE. De plus les cellules endothéliales de la BHE s’activent au contact de ces médiateurs ce
qui modifie I’expression de leur transporteurs et déclenche la production de NO et de

prostaglandines localement (261).

11.2.1.3 Les conséquences de I’activation microgliale sur le fonctionnement neuronal

La microglie est dans le tissu cérébral en constante interaction avec les autres types cellulaires
et est considérée comme un acteur majeur dans le développement des dysfonctionnements
cognitifs consécutifs a une SAE (264). L’activation de ces cellules aboutit a de profondes
modifications de son métabolisme avec une bascule vers un métabolisme glycolytique. Ceci
diminue la consommation de dioxygéne par les mitochondries et augmente la production de
lactate et radicaux libres dérivés de 1’oxygene (255). La production de radicaux libres et la
libération massive de glutamate par les cellules microgliales activées sont fortement nocives
pour la survie neuronale et astrocytaire (265). L’activation microgliale a un impact majeur sur
les astrocytes. Lors de lésions cérébrales ce sont ces derniers qui migrent vers la lésion pour
assurer la cicatrisation sous le contréle microglial. Dans les modeles animaux de SAE la
prolifération astrocytaire est constamment reportée et associee aux dysfonctionnements
cérébraux. En revanche aucune étude de neuropathologie humaine n’a confirmé 1’existence de

ces lésions chez I’homme (233).

11.2.2 Les perturbations de I’autorégulation cérébrale

L’autorégulation cérébrale est le processus qui assure le maintien d’une perfusion cérébrale
constante malgré les variations de débit sanguin. Les unités glio-vasculaires composées des
cellules endothéliales, de la lame basale, des astrocytes périvasculaires et des péricytes, ajustent

la perfusion aux besoins énergétiques des neurones (266). Au cours du sepsis, ce systeme peut
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étre défaillant, ce qui entraine fréeqguemment des leésions ischémiques et cette défaillance semble
précéder 1’apparition de SAE (267,268). Le role des astrocytes est de réguler I’apport en
substrats métaboliques, en eau et en ions des neurones, ¢’est ce qui s’appelle le couplage neuro-
vasculaire (233). Une altération de ce couplage a été décrit au cours du sepsis probablement di

a un exces de production d’acide arachidonique et de NO (269).

11.2.3 Les altérations de la neurotransmission

L’ensemble des processus €voqués jusqu’ici aboutissent a une altération du fonctionnement
neuronal qui touche plusieurs systémes de neurotransmission. L’effet du sepsis a été démontré
sur les systémes cholinergique (270), B-adrénergique (271) et dépendants de 1’acide y-amino-
butirigue (GABA) (271). Au cours du sepsis, il existe un déséquilibre entre le systeme
dopaminergique et le systeme cholinergique (272) mais aucune des tentatives
pharmacologiques pour rétablir cet équilibre (utilisation de médicaments cholinergiques ou
anti-dopaminergiques) n’a abouti (233). En revanche I’utilisation de médicaments agonistes du
récepteur GABA comme les benzodiazépines a un effet néfaste sur le pronostic des patients
septiques et a I’inverse les a2-agonistes comme la dexmédétomidine sont bénéfiques (273). Les
mécanismes par lesquels ces voies de neurotransmission sont altérées ne sont pas complétement
¢lucidés mais font probablement intervenir la production de NO et 1’augmentation des
concentrations sanguines d’acides aminés neurotoxiques comme le tryptophane, la tyrosine ou
la phénylalanine (274).

Enfin, comme cela a déja été évoqué, la libération massive de glutamate est a I’origine
d’apoptose neuronal. Ce glutamate est libéré en grande partie par la microglie activée. Ce
dernier présente une importante excitotoxicité puisque sa fixation sur son récepteur spécifique
NMDA conduit a un influx cytoplasmique de calcium. Il mene alors a la libération par
exocytose de granules de glutamate renforcant le cercle vicieux de 1’excitotoxicité.
L’accumulation de calcium est renforcée lors de défaillance énergétique cellulaire car la
diminution de I’ATP disponible empéche le fonctionnement des pompes ioniques, ce qui
favorise la dépolarisation des membranes et I’entrée de calcium (233). Le déséquilibre ionique

qui s’en suit entraine la mort de la cellule neuronale.
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11.3 Les altérations de la fibre musculaire lors de sepsis

Au cours du sepsis, le systeme nerveux périphérique peut subir des dysfonctionnements qui
persistent parfois sous forme de séquelles. La physiopathologie exacte de ces
dysfonctionnements n’est pas complétement connue, mais ils sont associés a de multiples

altérations au sein du tissus musculaire qui sont ici détaillées.

I1.1 Une modification de la conduction nerveuse

Chez les patients atteints de CIP, des dommages microvasculaires ont été repérés ainsi que la
présence d’cedéme qui pourraient entrainer la dépolarisation chronique de la partie terminale
des axones des motoneurones (275,276). De plus I’cedéeme est aussi susceptible de générer une
compression du nerf particulierement lorsque ces derniers passent sous des fascias musculaires
(223).

I1.2 Une altération de I’excitabilité et de la contractilité musculaire

De nombreuses modifications dans 1I’expression des récepteurs et des canaux a la surface de la
fibre musculaire ont été observées chez les patients et dans des modeles animaux de sepsis.
Tout d’abord la densité de récepteurs a I’acétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire
est diminuée et induit une diminution de la sensibilit¢é du muscle a ’acétylcholine (277).
Cependant une néo-expression de la forme feetale du récepteur sur I’ensemble de la fibre a été
observée et est interprétée comme une réponse de la fibre a la diminution de la stimulation
nerveuse (278,279). L’excitabilité de la fibre musculaire est aussi diminuée par une forte
altération de la vitesse de transmission du potentiel d’action musculaire (280). Ce
ralentissement est responsable de 1’¢largissement des CMAP visible a PEMG. Il est
probablement dii & une augmentation de 1’inactivation du canal sodique voltage-dépendant
Navl.4 (223). A ceci s’ajoute une dépolarisation du sarcolemme associée a des modifications
des concentrations ioniques (surtout sodium et chlore) (223). Dans un modéle de CLP il a aussi
été démontré la néo-expression de canaux non spécifiques appartenant a la famille des
connexines (281). Quelques donnees suggerent des altéerations du couplage excitation-
contraction avec notamment une diminution de I’expression du récepteur a la dihydropyridine
(DHPR) et du récepteur a la ryanodine RYR1 (282). L’homéostasie calcique est également
fortement altérée avec une augmentation de la concentration intracytoplasmique de calcium qui

déclenche des perturbations majeures du métabolisme énergétique et proteique (223).
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11.3 Un dysfonctionnement du métabolisme énergétique

De fortes modifications du métabolisme énergétique s’operent dans la fibre musculaire au cours
du sepsis. On observe notamment une réorientation vers la voie glycolytique indépendamment
de la perfusion en dioxygéne de la cellule. Ceci est nommée 1’hypoxie cytopathique et
correspond a un défaut de I’utilisation du dioxygéne (283). Des lésions mitochondriales
importantes ont été mises en eévidence par microscopie électronique dans des modeles animaux
(284) et un dysfonctionnement mitochondrial dans les muscles a été associé chez I’homme avec
un plus mauvais pronostic (183).

Le sepsis entraine la génération de NO par I’enzyme iNOS et la production de radicaux libres
principalement par la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase
cytosolique et le complexe | de la chaine de transmission électronique des mitochondries.
L’ensemble génére de la peroxynitrite (ONOQO) qui inhibe les complexes I, Il et IV par
nitrosylation irréversible et entraine d’importantes 1ésions de I’ADN mitochondrial. Le
potentiel de la membrane interne mitochondrial est réduit et la production d’ATP par
phosphorylation oxydative est stoppée (223,285). Enfin des canaux calcium s’ouvrent sous
I’effet de la baisse de potentiel de membrane entrainant une fuite majeure de calcium dans le
cytosol. A la suite de ces événement, les voies de 1’apoptose peuvent étre déclenchées ou bien
la biogénese mitochondriale peut étre relancée via 1’activation de Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a) et Superoxide dismutase 2 (SOD2)
(223,285).

11.4 Un déséquilibre de la synthése/dégradation des proteines

Le sepsis entraine une fonte musculaire associée a une diminution de la taille des fibres via
I’activation de différentes voies de dégradation des protéines et une inhibition de leur synthese
(223). Le stress oxydatif est a I’origine de 1’apparition de protéines spécifiques au niveau du
réticulum qui marquent un stress de cet organite et qui sont susceptibles d’activer les voies de
dégradation des protéines (286). La plus importante voie de dégradation des protéines est la
voie ubiquitine-protéasome. L’entrée des protéines dans cette voie est assurée par leur
ubiquitinylation via deux ubiquitine-ligases (tripartite motif containing 63 (TRIM 63) et F-box
only protein 32 (FBXO 32)) fortement surexprimées dans les modéles de sepsis et chez les
patients (287,288). L’activité globale du protéasome est aussi augmentée (289). D’autres voies

de dégradation des proteines sont probablement impliquées dans la fonte musculaire secondaire
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au sepsis comme la voie de la calpaine stimulée directement par I’augmentation du calcium
cytosolique ou celle de la caspase 12 (223).

La diminution de la synthése protéique au cours du sepsis repose principalement sur I’inhibition
de la voie Akt/mammalian Taget Of Rapamycin (MTOR) qui est une voie centrale de

I’anabolisme protéique (290).

I1.5 La diminution des capacités de régéneration

Autour de la fibre musculaire, les cellules satellites jouent un réle majeur dans 1’homéostasie et
la régénération du tissu musculaire. Or il a été démontré que le sepsis affecte ces cellules et
diminue les capacités de régénération du muscle dans un modéle de CLP murin (291). Cette
étude a démontré une apoptose des cellules satellites chez les souris septiques, un
dysfonctionnement mitochondrial majeur associé¢ a un fort stress oxydatif. Enfin I’injection de

cellules souches mésenchymateuses permet de restaurer ces altérations.
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I11. Comment éetudier le sepsis ?

Malgré I’importance majeure du sepsis en médecine humaine, nos connaissances sur les
mécanismes en jeu au cours de ce syndrome restent incomplétes et des questionnements se
soulévent quant a la méthodologie employeée. En effet des modeles animaux existent depuis trés
longtemps mais aucun traitement spécifique n’est aujourd’hui efficace chez I’homme. Dans un
premier temps les défis posés aux modeles actuels seront explicités avant de détailler les
recommandations faites par certains experts dans ce domaine. Enfin une toute nouvelle

approche de ce probléme sera proposée.

111.1 Les limites des modéles murins de sepsis

111.1.1 L’échec de 30 ans de recherche ?

Il a été montré précédemment que méme si la mortalité a diminué depuis 30 ans, aucun
traitement spécifique n’est encore disponible aujourd’hui pour le sepsis. Pourtant, depuis 1982,
plus de 80 essais cliniques de phase II ou III ont été tentés. La plupart n’ont montré aucune
amélioration de la mortalité par rapport au placébo. Quelques-uns se sont montrés bénéfiques
pour les patients mais les résultats n’ont pas pu étre reproduits. Enfin certains ont mis en
évidence des effets néfastes sur le pronostic des patients (292). Le tableau 2 rassemble quelques
exemples de ces essais cliniques aux résultats souvent contradictoires.

Une grande majorité de ces essais, et surtout les plus récents, sont organisés a grande échelle,
sont multicentriques et impliquent un grand nombre de patients. Malgré ce fort pouvoir
discriminant, les résultats statistiques sont décevants. De plus, ils peuvent présenter un danger
pour les patients puisque plusieurs essais cliniques ont déja été interrompus bien avant la fin

car la mortalité était significativement plus élevée dans le groupe traité (293).
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Tableau Il - Exemples d'essais cliniques de traitements spécifiques contre le sepsis (228)

Référence Année Patients (taille de Molécule Effet sur la
I’échantillon) mortalité
Corticoides
(129) 1984 Choc septique (59) Méthylprednisolone Aucun
(131) 1987 | Sepsis ou choc septique Méthylprednisolone Négatif
(382)

(196) 2002 Choc septique avec Hydrocortisone et Positif

insuffisance fludrocortisone

surrénalienne (229)

(195) 2008 Choc septique (499) Hydrocortisone Aucun
(294) 2018 Choc septique (3800) Hydrocortisone Aucun
(295) 2018 Choc septique (1241) Hydrocortisone et Positif

fludrocortisone

Agents anti-LPS

(296) 1982 Choc septique (212) Antisérum humain contre Positif
E. coli
(297) 1994 | Choc septique bactérie Anticorps humain anti- Aucun
GRAM négative (621) LPS
(298) 2000 | Sepsis bactérie GRAM | Anticorps murin anti-LPS Aucun
négative (1090)
(127) 2015 | Choc septique d’origine Polymyxine B Aucun
abdominale
Agents anti-TLR4
(299) 2010 Sepsis (300) Eritoran (antagoniste Aucun
TRL4)
(300) 2013 Sepsis (1961) Eritoran (antagoniste Aucun
TRLA4)
Agents anti-TNFa
(301) 1996 Choc septique (99) Protéine de fusion Négatif

neutralisant le TNFa
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(134) 1995 Sepsis (994) Anticorps murin anti- Aucun
TNFa
(302) 1996 Sepsis (564) Anticorps murin anti- Aucun
TNFa
(303) 1998 Choc septique (1878) Anticorps murin anti- Aucun
TNFa
(304) 2004 Sepsis avec forte Afelimomab: fragment Positif
concentration sérique F(ab’)2 d’un anticorps
d’IL-6 (998) murin anti-TNFa
Agents anti-1L1
(133) 1994 Sepsis (893) IL-1RA humain Aucun
recombinant
(305) 1997 | Sepsis ou choc septique IL-1RA humain Aucun
(696) recombinant
(306) 2016 | Sepsis ou choc septique IL-1RA humain Positif
(763) recombinant
(307) 2018 Sepsis (529) IL-1RA humain Variable
recombinant selon la
concentration
plasmatique
basale
Anticoagulants
(168) 2001 Sepsis (1690) Protéine C activée Positif
(169) 2005 | Sepsis a faible risque de Protéine C activée Aucun
mortalité
(308) 2007 Enfants avec sepsis Protéine C activée Aucun
(477)
(170) 2012 Infection, SIRS, choc Protéine C activée Aucun
septique (1697)
(309) 2013 Sepsis et CIVD (741) Thrombomoduline Aucun

Immunostimulants
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(310) 2003 Sepsis et pneumonie G-CSF Aucun
bactérienne (701)
(138) 2009 Sepsis et GM-CSF Aucun

Immunosuppression

Autres
(311) 2013 Sepsis (194) Lactoferrine Positif
(293) 2015 Sepsis (305) Lactoferrine Négatif
(132) 1997 Sepsis (455) Ibuprofene Aucun
(312) 2014 Sepsis et détresse Rosuvastatine Aucun

respiratoire (745)

(313) 2017 Choc septique, Levosimendan Aucun

personnes agées (240)

Ce manque de résultats peut s’expliquer par différentes raisons. La durée inadaptée des
traitement est souvent choisie de maniére arbitraire (292). L’hétérogénéité des patients recrutés
est aussi grandement décriee. En effet, certains traitements semblent efficaces pour certaines
catégories de patients et néfastes pour d’autres (307). La définition du sepsis peut s’appliquer a
n’importe quelle infection or les profils biochimiques des patients peuvent étre tres différents
amenant ainsi des réponses hétérogenes au méme traitement (292). Enfin, I’efficacité des
composeés testés est bien slr a remettre en question tout comme la méthodologie avec laquelle
ils sont sélectionnés. Par exemple, aucun des anticorps anti-LPS testés n’a montré sa capacité
a neutraliser les effets du LPS in vitro (297). L’utilisation de modéles animaux pour la recherche
préclinique est essentielle pour le développement de nouveaux traitement efficaces contre le
sepsis mais ces derniers sont aujourd’hui fortement critiqués au vu des difficultés rencontrées
par la recherche translationnelle dans ce domaine. C’est sur cet aspect que le reste de ma

réflexion va se concentrer.

111.1.2 Des modéles peu reproductibles et peu comparables

L’¢tude préclinique du sepsis se base depuis toujours en tres grande majorité sur 1’étude de
modeles murins. Il faut distinguer d’un c6té les modeles de syndrome inflammatoire systémique
(SIRS) basés sur I’injection de LPS par voie intraveineuse ou intrapéritonéale et les modeles de
sepsis au cours desquels une infection se développe. La différence entre ces deux types de

mode¢le est majeure et la réponse de 1’hote dans ces deux cas de figure difféere totalement en
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terme de mortalité et de profil inflammatoire (314). La présence d’un agent infectieux capable
de proliférer est essentielle pour parler de sepsis. Le gold-standard est un modéle chirurgicale
de péritonite septique basé sur la ligature et la ponction du caecum (CLP : Cecal Ligation and
Puncture) mais I’injection intrapéritonéale de feces, de broyat de caecum ou d’un inoculum
bactérien connu est aussi utilisé (315-317). Cependant, il parait évident au vu de nos
connaissances des mécanismes de déclenchement de la réponse immunitaire que la présence de
Iésions tissulaires a 1’origine de signaux de danger modifie le profil inflammatoire de 1’hote.

Ces différents modeéles de sepsis murin montrent des différences a la fois de mortalité, de

cinétique et de profil inflammatoire (315,318,319), ce qui rend la comparaison entre les études

Figure 12 - Etape de réalisation d'une ligature et ponction du caecum (CLP) (d'apres (252))

1) Incision de laparotomie aprés préparation chirurgicale du site
2) Isolement du caecum

3) Ligature du caecum sous la valve iléocacale

4)  Ponction du caecum

5)  Pression sur le caecum pour faire sortir des matieres fécales
6) Fermeture de l’incision en deux couches

7) Réhydratation sous cutanée et réveil

8)  Excision du caecum lors d’une nouvelle laparotomie apreés 10h
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difficile. En plus d’avoir des effets peu comparables entre eux certaines modélisations dont la
CLP sont également peu reproductibles. D’importantes variations de mortalité et de
concentration en IL-6 et TNFa ont été observées selon la technique utilisée et notamment selon
la longueur de caecum ligaturée (320).

A la suite de la procédure, I’utilisation d’antibiotiques et une réhydratation sous-cutanée sont
possibles mais pas toujours pratiquées et influencent grandement le résultat de 1’expérience
(316). De nombreux autres parameétres peuvent altérer les résultats. Les bactéries responsables
du sepsis proviennent directement de la flore digestive des animaux qui est donc influencée par
I’environnement et 1’alimentation. Ceci crée des disparités entre les laboratoires mais aussi dans
le temps et oblige a réaliser des tests préliminaires de fagcon a déterminer la gravité clinique du
modele pour le groupe contrdle (316). De plus les souris étant coprophages, leur flore digestive
peut étre source de bactéries différentes de celles responsables de sepsis chez ’homme (321).
Le choix des animaux peut aussi compliquer la comparaison entre les études et la déduction de
résultats fiables et généralisables a I’espéce entiére puis a I’homme. Les souris les plus utilisées
appartiennent a la souche C57BL/6. Cependant, la trés forte homogénéité génétique des souches
de souris de laboratoire accentue les différences entre les souches qui répondent différemment
au sepsis (322). Par exemple, lorsque 1’on s’intéresse a la modulation de I’expression génétique
des macrophages exposés au LPS chez 3 souches (C57BL/6, DBA2 et BALB/c) 415 genes sont
modulés de fagon similaire mais jusqu’a 960 sont modulés différemment (323). Les lignées
transgéniques utilisées pour évaluer I’influence de I’expression d’un géne dans le mécanisme
physiopathologique possédent aussi une information génétique treés différente du reste de
I’espece et peuvent notamment posséder des mutations dites passageres qui compliquent
I’interprétation des résultats (324).

11 est possible de constater que 1’ensemble des investigations autour de la physiopathologie du
sepsis chez la souris repose sur des modéles de sepsis abdominaux alors que la porte d’entrée
majeure chez I’homme est 1’appareil respiratoire (18). Ceci constitue une limitation

supplémentaire a la généralisation des résultats a I’ensemble des patients humains.

111.1.3 Des particularités spécifiques difficiles a surmonter

Les débats autour des limites des modeles murins existent depuis longtemps mais c’est un
article publié en 2013 par Seok et al. qui a déclenché une forte vague de remise en questions
(325). Cet article compare 1’expression des génes des leucocytes sanguins dans des situations
de brdlure, traumatisme et endotoxémie humaines avec les modéles murins correspondants et

révele une mauvaise corrélation entre ces modeles et les maladies humaines. D’autres auteurs
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ont défendu les modeles murins (326) et en 2015 une nouvelle analyse des données de Seok
utilisant des critéres d’inclusion différents conclue a une forte corrélation entre modéles murins
et réalité clinique (327). Cependant, cette analyse montre que parmi les couples de géenes
orthologues dont 1’expression est modifiée dans les deux especes au cours du sepsis, 62%
varient dans la méme direction. Or dans le cas de non corrélation, la probabilité est de 50%,
donc malgré que la corrélation soit significative la représentativit¢ du modele reste tres
discutable (328).

Ce défaut de représentativité des modeles de sepsis est a rapprocher des particularités
spécifiques fortes de la souris en termes d’immunologie et aux contraintes liées a
I’environnement de laboratoire.

Tout d’abord, les expériences d’injection de LPS montrent que la sensibilité des souris aux
endotoxines est bien inférieure a celle de I’homme : la Dose Léthale 50% (DL50) du LPS chez
la souris est de 1-25 mg/kg (329-331) soit 10 000 fois plus que la dose la plus forte utilisée
chez I’homme pour induire un état de choc (41). Cette résistance est illustrée par le fait que
pour obtenir une tempéte cytokinique comme c’est le cas pour ’homme, il faut associer une
laparotomie, une caecotomie, une fracture du fémur et une lésion musculaire (332). De
nombreuses différences ont été rapportées entre le systéme immunitaire de la souris et celui de
I’homme (333). Par exemple il est possible de citer des différences dans 1’expression des TLR
(334) ou encore la formule leucocytaire sanguine (souris: 75-90% lymphocyte/25-10%
polynucléaires neutrophiles, homme: 30-50% lymphocytes/50-70% polynucléaires
neutrophiles) (335). De méme, les souris ne produisent pas de CRP ni d’antitrypsine ou d’IL-8
et ont un systeme du complément de plus faible activité (328).

Les contraintes imposées par 1’environnement du laboratoire sont également a considérer pour
évaluer la représentativité du modele. En effet, les conditions de vie des souris de laboratoire
sont sur certains points assez éloignées de leurs préférences physiologiques et sont susceptibles
de modifier fortement leur réponse a I’infection. L’exemple le plus marquant est celui de la
température. Les souris gardées dans des animaleries a température ambiante (20-22°C)
présentent une hypothermie au cours du sepsis (328). A I’inverse si elles sont gardées dans leur
zone de confort thermique (30-32°C) (336), les souris présentent de la fievre et ont une
meilleure survie au sepsis (337-339). L’alimentation des souris est donnée ad libitum et leur
niveau d’exercice est réduit donc la plupart des expériences sont réalisées sur des souris
sédentaires souvent en surpoids (340). Le sepsis touche chez I’homme des individus plutot agés
or la majorités des expérimentations sont réalisées chez des souris (trés) jeunes adultes (328)
alors que la mortalité du sepsis chez les souris agées est supérieure (341).
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111.1.4 Le défi éthique dans la modélisation du sepsis

Toutes les expérimentations animales doivent faire 1’objet d’une réflexion éthique et doivent
obtenir I’approbation d’un comité d’éthique. L’expérimentation peut étre évaluée par plusieurs
méthodes comme par exemple 1’appréciation tridimensionnelle de Bateson (342). Cette
méthode prend en compte trois élements : la qualité scientifique, la probabilité de souffrance
animale et la probabilit¢ d’obtention de résultats importants pour la médecine. Au vu des
connaissances actuelles et des critiques qui entourent notamment le modéle de la CLP chez la
souris, cette probabilité est réduite. De plus, cette procédure est fortement traumatisante et
douloureuse. Elle est basée sur la création d’une péritonite qui évolue sur une période
relativement longue et dont la douleur est difficile a controler méme avec les meilleurs moyens
analgeésiques.

Il se pose donc actuellement la question du remplacement ou de I’amélioration de ce modéle
par de nouvelles approches expérimentales. Pour augmenter la représentativité du modeéle il a
notamment été proposé 1’utilisation de souris humanisées, ¢’est-a-dire possédant un systéeme

immunitaire humain (343).

111.2 La nécessité de changer d’approche

111.2.1 Les nouveaux objectifs de la modélisation du sepsis

L’échec, au moins partiel, dans la recherche d’un traitement efficace contre le sepsis est avéré
et pousse a une remise en question des méthodes employées jusqu’a maintenant. Pour autant,
les modeles murins ne sont pas les seuls responsables et les abandonner définitivement serait
sans doute une erreur. Pour relever le défi posé, certains encouragent un changement
d’approche (344). Jusqu’a présent, les modeles étaient utilisés pour identifier une molécule ou
un mécanisme pour ensuite intervenir chez I’homme. Aujourd’hui, il est proposé d’identifier
un dysfonctionnement chez 1’homme puis trouver un modéle dans lequel ce dysfonctionnement
est présent pour tester des hypotheses et des traitements avant de pouvoir enfin intervenir chez
I’homme.

Cette approche permet de ne plus traiter le sepsis dans son ensemble mais de le fractionner en
dysfonctionnements observés chez les patients. Cela implique d’identifier des populations de
patients selon des critéres cliniques et des biomarqueurs et de realiser des essais cliniques plus

ciblés pour des molécules avec une indication précise pour des patients bien distincts (292). A
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cet effet, le développement de la transcriptomique, protéomique et métabolomique est essentiel
(345).

Dans le méme temps, il est nécessaire d’améliorer les modéles pré-cliniques et dans ce but, un
comité d’expert publiera en janvier 2019 une série de recommandations (346).

La CLP chez la souris n’est plus le seul gold standard et un modeéle unique ne permet pas de
répondre a toutes les questions. Dans cette optique, il est intéressant de considérer de nouvelles

techniques mais aussi de nouvelles espéces pour 1’étude du sepsis (328).

111.2.2 L’intérét pour de nouvelles espéces
La faible sensibilité des souris aux infections constitue une limite majeure pour la recherche
pré-clinique sur le sepsis alors que d’autres espéces plus sensibles peuvent étre plus
intéressantes (10).

e Lelapin:
Le lapin est une espéce aussi sensible que I’homme a I’infection qui développe des lésions
proches de celles observées chez ’homme (347,348).

e lLeporc:
Le porc est aussi une espéce a considérer. Les macrophages de cette espece répondent au LPS
de facon beaucoup plus proche de celle des macrophages humains que ceux de la souris. La
formule leucocytaire du porc est identique a celle de I’homme et il produit de I’IL-8 comme
chimiokine. Les deux espéces sont proches en termes de physiologie. Enfin la taille de cette
espéce permet la réalisation de procédures médicales et chirurgicales identiques a celles
réalisées chez I’lhomme comme la mise sous ventilation assistée, la pose de cathéters veineux
périphériques ou centraux et de cathéters artériels. Il est donc possible de modéliser les
conditions d’un service de réanimation (349). De tels modéles sont déja utilisés par certaines
équipes (350,351)

e Lemouton:
L’espece ovine est une autre possibilité. Des mod¢les de sepsis d’origine pulmonaire ont déja
été mis en place dans cette espece par inhalation de bactéries pathogenes (352-355). Ces
modéles ont I’intérét de reproduire 1’origine la plus fréquente de sepsis chez I’homme et de
permettre de contrdler la bactérie a 1’origine du sepsis pour se rapprocher au mieux de la
situation clinique. De méme, des modéles ovins de peritonite septique existent par injection de
feces (356).
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e Lesprimates:
Au vu de leur proximité phylogénétique, les primates pourraient étre de bons candidats mais la
réponse au LPS des primates non-humains et particulierement des babouins est assez différente
de celle de I’homme (357). En effet le modéle de sepsis chez le babouin est basé sur une
bactériémie de 107 unités formant une colonie (UFC)/kg d’E. coli soit bien plus que ce qui est
rencontré cliniquement chez I’homme (10,358). La recherche d’espéces de primates plus

sensibles aux infections est en cours actuellement.

111.2.3 Des limites majeures a ces nouveaux modeéles de sepsis

De nombreux obstacles empéchent le développement et la généralisation de ces modéles. Le
premier est le colit important de ce type d’expérimentations qui nécessitent des structures
adaptées et colteuses. Ces animaux sont également chers a I’achat et a ’entretien. Les outils
génétiques tels que les lignées transgeniques knock-out (KO) ou les KO conditionnels dits CRE-
LOX qui existent chez la souris ne sont pas disponibles pour ces espéces. De la méme facon,
beaucoup d’outils d’analyse cellulaire ou moléculaire (kit de biologie moléculaire, puces a
ADN, systeme de dosage, anticorps, ...) sont créés pour fonctionner chez la souris et ne sont
pas toujours adaptables a d’autres espeéces ce qui limite le champ d’investigation. Enfin,
I’expérimentation chez les grandes espéces pose €galement un probléeme éthique

particuliérement pour I’expérimentation sur les primates.

111.3 Une place a prendre pour les modeéles spontanés dans I’étude du sepsis

111.3.1 Penser la modélisation autrement...

Les progreés de la médecine humaine ont depuis toujours été accompagnés par les progres de la
médecine vétérinaire. Les découvertes sur la physiologie et la pathologie des animaux
domestiques ont nourri depuis Claude Bourgelat la recherche médicale et ont été la source de
formidables avancées en médecine humaine. Le séquencage du génome humain puis celui
d’especes domestiques comme le chien ont ouvert la voie a 1’étude des maladies héréditaires
humaines a travers le prisme de nouveaux modéles animaux non plus expérimentaux mais
spontanés. Ce fut le cas par exemple de maladies comme la rétinite pigmentaire ou 1’ichtyose
(359,360).

Depuis quelques années, le concept de modele spontané s’¢largit a des maladies acquises

comme le cancer (12,361,362), I’arthrose (363) ou I’épilepsie (11). Ces modeles sont
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particulierement intéressants car en plus de partager des similarités génétiques avec 1’homme,
les animaux domestiques vivent dans le méme environnement et sont exposes a des facteurs de
risque communs (sédentarité, vieillissement, comorbidités, médicaments, exposition a des
produits toxiques, ...). Le chien est une espece particuliérement intéressante en partie car la
qualité des soins apportés se rapproche de celle retrouvée dans les hopitaux humains. En
particulier, le développement de services de soins intensifs dans les grands centres hospitaliers
vétérinaires en fait un terrain d’expérimentation idéale pour le traitement du choc et en
particulier du choc traumatique (13) et du choc septique (364,365). Cependant il est possible de
considérer d’autres especes. L’espece €quine est notamment considérée comme un modéle
intéressant de médecine du sport (366). La suite de ce travail s’attachera a explorer son intérét
éventuel dans la problématique du sepsis.

Cependant, pour assurer un role dans la recherche fondamentale, la pratique et la recherche
vétérinaires doivent s’adapter en assurant une meilleure standardisation des soins, une
documentation des cas compleéte et efficace pour pouvoir développer des études multicentriques
a large échelle. Pour cela, il est nécessaire d’obtenir un consensus international en termes de
terminologie, de criteres diagnostiques et de traitements des maladies en se rapprochant le plus
possible de I’état actuel des connaissances en médecine humaine. C’est ce qui a été demandé,

en janvier 2018 dans I’Equine Veterinary Journal par Wilkins (367), pour le sepsis équin. Dans

cet éditorial, il rappelle le changement en 2016 de la définition du sepsis en médecine humaine
et demande un consensus autour d’une nouvelle définition du sepsis en médecine vétérinaire
équine. Il demande une séparation claire de la définition du sepsis néonatal de celui de I’adulte
comme c’est le cas en médecine humaine et des critéres diagnostiques applicables dans de
grandes études multicentriques.

Augmenter le niveau des connaissances en augmentant la quantité et la qualité des publications
vétérinaires a la fois par les structures privées et les écoles vétérinaires permettra de valoriser
ses modeles ainsi que les compétences de la profession pour la recherche. Par ce biais, la
pratique quotidienne notamment des spécialistes et des grands centres hospitaliers vetérinaires
doit s’inscrire dans une vision de santé globale pour que les progres de la santé des animaux

domestiques servent I’amélioration de la santé¢ humaine.

111.3.2 Le cheval pour étudier le sepsis ?
Le sepsis peut étre retrouvé chez tous les mammiféeres et donc, comme 1’homme et la souris, le
cheval est susceptible de developper un sepsis. Comme cela a été évoqué précédemment, le

sepsis €quin souffre d’un probléme de définition. Le sepsis adulte est encore définit comme un
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SIRS associé a une infection (368). Ce terme est peu utilisé dans la littérature et a ’inverse
d’autres termes comme celui d’endotoxémie sont fréquemment utilisés. Ce dernier décrit une
situation clinique proche du sepsis qui regroupe des altérations cardiovasculaires
(vasodilatation périphérique, tachycardie, hémoconcentration), un état d’hypercoagulabilité, un
défaut d’oxygénation tissulaire et I’apparition de dysfonctionnements organiques (369). Chez
ces animaux on retrouve la présence d’endotoxines dans le sang (24).

Cet état clinique d’endotoxémie est le plus souvent la complication d’un syndrome de colique
digestive (c’est-a-dire d’un syndrome de douleur abdominale d’origine digestive) et plus
particuliérement lors d’affections qui compromettent I’étanchéité de la barri¢re intestinale
(strangulation, dilatation majeure, perforation). Ces affections sont susceptibles d’étre a
I’origine d’une translocation bactérienne (370) et donc d’un foyer infectieux. Lors de telles
affections, une libération massive de cytokines a été démontrée (371) tout comme la présence
de nombreux médiateurs inflammatoires tels que 1’augmentation de la SAA (Serum Amyloid
A) (372) ou des prostaglandines et thromboxanes (369). Les chevaux qui présentent ces signes
subissent une réponse inflammatoire majeure, une possible infection, et sont sujets a une
défaillance multi-organique. Ils répondent donc bien a la nouvelle définition du sepsis (14).
On peut donc voir dans I’endotoxémie secondaire a un syndrome de colique, un modele de
sepsis abdominal. Ce modgele est particulierement intéressant car nous disposons dans I’espece
équine de nombreuses données issues de modéles expérimentaux tels que les injections de LPS
ou les modeéles de fourbure par surcharge glucidique qui miment en partie cette situation
clinique de sepsis. La sensibilité du cheval aux endotoxines est connue et bien supérieure a celle
de la souris puisque les doses utilisées sont de 1’ordre du microgramme (pg) (373,374). La
réponse immunitaire secondaire a cette injection est semblable a celle de ’homme. En effet les
cinétiques des cytokines a la fois pro et anti-inflammatoires telles que le TNFa (375), I’IL-6,
I’TL-8 (376) ou I’IL-10 (377) sont similaires a celles de I’homme (378,379). Le phénoméne de
tolérance endotoxinique a également été prouvé chez le cheval (380,381). De la méme maniére
que chez I’homme ou la souris, il faut faire la distinction entre I’injection de LPS et le sepsis
qui n’entrainent pas chez le cheval exactement les mémes conséquences cliniques. En effet, les
injectons d’endotoxines n’aboutissent pas a des défaillances organiques graves comme la
fourbure a I’inverse des situations d’endotoxémie cliniques ou au modéle de surcharge
glucidique (369). Ceci démontre que la situation clinique qualifiée d’endotoxémie requiert la

présence nécessaire de bactéries vivantes et donc qu’il s’agit bien d’un sepsis.
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SECONDE PARTIE : ETUDE
EXPERIMENTALE DES
CONSEQUENCES
NEUROMUSCULAIRES DU SEPSIS
D’ORIGINE ABDOMINAL CHEZ LE
CHEVAL
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I. Matériel et méthode

1.1 Objectifs de I’étude

Certains chevaux atteints d’affections abdominales sévéres développent un état clinique proche
de celui des patients humains septiques. Cette étude a pour objectif de confirmer 1’existence
d’un syndrome septique répondant aux criteres définis dans la définition sepsis-3 (382) et de
rechercher la présence d’altérations dans le tissus musculaire et cérébral chez des chevaux
décédés a la suite d’un sepsis abdominale. Elle s’inscrit dans une démarche de pathologie
comparée qui vise a mettre en lumiere un mécanisme lésionnel commun entre les mammiferes

au cours du sepsis.

1.2 Sélection des chevaux

Quinze chevaux présentés a la clinique équine (CISCO) de 1’école vétérinaire de Nantes
(Oniris) morts ou euthanasiés des suites d’un syndrome de coliques sévére ont été inclus dans
cette étude et constituent le groupe septique. Neuf chevaux sains euthanasiés pour des raisons
expérimentales autres que cette étude ou morts d’une affection non inflammatoire ou infectieuse
ont été recrutés pour constituer le groupe contréle. Le consentement éclairé des propriétaires de
chaque cheval recruté a été obtenu pour la réalisation de prélevements post-mortem a des fins
scientifiques. Malheureusement tous les prélévements n’ont pas pu étre réalisés sur tous les

chevaux et certains ont été endommageés au cours du transport.

1.3 Recueil de données cliniques

Pour chacun des 24 chevaux de 1’étude, les informations suivantes ont été collectées : sexe, age,
race, activité, anamnese, examen clinique a I’admission, diagnostic étiologique, poids
approximatif.

Dans le cadre de la prise en charge médicale de ces chevaux, des analyses biologiques
(hématologie et biochimie) ont été réalisées a I’école vétérinaires de Nantes. Ces données ont
également été collectées.

Toutes ces informations ont permis d’établir pour chaque cheval un score clinique traduisant la
défaillance multi-organique associée au sepsis. Le score utilisé a été le Multiple Organ
Dysfunction Syndrom with acute Surgical Gastrointestinal disease (MODS SGI) (383). Cette
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méthodologie est également celle utilisée dans les études cliniques humaines et se base sur
I’évaluation de la fonctionnalité de plusieurs organes et systémes. Le score MODS SGI a été
modifié pour pouvoir étre utilisé avec les données disponibles. En effet, I’évaluation s’est basée
sur les données des comptes-rendus cliniques uniquement. Il a manqué une analyse
comportementale, un dosage des gaz sanguins artériels et certains autres dosages comme la
troponine | ou les acides biliaires. Les scores MODS SGI et MODS SGI modifié sont
disponibles en annexe 3 et 4.

1.4 Prélévements

1.4.1 Sang

Des tubes de sang ont été prélevés par ponction dans la veine jugulaire dans des tubes héparinés
ou EDTA chez 18 chevaux (15 du groupe septique et 9 du groupe contrdle). Il s’agit des
prélévements sanguins réalisés en routine lors de I’admission d’un cheval au CISCO. Les
sérums et/ou plasmas en excédent ont été congelés rapidement a -20°C. Le sang a été utilisé

pour réaliser des dosages de cytokines.

1.4.2 Muscle

Du tissu musculaire a été prélevé dans le gluteobiceps de 18 chevaux (11 du groupe septique et
7 du groupe contréle) dans les 24h aprés la mort de I’animal. Chaque prélévement a été congelé
dans I’isopentane refroidi dans 1’azote liquide puis conservé a -80°C afin de réaliser des
cryosections fines pour la quantification de la vascularisation musculaire, pour le typage des

fibres et pour 1’étude de la voie du protéasome.

1.4.3 Encéphale

L’encéphale a été prélevé dans les 24h suivant la mort de chaque cheval. Les prélevements de
12 chevaux du groupe septique et 9 chevaux du groupe contréle, sur les 24 animaux de 1’étude,
ont pu étre analysés. L’hémisphere cérébral gauche a été placé dans le paraformaldéhyde 10%
découpé en 5 tranches transversales. Huit réegions anatomiques incluant le cortex préfrontal, le
cortex frontal, le thalamus, 1’hippocampe rostral, I’hippocampe caudal, le cortex occipital, le
mésencéphale et le cervelet ont été isolées et incluses dans un bloc de paraffine pour I’analyse

histochimique.
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1.5 Dosage de cytokines

1.5.1 Objectifs
Dans le but de caractériser le processus inflammatoire présent chez nos chevaux septiques, nous
avons cherché a doser les concentrations de cytokines libres dans le plasma des chevaux de

notre cohorte par une technique multiplexe (ou multi-analyte profiling (MAP)).

1.5.2 Protocole

La technologie Luminex®© utilisant une techniqgue MAP permet la détection et quantification
simultanée de plusieurs dizaines de cytokines secrétées (jusqu’a 100) grace a 1’utilisation de
microspheres magnétiques, chacune identifiée par un ratio unique de fluorescence (aprés une
stimulation a 635nm la bille émet deux fluorescences a 658nm et 712nm d’intensité différente),
et portant un anticorps spécifique a chaque analyte. La fixation de I’analyte est repérée par la
fixation d’un anticorps couplé a un troisieme fluorophore. L’acquisition des résultats est
réalisée par une lecture en cytométrie en flux. Afin de déterminer les concentrations
plasmatiques en différentes cytokines et chémokines dans notre cohorte, nous avons utilisé un
kit spécifique a I’espéce équine permettant le dosage de 23 analytes (Equine
Cytokine/Chemokine magnetic bead panel, Millipore). Ces cytokines sont : TNFa, IL-1a, IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17A, IL-18, IFNy, le G-CSF
(Granulocyte Colony Stimulating Factor), le GM-CSF, le Fibroblast Growth Factor 2 (FGF-
2), ’eotaxine, la fractalkine, le Gamma interferon inductible protein 10 (IP-10), le Growth
related gene (GRO), la Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) et la Regulated on
Activation, Normal T Expressed and Secreted (RANTES).

Une plaque de lecture DropArray™ a été utilisée afin d’augmenter la sensibilité de détection.
Cette plaque posséde un revétement hydrophile particulier permettant un meilleur agencement
spatial des microsphéres magnétiques, ce qui favorise la réaction de fixation antigéne-anticorps.
Elle permet en outre de n’utiliser que SuL d’échantillon par puits et 1/5 de réactifs. Brievement,
la plaque DropArray™ est bloquée 30 minutes avec de la BSA (bovine serum albumin) puis
rincée, avant de mettre les microspheres magnétiques en contact avec 1’échantillon biologique
toute une nuit & 4°C. Apres ringage, les anticorps biotinylés de détection sont incubés pendant
1h a température ambiante puis leur signal est amplifié par des anticorps fluorescents de
streptavidine incubés pendant 30min. L’analyse par cytométrie a eu lieu immédiatement apres

préparation de la plaque (Bio-Plex 200®, laboratoires Bio-Rad).
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Le choix des cytokines dosees a été basé sur des données bibliographiques et a été limité par
les méthodes de dosage disponibles spécifiques a 1’espéce équine. Toutes celles choisies sont
connues pour subir des variations plus ou moins importantes au cours du sepsis chez des

modeles animaux et/ou chez I’homme (cf. Tab. 14).

1.6 Immunohistochimie du tissu encéphalique

Des coupes de transversales fines de 3um ont été réalisées pour chaque région a partir des blocs
de paraffine. Les marquages immunohistochimiques de ces coupes ont été realisés de facon
automatisée a I’aide d’un BOND III (Leica®). L’acquisition a été effectuée a ’aide d’un
scanner de lames Axio Scan II.1 (ZEISS®) avec 1’objectif 20X. Pour chaque lames les zones
anatomiques d’intérét ont été scannées séparément. Les données provenant des différentes
zones de chaque région ont ensuite ét¢ rassemblées ou analysées séparément. L’annexe 5

regroupe les anticorps utilises.

1.6.1 Objectifs

Dans le systeme nerveux central, la microglie constitue la majorité des cellules de I’'immunité
innée. Les cellules microgliales sont capables de produire de nombreux radicaux libres,
cytokines et chémokines qui peuvent étre délétéres. Leur activation s’accompagne de
modifications importantes de leur morphologie. Elles passent en effet d’une forme au
cytoplasme trés ramifiée a une forme circulaire dite améboide (384) et sécrétent alors des
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa, IL-1a, IL-1 B, IL-6 et IL-12 (255). Elles
constituent donc un marqueur possible de la neuro-inflammation (385). Cette analyse a pour

objectif de rechercher 1’activation microgliale.

1.6.2 Protocole

Pour détecter le changement de forme des cellules microgliales, leur récepteur Ibal a été
marque.

Les coupes ont subi un déparaffinage consistant en 2 bains de xylene de 5 minutes puis 2 bains
d’éthanol absolu de 2 minutes. Elles ont été réhydratées dans du PBS 1X pendant 3 fois 5
minutes. Les peroxydases endogenes ont été bloquées par une solution de peroxyde
d’hydrogene a 0,3% pendant 20 minutes. Une étape de saturation de 15 minutes a I’aide de BSA
3% a été réalisée. Les lames ont ensuite été incubées avec 1’anticorps primaire anti Ibal pendant

30 minutes. Aprés trois ringages de 5 minutes avec du PBS 1X, la solution d’anticorps
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secondaire anti-Ig de lapin biotinylés a été laissée pendant 30 minutes d’incubation. Apreés trois
nouveaux rincage une solution de streptavidine HRP a été déposée et laissée 30 minutes avant
de recommencer la procédure de lavage. Une solution de diaminobenzidine (DAB) est ensuite
laissée pendant 5 minutes. Aprés lavage, une contre-coloration des noyaux a 1’aide
d’hématoxyline est réalisée pendant 10 secondes. Enfin les coupes ont été passées dans des

bains successifs de PBS, d’éthanol et de xyléne avant d’étre montées entre lame et lamelle.

1.7 Immunofluorescence du tissu musculaire

Des cryosections musculaires transversales de 8um d’épaisseur ont été réalisées. Les images
ont été acquises a I’aide d’un scanner de lames Axio Scan II.1 (ZEISS®) avec ’objectif 20X.

L’annexe 5 regroupe les anticorps utilisés.

1.7.1 Quantification de la vascularisation musculaire

1.7.1.1 Obijectifs

Les conséquences vasculaires de 1’endotoxémie chez le cheval sont nombreuses (386). Pour
examiner la morphométrie du compartiment vasculaire dans les muscles des chevaux septiques,
un marquage du facteur de Van Willebrand a été réalise. Ce facteur est présent a la surface des
cellules endothéliales et est susceptible de déclencher la cascade de coagulation. L’objectif de
cette analyse est donc de rechercher les altérations morphologiques des vaisseaux dans le tissu

musculaire.

1.7.1.2 Protocole

Les cryosections ont subies une réhydratation dans une solution de tampon phosphate
isotonique (PBS 1X) puis ont éte perméabilisées au triton 0,5 % pendant 20 minutes. Aprés un
ringage dans 3 bains successifs de PBS 1X pendant 5 minutes, une étape de saturation des sites
protéiques non spécifiques avec de I’albumine bovine (BSA) diluée a 10% dans du PBS 1X
pendant une heure a été réalisée. Les cryosections ont de nouveau été rincées dans le PBS puis
ont incubé une nuit a 4°C avec la solution d’anticorps primaires. Cette solution était composée
d’anticorps anti-facteur de VVan Willebrand, et d’anticorps anti-laminine (constituant majeur de
la lame basale). Les cryosections ont de nouveau été rincées puis ont incubé une heure a 37°C
avec la solution d’anticorps secondaires. Les cryosections ont finalement été rincées puis

montées entre la lame et lamelle a 1’aide de Fluoromount® (Interchim).
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1.7.2 Typage de fibres musculaires

1.7.2.1 Obijectifs

Le sepsis peut étre a I’origine de perturbations métaboliques majeures, notamment dans le tissu
musculaire comme cela a déja été évoqué plus haut. Une évaluation fine du métabolisme
musculaire nécessite une évaluation qualitative et quantitative des différents types de fibres
musculaires qui présentent un métabolisme différent. L’objectif est donc de comparer le

métabolisme des muscles des chevaux de 1’étude.

1.7.2.2 Protocole

Apreés, réhydratation les cryosections de muscle ont subi un blocage pendant 1h avec de la BSA
3%. L’incubation avec la solution d’anticorps primaires a duré deux heures a température
ambiante. Cette solution était composée d’anticorps anti-chaine lourde de myosine (MHC) de
type 1, anti-MHC de type 2B, anti-MHC de type 2A, et d’anticorps anti-laminine. Aprés
rincage, les cryosections ont incubé une heure a température ambiante avec la solution
d’anticorps secondaires puis ont été montées entre la lame et lamelle a 1’aide de Fluoromount®

(Interchim).

1.7.2 Etude de la voie du protéasome

1.7.1.1 Obijectifs

Les conséquences musculaires du sepsis aboutissent généralement a une amyotrophie via une
modification du métabolisme protéique (223). En particulier, la voie du protéasome s’est
montrée la plus invariablement altérée. Elle contréle la dégradation des proteines. La protéine
entre dans cette voie de dégradation en subissant une ubiquitinylation par des ubiquitineligases.
Ces enzymes sont stimulées chez les patients et dans les modéles connus de sepsis (281,387).
Pour étudier cette voie dans les muscles des chevaux septiques, un marquage de ces enzymes
tripartite motif containing 63 (TRIM 63) et F-box only protein 32 (FBXO 32) a éte réalisé.

1.7.1.2 Protocole
Les cryosections de muscle ont subies une réhydratation dans une solution de tampon phosphate

isotonique (PBS 1X) puis ont été perméabilisées au triton 0,5 % pendant 20 minutes. Aprés un
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rincage dans 3 bains successifs de PBS 1X pendant 5 minutes, une étape de saturation des sites
protéiques non spécifiques avec de I’albumine bovine (BSA) diluée a 10% dans du PBS 1X
pendant une heure a été réalisée. Les cryosections ont de nouveau été rincées dans le PBS puis
ont incubé une nuit a 4°C avec la solution d’anticorps primaires. Cette solution était composée
d’anticorps anti-TRIM 63 et FBX032, et d’anticorps anti-laminine. Les cryosections ont de
nouveau €té rincées puis ont incubé une heure a 37°C avec la solution d’anticorps secondaires.
Les cryosections ont finalement été rincées puis montées entre lame et lamelle a I’aide de

Fluoromount® (Interchim).

1.8 Analyse morphologigue

L’intégralité de ’analyse des coupes de muscle ou de cerveau a été réalisée grace a un logiciel
gratuit FiJi (NIH, Bethesda, MD, USA(388)) dédi¢ a I’analyse d’images biologiques.
L’analyse des coupes immunomarqueées de muscle a été effectuée a 1’aide d’une macro nommee
MuscleJ (manuscrit en cours de seconde révision), développée au sein du laboratoire par le Dr.
Anne Danckaert. Les caracteres morphologiques, quantitatifs et qualitatifs obtenus sont le
nombre et la surface des fibres par coupe, le nombre de fibre de chaque type (I, 1A, 11B, 11X),
et le nombre de vaisseaux par fibre.

Les images provenant des immunomarquages Ibal des coupes de cerveaux ont aussi été
analysees via le logiciel FiJi. Aprés une analyse de ’histogramme des intensités afin de détecter
le signal spécifique des immunomarquages, la surface occupée par le signal Ibal est calculée
ainsi que la surface entiére du tissu observé. Cette méthodologie, entierement automatisée,
permet une fiabilité et une reproductibilité des résultats obtenus bien meilleure par rapport a
une analyse manuelle.

Certaines coupes de cerveau ou cryosection de muscle de taille trop importante ou de qualité

trop faible n’ont pas pu étre analysées par le logiciel.

1.9 Analyse statistique

Les logiciels Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., USA) et R (R Development Core Team
(2005). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL : http://www.R-project.org) ont éte
utilisés pour I'analyse statistique des résultats obtenus. Les données ont été analysées par le test
de Mann-Whitney ou le test t de Student apres évaluation de la normalité de la distribution de

I'échantillon a I’aide du test de d’ Agostino-Pearson. Les variances ont été comparées avec un
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test F. La variabilité des échantillons entre les conditions a été testée par I'analyse de variance
a un facteur de Kruskal-Wallis. Certaines données ont également été analysées par des tests t
multiples associés a une correction de multiples comparaisons par la méthode de Holm-Sidak.
Les données qualitatives, ont été analysés par un test du chi carré (%) ou un test exact de Fisher.
La signification statistique est représentée sur les graphiques (* p <0,05 ; ** p <0,01 ; *** p
<0,001 ; **** p <0,0001).

Une Analyse Factorielle Multiple (AFM) de certains groupes de données a été réalisée a 1’aide
du package FactoMineR du logiciel R. Les données manquantes ont été traitées par une
méthode d’imputation itérative a 1’aide du package missMDA du méme logiciel.

Une recherche de sous-populations a été réalisée par la méthode des k-moyens a I’aide du
logiciel R.
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Résultats

11.1 Données cliniques, description de la cohorte

Tableau 111 - Composition de la cohorte

Groupe Sexe Race
(annees)

N° du

Cheval

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Septique
Contréle
Septique
Controle
Septique
Contréle
Septique
Contréle
Contréle
Contrdle
Contréle
Contréle
Contrdle
Septique
Septique
Septique
Septique
Septique
Septique
Septique
Septique
Septique
Septique

Septique

17

19

22

12

20

11

11

19

16

12

Femelle
Femelle
Hongre
Femelle
Femelle
Femelle
Femelle
Hongre
Entier

Entier

Femelle
Entier

Femelle
Hongre
Femelle
Hongre
Hongre
Femelle
Femelle
Entier

Femelle
Femelle
Femelle

Femelle

Quarter Horse
Selle francais

Selle francais

Selle francais
Pur-sang

Selle francais
Pur-sang
Trotteur francais
Trotteur francais
Trotteur francais
Trotteur francais
Trotteur francais
KWPN

Selle francais
Selle francais
Poney

Pur-sang

KWPN

Trotteur francais
Poney

Selle francais
Poney

Selle francais
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Diagnostic

Inconnu

Contrdle

Inconnu

Contréle

Déplacement & droite du colon
Contrdle

Torsion de colon

Cheval d’expérimentation
Cheval d’expérimentation
Cheval d’expérimentation
Cheval d’expérimentation
Cheval d’expérimentation
Cheval d’expérimentation
Torsion de colon
Etranglement de ’intestin gréle
Typhlocolite

Typhlocolite

Rupture du caecum
Lacération rectale
Etranglement intestin gréle
Etranglement intestin gréle
Torsion de colon

Tumeur intestinale

Torsion de colon



La cohorte de chevaux recrutés pour cette étude représente un groupe d’animaux avec une forte
variabilité. Elle est composée de trotteurs francais, pur-sangs, selles francais, poneys, quater
horses et KWPN (cf. Tab. 3). lls pratiquent principalement une activité de loisir. Un test exact
de Fisher a permis de comparer la répartition des races entre les deux groupes (cf. Fig. 13). La

race trotteurs francais est significativement sur-représentée dans le groupe contrdle (p=0,008).

Races
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Figure 13 - Race des chevaux de la cohorte

Test exact de Fisher. On observe une surreprésentation de Trotteurs Frangais dans le groupe contréle (p=0,08).

Les chevaux sont agés de 2 a 22 ans (cf. Fig. 14). Pour le groupe septique la moyenne est de 11
ans, pour le groupe contrdle elle est de 4 ans. Le test de Mann-Whitney n’a pas permis de mettre
en évidence de différence significative entre les médianes des deux groupes (p=0,25, Intervalle

de confiance (IC) a 95% de la différence [-2 :9]). L’age n’est pas réparti de fagon homogéne

Age sexe

154
Hl control horses

[ | B septic horses

<& & \OQQ
Figure 14 - Age et sexe des chevaux de la cohorte

Test de Mann-Whitney de comparaison des médianes des ages ((p=0,25, Intervalle de confiance (IC) a 95% de la différence
[-2 :9]). Test F de comparaison des variances (p=0,43). Sont représentés la médiane et l'intervalle interquartile
Test du Chi carré entre les sexes (y2 =2,92).
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dans le groupe contréle puisque 6 chevaux sur les 10 sont 4gés de moins de 5 ans alors que le
cheval le plus &gé avait 22 ans. Cependant la comparaison des variances par le test F n’a pas
mis en évidence de différence significative (p=0,43).

Des males non-castrés (entiers), des femelles et des males castrés (hongres) ont été inclus dans
I’é¢tude. Aucune différence significative de répartition a été mise en évidence a I’aide d’un test
du Chi carré (y* =2,92) (cf. Fig. 14).

Les chevaux du groupe septique ont été présentés a la clinique souffrant d’un syndrome
abdominal aigu qui évoluait depuis un temps tres variable. Le diagnostic étiologique final a pu
étre établi dans 13 cas sur 15. Leur survie en hospitalisation varie également ce qui aboutit a

une durée d’évolution du sepsis variant de 2 a 216 heures (cf. Fig. 15).

Durée d'évolution
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Figure 15 - Durée d'évolution des signes cliniques

Sont représentés la médiane et ['intervalle interquartile

Les données cliniques collectées pendant leur hospitalisation ont permis de calculer un score

de défaillance multi-organique, le MODS SGI. Ce score a été développé spécifiquement pour

Défaillance multi-organique
p=0,003

| wekk |
154 n=9 n=13

104

score

Figure 16 - Score de défaillance organique

Test de Mann-Whitney de comparaison des médianes ((p=0,003]). Sont représentés la médiane et ['intervalle interquartile.
Le groupe septique a un score significativement plus élevé.
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I’espéce équine (383). Tous les chevaux du groupe septique ont un score non nul attestant d’une
défaillance organique. La médiane du score dans ce groupe est de 4,5. Un cheval controle s’est
vu attribuer un score d’un point. Ce point lui a été attribué en raison d’un taux de créatine kinase
plasmatique légerement augmenté.

Il est donc possible d’affirmer qu’il existe une défaillance multi-organique dans le groupe
septique. Pour aller plus loin les parametres cliniques, biochimiques et hématologiques ont été
comparés entre les deux groupes. L’activité de la créatine kinase (CK) et I’hématocrite étaient
significativement plus élevés dans le groupe septique d’aprés un test de Mann-Whitney
(p=0,006 et p=0,003 respectivement). Des test F ont révélés des variances significativement
plus élevées dans le groupe septique pour les parametres : albumine, créatinine, CK,
hématocrite, plaquettes, leucocytes, PNN (cf. Fig. 17). Ces différences sont dues a la présence
dans le groupe septique de quelques individus extrémes qui modifie la variance sans beaucoup

modifier la médiane.
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Figure 17 - Parametres hémato-biochimiques
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Test de Mann-Whitney de comparaison des médianes. Test F de comparaison des variances. Sont représentés la médiane et
Uintervalle interquartile. L activité de la créatine kinase (CK) et I’hématocrite sont significativement plus élevés dans le
groupe septique Les variances sont significativement plus élevées dans le groupe septique pour les parameétres : albumine,
créatinine, CK, hématocrite, plaquettes, leucocytes, PNN.



11.2 Evaluation de Pinflammation systémique

Tableau 1V - Concentrations sériques en cytokines

Cytokines/
Chémokines Contréles (n=8) Septiques (n=10) Variation? p-value?
sériques
TNFa <LC 5,55 (4,48-1024) n=7 ? *** n=0,0003
IL-6 <LC 23,62 (8,48-5556) n=4 ? *** n=0,0008
IL-1p <LC 14,26 (7,41-1549) n=6 ? ** p=0,0016
Fractalkine <LC 1096 (718,1-4909) n=3 ? **p=0,0018
IL-12 <LC 37,33 n=1 ” ** p=0,0053
G-CSF <LC 541,7 (159,7-815) n=4 ? * p=0,0212
IL-1a <LC 25,63 (25,63-37,33) n=3 ? * p=0,0430
IL-5 <LC 32,63 (30,9-34,35) n=2 ? * p=0,0149
IL-2 <LC 9,15 (5,12-15,22) n=3 ? * p=0,0212
IFNy 4325 n=1 3529 (251,9-6807) n=2 ? *p=0,0117
IL-8 <LC 66,52 n=1 ? * p=0,0205
IP-10 <LC 57,98 (17,01-98,94) n=2 7 * p=0,0341
GRO <LC 48,95 n=1 ? *p=0,0144
GM-CSF <LC 2,42 (1,38-10,03) n=6 Ten(;;lnce p=0,0708
RANTES <LC 3,89 n=1 NS p=0,7438
MCP-1 137 n=1 435 (168,5-1173) n=4 NS p=0,1993
IL-18 <LC 12,61 (12,49-79,64) n=3 NS p=0,1650
FGF-2 19,36 (14,1-25,92) n=3 55,27 (14,1-256) n=7 NS p=0,1522
Eotaxine 9,495 (8,42-14,8) n=4 | 12,16 (9,825-91,86) n=7 NS p=0,1387
IL-13 <LC <LC NA NA
IL-17A 5,76 n=1 10,56 (5,62-18,65) n=7 ? ** n=0,0048
IL-4 <LC 436,9 (230,1-643,8) n=2 NS p=0,1387
IL-10 26,72 (9,71-31,23) n=3 | 175(27,76-970,2) n=10 7 *** p=0,0003

87




< LC :inférieur a la limite de calcul, NS : non significatif, NA : non applicable, 2comme toutes les concentrations plasmatiques
n’étaient pas calculables, [’analyse statistique a été réalisée sur l’intensité de la fluorescence a l’aide d 'un test Mann-Whitney.

Les concentrations sont données en pg/mL avec la médiane (et I'IC a 95%)

Les concentrations sanguines des 23 cytokines et chémokines n’ont pas pu étre calculées car
leur intensité fluorescence était inférieur au point le plus bas de la courbe étalon. Seule I’IL-10
a été calculable pour suffisamment de chevaux dans les deux groupes (3 dans le groupe controle
et 10 dans le groupe septique) pour permettre une comparaison a I’aide d’un test de Mann-
Whitney. Le groupe de chevaux septiques présentait une augmentation significative en médiane
de la concentration plasmatique en IL-10 (175 pg/mL ; n=10) comparativement au groupe

contréle (27 pg/mL ; concentrations calculables n=3 ; p=0,049).

IL-10
p=0,049

Lt

groupe contréle groupe septique

Figure 18 - Concentration en IL-10

Test de Mann-Whitney de comparaison des médianes (p=0,049). Sont représentés la médiane et lintervalle interquartile. La
concentration en IL-10 est significativement supérieure dans le groupe septique.

Les intensités de fluorescence inférieures au premier point de la courbe étalon ne permettent
pas de déterminer la concentration en cytokine de 1’échantillon. Cependant la relation
strictement monotone entre I’intensité de fluorescence et la concentration peut étre supposée
vraie pour les valeurs inferieures (389). Il est donc possible de comparer les intensités de
fluorescence entre les deux groupes a I’aide d’un test des rangs et d’en déduire une différence
de concentrations entre ces groupes. Il est en revanche impossible de quantifier cette différence.
Avec cette méthodologie, les concentrations des 23 cytokines ont pu étre comparées et une
augmentation significative de [I’intensit¢ de fluorescence dans le groupe septique

comparativement au groupe contréle a été observée pour 15 cytokines (cf. Tab. 4).
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L’augmentation était la plus marquée pour IL-10, TNFa, IL-6, IL-18, Fractalkine, et IL-12 (cf.
Fig. 19). En revanche, les intensités de fluorescence de RANTES, MCP-1, IL-18, FGF-2,

Eotaxine, IL-13 et IL-4 étaient similaires entre les deux groupes.
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Figure 19 - Intensité de fluorescence pour quelques cytokines
Test de Mann-Whitney de comparaison des médianes. Sont représentés la médiane et 'intervalle interquartile. Les

intensités de fluorescence et donc par extension les concentrations des cytokines IL-10, TNFa, IL-6, IL-1B, fractalkine et
IL-12 sont significativement plus élevées dans le groupe septique.

Les concentrations calculables pour les cytokines pro-inflammatoires des chevaux du groupe
contrdle sont toutes inférieures a la médiane du groupe septique excepté pour la concentration

en IFNy qui a été trouvée fortement augmentée (4325 pg/mL) pour un individu contréle.
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Le nombre de concentrations calculables pour chacune des cytokines a été comparé entre les
deux groupes a I’aide d’un test exact de Fisher (cf. Tab. 5). Pour le TNFa, le GM-CSF, I’'IL-
17A et I’IL-10, le nombre de concentrations calculables était significativement supérieur dans
le groupe septique. Ces cytokines ont donc plus de chance d’étre détectées dans le sang d’un

cheval septique que dans celui d’un cheval controle.

Tableau V - Nombre de concentrations calculables

Cytokines/ Chémokines sériques Controles (n=8) Septiques (n=10)  Variation

0 7 ? *x*n=0,004
IL-6 0 4 Tendance & p=0,09
IL-1B 0 6 7 *p=0,013
Fractalkine 0 3 NS p=0,22
IL-12 0 1 NS p=1
G-CSF 0 4 Tendance # p=0,09
IL-1a 0 3 NS p=0,22
IL-5 0 2 NS p=0,48
IL-2 0 3 NS p=0,22
IFNy 1 2 NS p=1
IL-8 0 1 NS p=1
IP-10 0 2 NS p=0,48
GRO 0 1 NS p=1
GM-CSF 0 6 ? *p=0,013
RANTES 0 1 NS p=1
MCP-1 1 4 NS p=0,31
IL-18 0 3 NS p=0,22
FGF-2 3 7 NS p=0,34
Eotaxine 4 7 NS p=0,63
IL-17A 1 7 7 * p=0,025
IL-4 0 2 NS p=0,48
IL-10 3 10 ? ** p=0,007

NS : non significatif, NA : non applicable, Test exact de Fisher.
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Intensite de fluorescence

Cytokines plasmatiques
4001|_I|_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_II_I

160
1501

-

1404

1304

1204 R Septigques
@@ Controles

1104

100 4

& o
SV Y e

SRR N

¥ 4 5
H ;ﬁ Q)A ?

¥ oo
Figure 20 - Intensité de fluorescence pour les cytokines sériques

Test de Mann-Whitney de comparaison des médianes. Sont représentés la médiane et ['intervalle interquartile. Les

intensités de fluorescence et donc par extension les concentrations des cytokines TNFa, IL-6, IL-1p, fractalkine, IL-

12 le G-CSF, IL-1q, IL-5, IL-2, IFNy, IL-8, IP-10, GRO, IL-17A et IL-10 sont significativement plus élevées dans le
groupe septique.
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11.3 Evaluation des conséquences cérébrales du sepsis

11.3.1 Evaluation morphologique
L’observation qualitative des lames a montré que la morphologie des cellules microgliale
différe dans les deux groupes principalement dans la région du cortex occipital. Les cellules

paraissent plus ramifiées dans le groupe controle.
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Figure 21 - Morphologie microgliale dans le cortex occipital

Marquage Iba 1 en immunohistochimie. On remarque une diminution de la ramification des cellules microgliale dans le
groupe septique et une densité de cellules similaire.
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Figure 22 - Surface de marquage dans le corps strié

Test des rangs de Mann-Whitney. Sont représentés la médiane et I'intervalle interquartile. La surface de marquage est
significativement inférieure dans le groupe septique dans la région du corps strié et dans la zone du noyau caudé.
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11.3.2 Evaluation morphométrique de la surface microgliale

La surface occupée par les cellules microgliales marquées par immunohistochimie Iba-1 sur
les coupes de tissus cérébral (en pourcentage de la surface tissulaire totale) a été quantifiée et
les médianes de nos deux groupes dans chaque région ont été comparées. Pour cette
comparaison, un test des rangs de Mann-Whitney a été choisi en raison du faible effectif et de
la difficulté d’évaluer la normalité des distributions. Les résultats sont présentés dans le tableau
6.
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Figure 23 - Surface de Marquage Iba-1 dans les cortex préfrontal, frontal et occipital

Test des rangs de Mann-Whitney. Sont représentés la médiane et l'intervalle interquartile. La surface de marquage est
significativement inférieure dans le groupe septique dans la substance blanche des cortex frontal et occipital ainsi que dans

la substance grise du cortex occipital
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Des différences significatives ont été observées dans 6 régions : la substance blanche des cortex
frontal et occipital, la substance grise du cortex occipital, le noyau caudé du corps strie, le
mésencéphale et la substance grise du cervelet. Toutes vont dans le sens d’une diminution de

surface occupée par la microglie chez les chevaux septiques.

Tableau VI - Résultats de ’analyse de la surface microgliale

Médiane des Différence Intervalle de
_ . Variat
pourcentages des confiance a 95% Pvalue
ion
controles septiques médianes  de la différence
Cortex Tenda
10,13 7,21 -2,92 [-3,462 ;0,4793] 0,092
préfrontal ncey
Substance Tenda
6,795 5,111 -1,684 [-3,268 ;0,4033] 0,074
blanche nce\
Substance
) 12,45 9,039 -3,41 [-5,248 ;1,043] 0,136 NS
grise
Cortex frontal | 6,309 2,814 -3,495 [-6,302;-0,1510] | 0,021 *N
Substance
4,856 2,271 -2,585 [-6,257;-0,6699] | 0,011 *\
blanche
Substance Tenda
) 6,981 3,335 -3,646 [-5,716;0,4480] 0,051
grise ncex
Cortex
o 10,65 7,313 -3,332 [-5,364;-0,7884] | 0,012 *\
occipital
Substance
7,653 5,689 -1,964 [-5,086;-0,5037] | 0,013 *\
blanche
Substance
_ 11,26 7,700 -3,560 [-5,640;-1,241] 0,008 **\
grise
Hippocampe
15 11,73 -3,27 [-5,218:1,761] 0,283 | NS
rostral
Fimbria 11,14 9,499 -1,641 [-10,56;4,236] 0,25 NS
Corne
16,06 12,42 -3,641 [-8,350;2,401] 0,127 NS
d’Amon
Hippocampe
18 17,92 -0,08 [-6,212;6,359] 0,917 NS
caudal

94



Fimbria 12,02 15 2,984 [1,691;4,126] 0,2 NS
Gyrus
20,99 18,39 -2,6 [-9,278;3,6] 0,292 NS
Denté
Corps striés 12,62 8,03 -4.59 [-6,775;-0,5489] | 0,028 *N
Noyau
12,55 9,612 -2,943 [-5,787;-0,3212] | 0,041 *N
Caudé
Capsule Tenda
_ 10,32 6,147 -4.173 [-6,673;0,4566] 0,058
interne nce \
Noyau
_ 12,84 9,925 -2,911 [-6,722;1,55] 0,156 NS
lentiforme
Thalamus 6,929 4,382 -2,547 [-5,155;1,948] 0,248 NS
Mésencéphale | 10,67 6,794 -3,881 [-6,724;-2,492] 0,004 RN
Tenda
Cervelet 5,052 4,530 -0,52 [-2,656 ;0,3596] 0,093
nce\
Substance
5,577 5,072 -0,505 [-2,9;0,40] 0,238 NS
blanche
Substance
_ 4874 3,483 -1,392 [-2,713;0,184] 0,041 *\
grise

NS : non significatifs

Cervelet - Substance blanche

104

Surface microgliale
(% de la surface totale)
(4. ]

n=6

=

groupe contrdle

groupe éeptique

Surface microgliale
(% de la surface totale)

Cervelet - Substance grise

p=0.0411

n=6
104

i

*

n=6

e

T
groupe contrdle

Figure 24 - Surface de marquage Iba-1 dans le cervelet

groupe septique

Test des rangs de Mann-Whitney. Sont représentés la médiane et l'intervalle interquartile. La surface de marquage est
significativement inférieure dans le groupe septique dans la substance grise du cervelet.
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Figure 25 - Surface de marquage Iba-1 dans le mésencéphale

Test des rangs de Mann-Whitney. Sont représentés la médiane et l'intervalle interquartile. La surface de marquage est
significativement inférieure dans le groupe septique dans le mésencéphale.

11.3.3 Effet du sexe

L’effet du sexe sur la surface microgliale a été évaluée dans toutes les régions ou cela était
possible a I’aide d’un test de Krushkal-Wallis. Pour les régions du cervelet et de I’hippocampe
rostral, un groupe était manquant ou insuffisamment représenté donc un test de Mann Whitney
a été réalisé entre les deux groupes restants. Un effet du sexe a été mis en évidence dans le
cortex préfrontal, la capsule interne des corps striés et le mésencéphale. Une tendance a la
significativité (p<0,1) a été observé dans les régions du cortex frontal et occipital. Un test de

comparaisons multiples de Dunn a été réalisé dans les régions ayant montré une différence

Cortex préfrontal
* p=0.0282
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* p=0.0365

10{ —==—

15+

_f

Surface microgliale
(% de la surface totale)

Entier Jument Hongre
Figure 26 - Effet du sexe sur la surface de marquage Iba-1 dans le cortex préfrontal
Test des rangs de Krushkal-Wallis (p=0,0282). Test de comparaisons multiples de Dunn (p=0,0365 entre les groupes

Jument et Entier). Sont représentés la médiane et l'intervalle interquartile. La surface de marquage dans le cortex
préfrontal est significativement supérieure dans le groupe des entiers comparé a celui des juments.
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significative. Le groupe Entier a obtenu une surface microgliale supérieure au groupe Jument
dans le cortex préfrontal et au groupe Hongre dans la capsule interne. Aucune différence
significative n’a été observée avec ce test dans le mésencéphale. Tous ces résultats sont

présentés dans le tableau 7.

Tableau VII - Effet du sexe sur la surface de marquage Iba-1

Test de Krushkal Wallis ~ Test de comparaisons multiples de Dunn

Entier vs Jument vs Entier vs
P value Résultats

Jument Hongre Hongre

Différence P value =
o P value > P value =
i significative 0,0365
Cortex préfrontal | 0,0282 ) 0,9999 0,1289
entre les Entier >
NS NS
groupes Jument
Substance
0,2604 NS
blanche
Substance grise | 0,1210 NS
Cortex frontal 0,0683 NS
Substance
0,3139 NS
blanche
Substance grise | 0,1279 NS
Cortex occipital 0,0846 NS
Substance
0,1243 NS
blanche
Substance grise | 0,0706 NS
P value =
Hippocampe rostral 0,7096
NS®
Non réalisé car absence de chevaux P value =
Fimbria entiers 0,1905
NS®
P value =
Corne d’Amon
0,3308
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NS®

Hippocampe caudal | 0,5827 NS
Fimbria
Gyrus Denté 0,4133 NS
Corps striés 0,1159 NS
Noyau Caudé | 0,2969 NS
Différence P value =
o P value = P value>
Capsule significative 0,0364
) 0,0277 0,1664 0,9999 )
interne entre les Entier>
NS NS
groupes Hongre
Noyau
) 0,1119 NS
lentiforme
Thalamus 0,5159 NS
Différence
S P value> P value = P value =
; ; significative
Mésencéphale 0,0431 0,9999 0,0537 0,3296
entre les
NS NS NS
groupes
P value =
Cervelet 0,5476
NS®
Non réalisé car un seul P value = Non réalisé car un seul
Substance
cheval hongre 0,7143 cheval hongre
blanche
NS®
_ P value =
Substance grise
0,7143 NS*

NS : non significatif, $ Test de Mann-Whitney de comparaison des médianes
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11.3.4 Effet de ’age
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Figure 27 - Effet de I'dge sur la surface de marquage Iba-1

Aucune corrélation ne semble se dégager entre 1’dge et la surface microgliale.

L’effet de I’age a également été évalué en recherchant une corrélation linéaire a 1’aide d’un test

de Spearman. Aucune corrélation linéaire n’a pu étre mise en évidence par ce test.

L’observation de la forme du nuage de points ne permet pas de supposer I’existence d’une

corrélation non-linéaire mais 1’hétérogénéité des ages entre les deux groupes ne permet pas de

conclure de fagon certaine a une influence de 1’age sur le surface microgliale.
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11.3.5 Etude globale par analyse factorielle

Pour replacer ces résultats dans le contexte clinique général des chevaux de la cohorte, une
AFM sur les données cliniques, cytokiniques et de surface microgliale a été realisée. Nous
avons regroupé nos variables en 11 groupes : Microglie, Cytokines, Biochimie, Hématocrite
(HT), Leucocytes, Plaquettes, Gravite clinique, Durée, Age, Sexe et Race. L’appartenance au
groupe septique ou contrble a été introduite comme variable supplémentaire. Nous avons
restreint I’étude aux 5 axes de plus forte inertie. Les valeurs propres et le pourcentage cumulé
de variance expliquée en fonction de la dimension des axes sont présentés dans la figure 28. En

prenant en compte 5 dimensions, on interpréte 60% de la variance.

Histogramme des valeurs propres Histogramme des pourcentages de variance cumulés

2 - o

| |‘||I Hmﬂﬂﬂumgm-_ | |III|

T T T T 1
comp1 comp3 compS comp7 comp9 comp11 comp13 comp 15 comp 17 comp 19 comp 21 comp1 comp3 compS comp7 comp9 comp 11 comp13 comp13 comp 17 comp 19 comp2i

80

60

40

2

i)

Figure 28 - Histogrammes des valeurs propres et des pourcentages de variance cumulés

En prenant en compte 5 dimensions, on interpréte 60% de la variance.

Tableau VIII - Tableau des coefficients de corrélation canonique

Dim.2 Dim.3 Dim.4

0.4054 0.7091 0.4327 0.7512 0.5728

MICROGLIE
Cytokines 0.5164 0.4494 0.5508 0.4405 0.6612
Biachimie 0.9263 0.4439 0.7428 0.6369 0.6285
HT 0.1472 0.5965 0.5023 0.2128 0.3692
Leucocytes 0.8635 0.4806 0.3027 0.5303 0.1804
Plaguettes 0.724 0.1338 0.6116 0.0685 0.0408

0.9058 0.7817 0.8783 0.6865 0.8326
0.9089 0.0673 0.2478 0.0059 0.1874

Gravité clinique

Durée

Age 0.3697 0.5613 0.3296 0.2308 0.1116
Sexe 0.4006 0.7343 0.5854 0.4269 0.2811
Race 0.6114 0.8957 0.5591 0.8052 0.7813
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Si on analyse le tableau des coefficients de corrélation canonique (cf. Tab.8) on remarque que
dans toutes les dimensions il y a un ou plusieurs coefficients supérieurs a 0,8. La dimension 1
représente donc un facteur commun aux groupes Biochimie, Leucocytes, Gravité clinique et
Durée et est assez liée au groupe Plaquettes. La dimension 2 est un facteur spécifique de la Race
mais est aussi liée a la Gravité clinique, au Sexe et a la Microglie. La dimension 3 est spécifique
de la Graviteé clinique bien que liée a la Biochimie. La dimension 4 est spécifique de la Race
mais est aussi liée a la Microglie. Enfin la dimension 5 est un facteur spécifique a la Gravité

clinique et liée a la Race.

Tableau IX - Tableau des contributions des groupes de variables aux axes factoriels

MICROGLIE 1.1894 6.1414 3.3875 22.0947 4.6539
Cytokines 4.5614 5.3755 7.1767 7.583 13.355
Biochimie 17.5961 5.2809 19.719 9.1935 14.0212

HT 0.5269 10.9617 9.4969 2.153 7.5562
Leucocytes 18.1314 2.4902 2.5185 5.3515 1.5897
Plaguettes 12.7486 0.5514 14.0772 0.223 0.0924

Gravité clinique 8.8343 18.032 12.5639 11.3846 17.8728
Durée 20.0938 0.1397 2.3112 0.0017 1.948
Age 3.3251 9.7055 4.088 2.5323 0.6905
Sexe 3.9025 16.6098 12.8965 8.6627 4.38
Race 9.0906 24.712 11.7647 30.8201 33.8403

Ces remarques se confirment globalement aprés I’examen du tableau des contributions des
groupes aux différents axes (cf. Tab.9). La surface microgliale impacte surtout la dimension 4
et la dimension 2. Les groupes de variables qualitatives impactent un plus grand nombre d’axes
que les groupes de variables qualitatives car I’inertie de chaque variable est répartie sur un plus
grand nombre de dimensions et leur influence est favorisée en AFM. C’est pourquoi on peut
supposer que 1’effet de la race et celui de la Gravité clinique sont un peu surestimés.

Au vu de la représentation du nuage des individus dans le premier plan factoriel et de la position
de la variable condition dans le carré des liaisons, I’axe factoriel 2 sépare les individus septiques
des contrdles. L’axe 1 sépare quant a lui le groupe septique en deux groupes (cf. Fig. 29). Sur
cet axe, les groupes Biochimie Leucocytes et Durée montrent une certaine corrélation et sont a
I’origine de la séparation du groupe septique en deux sous-groupes 1’un a durée d’évolution

courte 1’autre a durée d’évolution longue (les chevaux 26, 19 et 20). Ceci montre ’effet
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important de la durée sur la variabilité interne du groupe septique. Le groupe Microglie

intervient surtout dans 1’axe 2 mais sa contribution est modérée.
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Figure 29 - Représentation du premier plan factoriel

A gauche : représentation des individus.
A droite : carrée des liaisons des groupes de variables
L’axe factoriel 2 sépare les individus septiques des contréles. L’axe 1 sépare quant a lui le groupe septique en deux sous-

groupes ['un a durée d’évolution courte I'autre a durée d’évolution longue.

Lorsqu’on représente les variables quantitatives qui contribuent le plus a ces deux axes, ce sont
I’age et I’hématocrite qui contribuent a I’axe 2 (cf. Fig. 30). Cette observation montre un biais
lié¢ a I’age dans notre étude. Cependant on note aussi que plusieurs variables de la microglie
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Figure 30 — Cercle des corrélations

Sont représenttées les variables quantitatives contribuant le plus aux axes 1 et 2.

L’dge et I’hématocrite contribuent a [’axe 2. La durée, le sodium, les leucocytes le fibrinogene et les plaquettes contribuent a [’axe 1.
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sont négativement corrélées a 1’axe 2 ce qui va dans le sens d’une surface inférieure de
microglie dans certaines régions spécifiques de I’encéphale des chevaux septiques.

Les dimensions suivantes isolent des individus septiques a 1I’extrémité des axes et rassemblent
les contrdles au centre du graphique ce qui souligne la variabilité bien plus importante au sein
du groupe septique et la tendance de ces chevaux a avoir des valeurs extrémes pour les variables

de plusieurs groupes : Race, Gravité clinique, Cytokines, Microglie, Biochimie.
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Figure 31 - Représentation des plans factoriels de dimension 3 et 4, et 4 et 5.

A gauche : représentation des individus.

A droite : carrée des liaisons des groupes de variables

Les dimensions 3, 4 et 5 isolent des individus septiques a [’extrémité des axes et rassemblent les contrdles au centre du
graphique. Les chevaux septiques ont des valeurs extrémes pour les variables des groupes : Race, Gravité clinique,
Cytokines, Microglie, Biochimie.
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11.4 Evaluation des conséguences musculaires du sepsis

11.4.1 Morphomeétrie des fibres musculaires

Figure 32 - Surface des fibres musculaires

Immunofluorescence anti-laminine (vert) et marquage des noyaux au Hoechst (bleu). Acquisition au Scanner de lame 20X.
La surface des fibres musculaires a été mesurée par analyse d’image. Dans une coupe donnée
les surfaces des fibres suivent une loi normale, les surfaces moyennes de chaque coupe ont donc
été comparées. A cause du faible nombre de chevaux dans le groupe contrdle (n=6) nous
n’avons pas pu établir la normalité de la distribution des moyennes de surface des fibres et nous
avons donc comparé les médianes des deux groupes a ’aide d’un test des rangs de Mann-
Whitney (IC a 95% de la différence [-6.212 ; 6.359], p=0.92) qui n’a pas mis en évidence de
différence significative (cf. Fig. 33).
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Figure 33 - Taille des fibres musculaires

Test des rangs de Mann-Whitney (IC a 95% de la différence [-6.212 ; 6.359], p=0.92). Test F de comparaison des variances

(p=0.0496). Sont représentés la médiane et [’intervalle interquartile. Le groupe septique a une variance significativement
supérieure pour la taille des fibres.
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La réalisation d’un test F de comparaison des variances a en revanche révélé une différence
significative avec une variance supérieure pour le groupe septique (p=0.0496).

Lorsque I'on s’intéresse aux fibres de taille extréme, on remarque que la médiane des
pourcentages de petites fibres (<500um?2 de section) du groupe septique est significativement
supérieure a celle du groupe contrdle (IC a 95% de la différence [0,535; 14,35], p=0,027). Cette
comparaison a été effectuée a 1’aide d’un test de Mann-Whitney (cf. Fig. 34). La méme
comparaison a été réalisée pour les fibres de grande section (>5000um?) mais n’a pas montré
de différence significative. En revanche ces résultats sont a interpréter avec beaucoup de
prudence car les variances se sont montrées significativement différentes entre les deux groupes

a chaque comparaison (p=0,006 et p=0,011 pour les tests F respectifs).
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Figure 34 - Pourcentages de fibres de taille extréme

Test des rangs de Mann-Whitney. Test F de comparaison des variances. Sont représentés la médiane et ['intervalle interquartile. Les
chevaux septiques ont un pourcentage significativement supérieur de petites fibres.

Nous avons cherché a visualiser I’effet de 1’age sur cette surface mais la répartition ne permet

de dégager aucune tendance (cf. Fig. 35). Mais les fortes disparités d’age entre les deux groupes

compliquent I’interprétation.
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Figure 35 - Effet de I'age sur les fibres de taille extréme

Aucune corrélation ne semble exister entre le pourcentage de fibres extrémes et l’dge.

Les fibres centro-nucléées ont également été comptées et les densités ont été comparees mais

aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence.
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11.4.2 Analyse de la vascularisation des muscles

Figure 36 - Cryosection transversale de muscle immunomarquée

Immunofluorescence anti-laminine (vert) et anti-vaisseaux (rose). Acquisition au Scanner de lame 20X.

Un immunomarquage dirigé contre le facteur de Von Willebrand a été réalisé dans le but de
repérer les vaisseaux. La vascularisation a été estimée en calculant le pourcentage de la surface
marquée sur la surface totale de la coupe. La densité de vaisseaux par mmz2, leur taille et leur
nombre par fibre ont été calculés.

La comparaison des médianes de ces données par le test de Mann-Whitney n’a pas permis de
mettre en évidence de différences significatives. De méme que pour la surface des fibres, une

différence significative entre les variances a pu étre mise en évidence (p<0.05) sauf pour la
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Figure 37 - Evaluation de la vascularisation musculaire

Test des rangs de Mann-Whitney (Vascularisation, p=0.35, Vaisseaux, p=0.18, vaisseaux par fibre, p=0.53, taille des

vaisseaux, p=0.84). Test F de comparaison des variances. Sont représentés la médiane et l'intervalle interquartile.
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taille des vaisseaux (p=0.7594) mais cette fois dans le sens inverse (cf. Fig. 37). Cette différence
peut s’expliquer par 1’existence d’un point extréme (cheval 12) dans le groupe controle.

Ce marquage cible un facteur pro-coagulant important qui subit chez 1’homme une
augmentation d’expression pendant le sepsis (390). C’est pourquoi nous avons aussi cherché a
quantifier son intensité de marquage. La répartition de cette intensité dans le groupe septique a
semblé former deux sous-groupes. Une analyse de clustering par la méthode des k-moyens au
sein du groupe septique sur I’ensemble des données issues de 1’analyse des muscles a mis en
évidence deux groupes notés septique 1 et septique 2 (cf. Fig. 38). En les analysant séparément
on a pu mettre en évidence par un test de Mann-Whitney une différence significative entre ces
groupes (septique 1 > septique 2, IC & 95% [-17512 ; -5294], p=0.0159) et entre le groupe 1 et
le groupe contréle (IC a 95% de la différence [-2352 ; 14132], p=0.040). Certaines variables
ont été comparées entre les deux groupes septiques par un test de comparaisons multiples de
Dunn. Seule la densité de vaisseaux montre une différence significative avec une valur plus
faible dans le groupe 1 (cf. Tab. 10).

Tableau X - Comparaison des sous-populations du groupe septique

Groupe septique 1 Groupe septique 2

Moyenne Erreur Standard n  Moyenne  Erreur Standard \ n p-value
Age 12.7 1.789165 | 10 8.75 1973787 | 4 0.23025
FBXO 5993.143 942.1563 | 7 6844.5 1805.288 | 4 0.652132
TRIM.63 6941.833 681679 | 6 8754.25 1965.833 | 4 0.33643
Durée 38.55556 19.1479 | 9 67.5 40.03644 | 4 0.470251
ASAT 310.625 63.00225 | 8 3566.333 3216.982 | 3 0.100883
CK 456.375 47.52929 8 3791.333 3111914 | 3| 0.0847672
IL 10 627.4667 570.5358 | 6 216.375 105.2201 | 4 0.58268
TNFa 305.2167 295.9019 6 26.625 21.82446 | 4 0.473376
IL1B 270.05 2711205 | 6 57.95 56.36956 | 4 0.552188
IL 6 617.6334 620.8123 | 6 21.475 26.78079 | 4 0.464582
Surface de
vascularisation 1.248 0.4147768 | 7 3.65655 1811383 | 4 0.12553
Densité de
vaisseaux 223.194 32.38536 | 7 562.559 193.1751 | 4| 0.0457781
Vaisseaux par
fibre 2.065393 0.8116818 | 7 2.813622 0.9691584 | 4 0.580098
Taille vaisseaux | 17.87371 3.321085 | 7 20.8465 3.221718 | 4 0.571705
Taille moyenne
de fibre 3037.593 397.2316 | 7 2885.788 4144449 | 4 0.810826
<500 pum? 0.2168075 0.0413234 | 7 | 0.1073696 0.01929981 | 4 | 0.0902222
>5000 pm? 0.1976225 0.05120005 | 7| 0.1491392 0.05414333 | 4 0.557691
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Figure 38 — Intensité de fluorescence du marquage Von Willebrand

La répartition en sous-groupe des médianes du groupe septique a été déterminé par la méthode des k-moyens. Test des rangs
de Mann-Whitney (Contrdles/Groupe septique 1 IC & 95% de la différence [-2352 ; 14132], p=0.040, Contréles/Groupe
septique 2 : 1C & 95% [-9798 ; 1134], p=0.1088, Groupe septique 1/Groupe septique 2 IC a 95% [-17512 ; -5294], p=0.0159)
Sont représentés la médiane et l'intervalle interquartile. Le sous-groupe septique 1 a une intensité de fluorescence pour le
facteur de von Willebrand significativement supérieure aux groupes contrdle et septique 2.

11.4.3 Analyse du métabolisme musculaire

Pour évaluer le métabolisme musculaire le typage des fibres a été effectué par
immunofluorescence. Le pourcentage de chaque type de fibre a été calculé pour chaque cheval.
Les médianes des pourcentages des groupes ont été comparées pour chaque type de fibre par

un test de Mann-Whitney. Mais aucune différence significative n‘a été mise en évidence (cf.
Fig. 39).
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Figure 39 - Types de fibre

Test des rangs de Mann-Whitney. Sont représentés les médianes et intervalle interquartile. Aucune différence significative de

répartition des types de fibre entre les groupes.
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Aucune fibre IIB n’a été observée dans aucun muscle analysé.
La répartition des fibres a été représentée dans une cartographie des types de fibres de fagon a
confirmer la validité des données (cf. Fig. 40).

HA [IX [IB Pure Typas

Figure 40 - Typage de fibres musculaires par immunofluorescence

En haut a gauche - Marquage par immunofluorescence anti-laminine (bleu), anti-type 1 (blanc), anti-type 2A (rose) et anti-type
2B (vert). Les fibres non-marquées sont les fibres 2X. Acquisition au scanner de lames.

En bas & droite — Cartographie construite dans Fiji a partir de l'image de la lame scannée
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Le meétabolisme protéique a été évalué par le marquage en immunofluorescence des ubiquitine-
ligases TRIM 63 et FBXO. L’intensité de fluorescence a été quantifiée et comparée entre les
deux groupes en prenant en compte 1’ensemble des fibres ou les fibres de tailles extrémes
(<500um2 ou >5000um?2 de section). Des tests de Mann-Whitney ont été réalisés mais n’ont pas
montré de différence significative entre les deux groupes (cf. Fig. 41).
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Figure 41 - Evaluation du Protéasome

Test des rangs de Mann-Whitney. Sont représentés les médianes et intervalle interquartile. Aucune différence significative

d’expression d 'ubiquitine ligases entre les groupes.
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11.4.5 Etude globale par analyse factorielle

Nous avons réalisé de la méme maniére que précédemment une analyse factorielle des données
récoltées en ajoutant aux groupes précédant 4 groupes de variables : Taille des fibres, Type de
fibre, Vascularisation, Facteur de Van Willebrand et Protéasome. En prenant en compte les 5

premiers axes on explique un peu plus de 50% de la variance (cf. Fig. 42).
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Figure 42 - Histogrammes des valeurs propres et des pourcentages de variance cumulés

En prenant en compte les 5 premiers axes on explique un peu plus de 50% de la variance

Si on analyse le tableau des coefficients de corrélation canonique (cf. Tab.11), la dimension 1
représente un facteur commun aux groupes Biochimie, Leucocytes, Gravité clinique et Durée
et est assez liée au groupe Plaquettes. La dimension 2 est un facteur spécifique de la Race mais
est aussi liée a la Gravité clinique et a la Microglie. La dimension 3 est spécifique de la Gravité
clinique bien que liée a la Biochimie. Les dimensions 4 et 5 ne sont spécifiques a aucun groupe
de variable mais sont toutes deux assez liées a la race. La dimension 4 présente une liaison

modérée avec le groupe Protéasome et la dimension 5 est modérément liée a la Gravité clinique.

Tableau XI - Tableau des coefficients de corrélation canonique

MICROGLIE 0.3714 0.7406 0.503 0.5344 0.6435
Taille de fibre 0.4719 0.5539 0.5219 0.5114 0.5701
Type de fibre 0.1123 0.3807 0.5267 0.3705 0.3461
Vascularisation 0.1745 0.1843 0.4038 0.2372 0.2361
VWF 0.3027 0.3351 0.0488 0.1822 0.6024
Protéasome 0.361 0.2177 0.0319 0.6403 0.1295
Cytokines 0.53 0.3653 0.6727 0.5615 0.6634
Biochimie 0.8985 0.6326 0.4491 0.4043 0.6591
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HT 0.1989 0.2172 0.7251 0.3152 0.1823

Leucocytes 0.8403 0.4513 0.3185 0.2562 0.3389
Plaquettes 0.7262 0.2727 0.5111 0.052 0.06

Gravité clinique 0.9106 0.7334 0.8071 0.5068 0.7693

Durée 0.8999 0.0308 0.2868 0.0718 0.1899

Age 0.4424 0.6442 0.0025 0.1152 0.0617

Sexe 0.3633 0.642 0.6069 0.5101 0.106

Race 0.5832 0.9116 0.6093 0.6957 0.7389

Ces remarques se confirment globalement aprés I’examen du tableau des contributions des
groupes aux différents axes (cf. Tab.12). La surface microgliale impacte moins les axes. Le
Protéasome a un impact important sur la dimension 4 et le VWEF sur la dimension 5 tout comme

la taille des fibres. L’hématocrite est le premier contributeur de la dimension 3.

Tableau XII - Tableau des contribuions des groupes de variables aux axes factoriels

MICROGLIE 1.0821 5.441 3.299 6.9418 5.8461
Taille de fibre 4.1887 8.4294 1.4457 6.8137 11.3907
Type de fibre 0.2779 2.9624 8.1605 5.5772 5.4368
Vascularisation 0.4881 0.9039 4.6694 2.1979 1.0789
VWEF 2.0458 3.2139 0.0702 1.3488 16.4889
Protéasome 2.8889 1.3486 0.0223 16.644 0.7452
Cytokines 4.691 1.004 9.6082 11.0001 10.1325
Biochimie 15.1439 10.4112 4.8884 4.4534 7.3016
HT 0.883 1.3498 15.4699 4.0346 1.5105
Leucocytes 15.7557 1.795 2.3727 2.6165 2.5181
Plaquettes 11.774 2.1276 7.6856 0.1098 0.1634
Gravité clinique 7.7879 13.5442 12.1289 7.281 10.2607
Durée 18.0819 0.0271 2.4198 0.2094 1.6393

Age 4.3699 11.873 2.00E-04 0.5393 0.1728

Sexe 2.9474 11.7929 10.8365 10.5715 0.5105
Race 7.5937 23.776 10.9227 19.6609 24.8042

La forme du nuage des individus dans les différents plans factoriels étudiés est semblable a

celle décrite précédemment (cf. Fig. 43). La dimension 2 sépare les deux groupes le long de
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I’axe tandis que les autres axes isolent des individus septiques a leurs extrémités. Cette plus
forte variabilité des individus septique est bien visible sur la représentation des individus
partiels ou les nuages partiels des individus septiques sont beaucoup plus larges que ceux des

contréles (cf. Fig. 44).
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Figure 43 - Représentation des différents plans factoriels

A gauche : représentation des individus.
A droite : carrée des liaisons des groupes de variables
La dimension 2 séparent les deux groupes le long de [’axe tandis que les autres axes isolent des individus septiques a leurs

extrémités.
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Les variables des groupes Protéasome et Taille de fibre sont particulierement impliquées dans
I’isolement des individus septiques sur les axes de dimension 4 et 5. La race reste sur chaque

axe un groupe de tres forte contribution.
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Figure 45 - Représentation des individus partiels dans le premier plan factoriel

Les nuages partiels des individus septiques sont beaucoup plus larges que ceux des contrdles
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Figure 44 - Cercle des corrélations

Sont représenttées les variables quantitatives contribuant le plus aux axes 1 et 2.

Les leucocytes, les plaquettes, le fibrinogéne et le sodium contribuent a I’axe 1. Le VWF et I'dge contribuent d l'axe 2.
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Dans le premier plan factoriel les variables quantitatives qui contribuent majoritairement aux
axes 1 et 2 sont le nombre de PNN, de leucocytes, de monocytes et de plaquettes ainsi que la
concentration en fibrinogéne et en sodium pour I’axe 1 et le VWF et I’age pour ’axe 2 (cf. Fig.

45). Certaines variables du groupe Microglie sont aussi bien corrélées négativement a 1’axe 2.

Tableau X111 - Tableau des corrélations des groupes de variable

Cytok | Bioch | HT | Leuco | Plaqu | Gravité | Dur | Age | Sex | Rac | Condi
ines imie cytes | ettes | cliniqgue | ée e e tion
Cytokine 1 0.098 | 0.2 | 0.1146 | 0.250 | 0.3173 | 0.1 | 0.0 | 0.0 | 0.1 | 0.177
s 8 155 3 017 | 292 | 493 | 485 4
Biochimi | 0.098 1 0.0 | 0.4896 | 0.284 | 0.4666 | 04 | 0.0 | 0.1 | 0.2 | 0.094
e 8 156 1 674 | 967 | 643 | 693 6
HT 0.215 | 0.015 | 1 | 0.0283 | 0.320 | 0.2827 | 0.0 | 0.0 | 0.1 | 0.0 | 0.260
5 6 8 069 | 277 | 51 | 494 4
Leucocyt | 0.114 | 0.489 | 0.0 1 0.188 | 0.345% |05 |01 | 01| 0.1 | 0.078
es 6 6 283 1 075 | 766 | 416 | 216 9
Plaquette | 0.250 | 0.284 | 0.3 | 0.1881 1 0.1604 | 0.2 | 0.0 [ 0.0 | 0.2 | 0.027
s 3 1 208 601 | 25 | 081 | 238
Gravité | 0.317 | 0.466 | 0.2 | 0.3456 | 0.160 1 02 | 01| 01| 03] 049
clinique 3 6 827 4 776 | 202 | 538 | 298 4
Durée 0.101 | 0.467 | 0.0 | 0.5075 | 0.260 | 0.2776 1 101|01]01 0
7 4 069 1 359 | 649 | 246
Age 0.029 | 0.096 | 0.0 | 0.1766 | 0.025 | 0.1202 | 01 | 1 | 0.1 | 0.1 | 0.090
2 7 277 359 448 | 497 6
Sexe 0.049 | 0.164 | 0.1 | 0.1416 | 0.008 | 0.1538 | 0.1 | 01 | 1 | 0.2 | 0.092
3 3 51 1 649 | 448 108 2
Race 0.148 | 0.269 | 0.0 | 0.1216 | 0.223 | 03298 | 0.1 | 0.1 | 0.2 | 1 | 0.202
5 3 494 8 246 | 497 | 108 3
Conditio | 0.177 | 0.094 | 0.2 | 0.0789 | 0.027 | 0.4944 0 [ 00| 00|02 1
n 4 6 604 906 | 922 | 023

Enfin il est possible de s’intéresser aux corrélations deux-a-deux des groupes de variables que
le tableau 13 représente en partie. Les groupes issus des données sur le muscle et le groupe
microglie montrent des coefficients de corrélation faibles avec tous les groupes et ne sont pas
représentes ici. Pour les autres groupes on note un lien particulier entre la formule leucocytaire
et la durée d’évolution. On remarque €galement une possible corrélation entre les analyses
biochimiques, la gravité clinique et la durée d’évolution. Les coefficients restent néanmoins
faibles mais 1’aspect multi-dimensionnel de cette analyse diminue la probabilité d’apparition

d’un fort coefficient.
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Notre étude a permis de mettre en évidence dans le groupe de chevaux septiques :

Une défaillance organique mise en évidence par des altération cliniques et hémato-
biochimiques.

Une tempete cytokinique ont les acteurs majeurs sont I’IL-10, le TNFa et I’'TL-6
Une altération de la microglie dans 6 régions cérébrales : la substance blanche des
cortex frontal et occipital, la substance grise du cortex occipital, le noyau caudé du
corps strié, le mésencephale et la substance grise du cervelet

Un nombre plus important de petites fibres musculaires

Une surexpression chez certains septiques du VWF avec une diminution de la

densité de vaisseaux dans ce sous-groupe.

L’4ge et la race de chevaux inclus dans I’étude ne sont pas équitablement répartis entre

les deux groupes et constituent un biais important a prendre en compte.

116



I11. Discussion

111.1 Evaluation des défaillances organiques

Le recrutement du groupe septique a rassemblé des individus exprimant une symptomatologie
¢équivalente a celle retrouvée chez I’homme lors d’un SIRS. De plus, le calcul du score MODS
SGI (391) dans la cohorte, a permis de valider un score minimal de 1/24 pour tous les chevaux
du groupe septique, respectant ainsi la nouvelle définition du sepsis chez ’homme. En effet, le
dernier consensus sepsis-3 préconise 1’utilisation du score Sequential [Sepsis-related] Organ
Failure Assessment (SOFA) ou du quick SOFA (gSOFA) pour le dépistage des patients
septiques (382) et exige la présence obligatoire d’une preuve de dysfonction organique,
objectivement évaluée par un SOFA supérieur ou égal a 2 (382). Seul un cheval contrdle
présente un MODS SGI égal a 1, en raison d’une légére augmentation de I’activité plasmatique
de la créatine kinase (CK). Il s’agissait d’un cheval d’expérimentation ayant subi un protocole
d’¢lectrostimulation du nerf radial a basse fréquence. Des travaux récents ont montré qu’une
électrostimulation a haute fréquence couplée a des contractions excentriques du muscle stimulé
pouvait entrainer d’importantes 1ésions des cellules musculaires, pouvant expliquer 1I’élévation
de Iactivité plasmatique de la CK chez ce cheval dans un contexte hors sepsis et SIRS (392).

Cependant, le MODS SGI ne posséde pas le méme niveau de validation que le score SOFA
chez ’homme. En effet, il n’est basé que sur une seule étude dans laquelle il a été déterminé au
chevet des patients (383). Ici son utilisation est différente puisqu’il a été appliqué a posteriori
sur ’ensemble des données cliniques disponibles pour chaque cheval. Il a également di étre
adapté pour tenir compte des données manquantes. Tout ceci explique que les scores retrouveés
ici soient inférieurs a ceux rencontrés lors de cette précédente étude qui avait déterminé une

valeur seuil de 8 pour la prédiction de la survie a 6 mois (sensibilité 92%, specificité 88%).
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111.2 Evaluation de la réponse immunitaire

Le dosage des cytokines et chémokines plasmatiques de la cohorte a permis de mettre en
évidence une augmentation significative de 15 d’entre elles également présentes en quantité
augmentée chez I’homme en sepsis sévére ou choc septique (49). Les augmentations les plus
marquées concernent le TNFa, I’IL-6, I’IL-1p, la Fractalkine, I’'IL-12, I’'IL-17A et I’IL-10.
Les chevaux du groupe septique présentent donc un profil cytokinique mixte a la fois pro et
anti-inflammatoire avec des concentrations trés élevées de certaines cytokines comme 1’1L-10.
Ces modifications sont cohérentes avec un déséquilibre de la réponse immunitaire et valident
donc I’état septique de notre groupe. L’ensemble de ces résultats est cohérent avec la circulation
plasmatique de cytokines et chémokines observée chez I’homme lors d’un sepsis sévere ou choc
septique (49).

Il a donc été mis en évidence dans la circulation générale une activation des voies pro-
inflammatoires, mais également anti-inflammatoires ainsi que la présence de cytokines
régulatrices telles que I’IL-17A. Cette multiplicité des voies de I’inflammation mises en jeu
correspond également aux phénomeénes d’activation et de régulation de la réaction immunitaire
observée chez ’homme. En effet, dans les premicres 48 heures suivant un sepsis, les pics de
cytokines pro- et anti-inflammatoires sont quasiment simultanés soulignant 1I’importante inter-
régulation de ces deux phénomeénes dans la réponse de 1’hote face a 1’agression systémique (9).
Cependant les prises de sang des chevaux septiques sont réalisées dés leur admission au centre
hospitalier vétérinaire. Dans la cohorte, la durée entre le début des symptdmes et le prélévement
sanguin varie entre 2 heures et 7 jours. Malheureusement la cinétique des cytokines chez le
cheval septique n’est pas totalement démontrée. Le tableau 14 présente un résume des données
de la littérature.

Ces différents résultats cliniques et biocliniques laissent a penser que la réaction de 1’organisme
du cheval face a un sepsis présente beaucoup de similitudes avec celle de I’homme. D’un point
de vue immunitaire, cela a été confirmé dans la littérature portant sur le SIRS induit
expérimentalement par injection intraveineuse de LPS. Les monocytes circulants du cheval sont
tres sensibles au LPS, la demi-concentration efficace pour entrainer la libération de TNFa est
de 0,02ng/mL pour Escherichia coli ((393), alors qu’elle est de 1’ordre du 0,01ug/mL chez
I’homme et la souris (394)). Cette sensibilité est retrouvée in vivo, avec une induction de
symptdmes de type SIRS en 6 heures apres injection avec une récupération compléte en 24
heures avec une injection intraveineuse de 1 ug/kg de LPS, contre 1 mg/kg habituellement

utilise chez la souris pour induire un léger SIRS (395).
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Tableau X1V - Rdles et fonction des cytokines au cours du sepsis

Cytokines/ Résultats Cellules Fonction et Concent

Chémokin

€s

Implications connues en

cellules cibles ration

pathologie équine

" Conce Var Productrices

ntratio | iati dans le

plasmatiq sepsis

nen on
humain

5,55 Lymphocytes | Inflammation
(4,48- T (LT), locale pg/mL d’endotoxémie et de défaillance
1024) Macrophages, | Synthése de | (49) organique expérimentales (397—
n=7 Lymphocytes | prostaglandine 400).
Natural Killers s Corrélée a I'IL-6 et a la mortalité
(NK) (396) Activation lors d’affection abdominale aigue
endothéliale, (371,401).
production de Le blocage préviens les signes
cytokines cliniques lors d’endotoxémie
(396) expérimentale (402).
Augmentée (894.064 (+179.221)
pg/mL) 6h apres injection de LPS
(403)

IL-6 23,62 LT, Hépatocytes : | 1027- Corrélée a I'lL-6 et a la mortalité
(8,48- Mastocytes, production des | 5632 lors d’affection abdominale aigue
5556) Macrophages | protéines de la | pg/mL (371,401). Corrélée aux signes

n=4 (396) phase aigiie de | (49) cliniques lors d’endotoxémie
I'inflammation expérimentale (376,400)
Fievre (396) Augmentée (261.540 (£42.707)
Muscle : pg/mL) 6h apres injection de LPS
myokine (403)
régulant la
réponse du
muscle a
I'exercice
(223)

IL-1p 14,26 Macrophages | Activation des | 0,17-1,22 | Corrélée aux signes cliniques lors
(7,41- (396) macrophages | pg/mL d’endotoxémie expérimentale
1549) Fievre (396) | (49) (376,400) Augmenté (3,150.524

n=6 (+1,520.336) pg/mL) 6h apres
injection de LPS (403)
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Fractalkin | 1096 Chimiokines | Augment Augmentée lors d’uvéite
e (718,1- pour LT et ée (404) récurrente (405).
4909) cellules Augmentée (1,211.792
n=3 microgliales (£772.502) pg/mL) 6h apres
(recepteur injection de LPS (403)
CX3CR1)
(396)
IL-12 37,33 Lymphocytes | Différenciatio | Augment Utilisation en thérapie génique
n=1 B (LB), ndesLT ée (406) dans un modele équin de
Macrophages Helper 1 mélanome (407,408).
(396) (LTul) Sécrété par les macrophages
Activation des alvéolaires et les monocytes
NK sanguins lors de rhodococcose
(409).
G-CSF 541,7 Monocytes, Stimulation | Augment | Augmentation lors de fiévre des
(159,7- macrophages, | des PNN (396) | ée (406) transport (410).
815) fibroblastes Augmentée (334.736 (+100.147)
n=4 (396) pg/mL) 6h aprés injection de LPS
(403)
IL-1e 25,63 Macrophages | Activation des | Augment Expression lors d’endotoxémie
(25,63- (396) macrophages | ée (411) expérimentale (412).
37,33) Fievre (396) Impliquée dans I’endométriose
n=3 (413)
IL-5 32,63 LT, Stimulation de | Augment Augmentation dans le liquide
(30,9- Mastocytes polynucléaire | ée (406) broncho-alvéolaires des chevaux
34,35) (396) éosinophiles atteints d’asthme (414) et dans la
n=2 (PNE) (396) peau des chevaux atteints
d’urticaire récurrent (415).
Augmentée (56.785 (+14.970)
pg/mL) 6h apres injection de LPS
(403)
IL-2 9,15 LT, Prolifération | Augment Impliquée dans les maladies
(5,12- Cellules des LT (396) | ée (406) inflammatoires du gros intestin
15,22) dendritiques (416)
n=3 (DC) (396) Augmentée (12.988 (+2.803)

pg/mL) 6h apres injection de LPS
(403)
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IFNy 3529 7 LT, Inhibition des | 0-33,1 Pas d’augmentation lors de sepsis
(251,9- NK (396) LTH2 pg/mL néonatal (417)
6807) Activation des | (49) Augmentée (947.748 (+286.373)
n=2 macrophages pg/mL) 6h apres injection de LPS
(396) (403)
IL-8 66,52 ? Chimiokines | 52,63- Corrélée aux signes cliniques lors
n=1 pour LT et 145,3 d’endotoxémie expérimentale
PNN pg/mL (376,418)
(récepteur | (49) Augmentée (160.750
CXCR1,2) (¢33.802)pg/mL) 6h apres
(396) injection de LPS (403)
IP-10 57,98 ? Chimiokines | Augment Impliquée dans I’'anémie
(17,01- pour LT ée (406) infectieuse équine (419)
98,94) activés Augmentée (173.014
n=2 (récepteur (+51.100)pg/mL) 6h apres
CXCR3) (396) injection de LPS (403)
GRO 48,95 ? Chimiokines | Pas Augmentée (206.730 (£19.548)
n=1 pour PNN d’homolo | pg/mL) 6h apres injection de LPS
(récepteur gue (403)
CXCR2) (396) | humain Produit dans le podophyle lors de
(406) fourbure(420-422)
GM-CSF 2,42 Ten LT, Production de | Augment Pas a notre connaissance
(1,38- | dan | Macrophages cellules ée (406)
10,03) ce (396) myéloide
n=6 2 surtout DC
(396)
RANTES 3,89 NS Chimiokines | Augment Impliqué dans I'attraction des
n=1 pour LT, ée (406) monocytes infectés par
macrophages, I’'herpesvirus équin lors de formes
DC, NK et neurologiques (423)
PNE
(récepteur
CCR1,3,5)
(396)
MCP-1 435 NS Chimiokines | 6,295- Augmentée (3,767.000
(168,5- pour LTet | 7539 (¢1,012.198) pg/mL) 6h apres
1173) monocytes | pg/mL injection de LPS (403)
n=4 (récepteur (49)

CCR?2) (396)
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IL-18 12,61 | NS | Macrophages | Activationdes | Augment | Augmentée (142.850 (+43.023)
(12,49- actives, LThl ée (406) | pg/mL) 6h apres injection de LPS
79,64) cellules de Production (403)
n=3 Kupffer (396) | d’IFNy par les
LT et NK
(396)
FGF-2 55,27 | NS Pas a Pas a notre connaissance
(14,1- notre
256) connaiss
n=7 ance
Eotaxine 12,16 | NS Chimiokines | Augment | Stable (15.282 (£6.499) pg/mL)
(9,825- pour PNE ée (406) 6h aprés injection de LPS (403)
91,86) (récepteur
n=7 CCR3) (396)
IL-13 <LC NA LT (396) Inhibe la 0,27-7,21 | Augmentation dans le sérum des
sécrétion de | pg/mL chevaux atteints d’asthme (424) et
cytokines (49) dans la peau des chevaux atteints
inflammatoire d’urticaire récurrent (415).
par les
macrophages
(396)
IL-17A 10,56 7 Augment Impliquée dans I'asthme
(5,62- ée (406) chronique (425,426).
18,65)
n=7
IL-4 436,9 | NS LT, Suppression | Augment Augmentée (1,486.826
(230,1- Mastocytes des LTH1 ée (406) (£557.649) pg/mL) 6h apres
643,8) (396) Activation des injection de LPS (403)
n=2 LB (396)
IL-10 175 ” LT, Inhibition des | 2,27- Augmentée (284.534 (£59.435)
(27,76- Macrophages | macrophages | 27,45 pg/mL) 6h apres injection de LPS
970,2) (396) Immunotoléra | pg/mL (403)
n=10 nce, (396) (49)
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111.3 Réactivité microgliale des chevaux septiques

Une réactivité microgliale a pu étre mise en évidence dans la substance blanche des cortex
frontal et occipital, la substance grise du cortex occipital, le noyau caudé du corps strié, le
mésencéphale et la substance grise du cervelet des chevaux septiques, grace a 1’analyse
morphologique systématisée montrant une diminution de la surface de la microglie, associée a
une forme majoritairement améboide des cellules microgliales. Il est possible de faire
I’hypothése d’une relation entre la modification morphologique observée et la diminution de la
surface mesurée. En effet, plus une cellule est ramifiée plus ses branches cytoplasmiques se
prolongent dans toutes les directions et donc plus la probabilité qu’une ou plusieurs parties de
son cytoplasme passent par le plan de coupe est importante. Le marquage Ibal étant
membranaire, on peut supposer que la surface du marquage sur une coupe est plus importante
lorsque la microglie est fortement ramifiée.

Cette réactivité est également retrouvée dans les études cliniques humaines (427) et les modéles
expérimentaux murins (270,428). Parfois, il peut s’agir d’une réaction aigiie retrouvée dés 6h
apres I’induction du sepsis ou beaucoup plus persistante qui est mise en évidence plusieurs
semaines apres résolution de 1’épisode septique (395). Les méthodes d’étude de la réactivité

microgliale retrouvées dans la littérature sont résumées dans le tableau 15.

Tableau XV - Réactivité microgliale au cours du sepsis selon les espéces

Espece Région Méthode Référence

Homme Cortex Frontal Score (257)

Cortex Pariétal

Homme Cortex Observation (429)
Homme Thalamus Observation (267)
Homme Hippocampe caudal | Quantification de la densité microgliale (430)

(augmentation non-significative)

Souris Cortex Microscopie bi-photonique (258)
Rat Hypothalamus 8-24h apres injection LPS (431)
Thalamus Immunomarquage ED-1
Tronc cérébral Observation
Souris Cortex Marquage ED-1 quantifié (270)

123



Hippocampe

Souris Cervelet Marquage ED-1 quantifié (256)
Souris Cortex frontal Analyse morphométrique (395)
Hippocampe

Corps striés

Cervelet

Chez I’homme, les régions du cortex frontal et pariétal ont montré une réactivité microgliale
lors de sepsis comme les chevaux de notre étude. Cependant, 1I’hippocampe et le thalamus ont
¢galement présenté des altérations dans certaines études, ce qui n’a pas pu étre confirmé ici. Il
convient de signaler que ces études sont toutes des cas cliniques isolés ou des petites séries de
cas cliniques et que toutes les régions étudiées ici n’ont pas été étudiées dans ces études. Dans
les modeles animaux disponibles jusqu’ici, le cortex, le cervelet et le corps stri¢ ont présenté
comme chez le cheval des signes de réactivité microgliale. En revanche, notre étude n’a pas pu
démontrer d’altération de la microglie du thalamus, hypothalamus, hippocampe et tronc
cérébral comme dans les autres modeles. Les méthodes d’étude différent beaucoup entre les
études et certaines se basent sur une simple observation qualitative. La ndtre a ’avantage de
proposer une réelle quantification méme si elle se limite a une analyse plus grossiere que les
études utilisant des modeles génétiques CX3CR1-GFP permettant d’étudier les paramétres
morphomeétriques de chaque cellule microgliale. C’est a notre connaissance, la premiére étude
qui s’intéresse a la morphologie microgliale du cheval et également la premiere a 1’étudier dans
un modele animal de sepsis, sur autant de régions différentes.

A T’heure actuelle, il n’existe pas d’étude clinique s’intéressant aux conséquences
neurologiques observées pendant ou apres la survenue d’un épisode de sepsis chez le cheval et
aucun signe clinique neurologique n’a été rapporté chez aucun des chevaux de notre cohorte. Il
est donc impossible de rapprocher la neuroanatomie des Iésions a des signes neurologiques
comme chez I’homme ou la souris. Des études de cas rapportent des signes neurologiques chez
des chevaux opéres de colique souvent interprétés comme lies a une hyperamoniémie sans
preuve réelle (432). Ces signes sont principalement des convulsions, un coma ou la mort de
I’animal. Ces modifications de 1’état de conscience peuvent s’expliquer par des lésions

corticales comme c’est le cas chez ’homme.
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111.4 Des altérations fonctionnelles de la cellule musculaire dans le sepsis a explorer

De fagon peu surprenante notre étude n’a pas permis de souligner de différences de morphologie
majeures au sein du tissu musculaire. Seules les fibres de petit diamétre semblent étre plus
nombreuses dans le groupe des chevaux septiques, ce qui pourrait indiquer un début d’atrophie
musculaire. Les atteintes morphologiques sont des lésions tardives (433,434) qui sont difficiles
a mettre en évidence au vu de nos conditions de recrutement. A ce stade, les modifications sont
de faible amplitude et la variabilité de notre échantillon ainsi que la faible standardisation
inhérente a toute étude clinique diminuent notre pouvoir de discrimination. L’échantillonnage
pour 1’étude du tissu musculaire a été également beaucoup plus hasardeux que celui de
I’encéphale puisque le prélévement s’est résumé a une biopsie d’une cinquantaine de grammes
dans un trés grand muscle. Ceci a fortement augmenté la variabilité de nos mesures.

L’étude de la vascularisation musculaire n’a montré aucune modification sur I’ensemble du
groupe septique. Or les conséquences vasculaires du sepsis dans d’autres tissus chez le cheval
a été bien démontré notamment dans le podophylle (435). Seule I’intensité du marquage du
facteur de VVon Willebrand semble discriminer notre groupe de chevaux septiques en deux sous-
populations. 1l reste cependant a investiguer cette donnée pour la confirmer sur un plus grand
nombre d’individus et tenter de déterminer d’autres modifications associées pouvant confirmer
cette séparation en deux groupes. De fagcon générale, la présence de sous populations dans le
groupe septique est trés probable vu I’hétérogénéité du groupe mais la taille de 1’effectif est
trop faible pour pouvoir séparer ces sous populations.

Dans notre étude, la composition en type de fibres s’est trouvée trés variable d’un individu a
I’autre dans les deux groupes. Beaucoup de parameétres innés ou acquis influencent cette
composition (&ge, race, entrainement, sexe, ...) tout comme certaines conditions
expérimentales (muscle prélevé, profondeur de la biopsie). Aucune fibre de type IIb n’a été
repérée. Cette absence de fibre IIb est déja connue et constitue une particularité de I’espece
(436,437).

Ces données pourront servir de base a une étude plus poussée du métabolisme énergétique
comme la quantification des mitochondries.

Pour réussir a caractériser une neuro-myopathie associée au sepsis chez le cheval a un temps
précoce, il est nécessaire de rechercher des altérations de fonctionnement cellulaire. En effet,
une activation des voies du catabolisme musculaire a été montrée chez I’homme et les modéles
experimentaux notamment via une activation du protéasome et précede la perte de masse
musculaire (223). La recherche de I’expression des enzymes d’entrée dans cette voie telles que

les ubiquitine-ligases Trim63 et FBXO032 permet d’évaluer cette voie et a montré dans les
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modéeles animaux une augmentation de 1’expression des génes homologues (281,387). Dans
notre étude la quantification de ces marqueurs a 1’échelle protéique par immunofluorescence
n’a pas permis de montrer de modifications liées au sepsis. Il est possible que la durée
d’évolution du sepsis ait été insuffisante pour pouvoir voir ces modifications a 1’échelle
protéique et qu’il aurait fallu évaluer I’expression de ces genes. Ces deux marqueurs n’ont
jamais été évalués chez le cheval ; il est possible que chez cette espéce la voie du protéasome
soit activée par des enzymes différentes.

Il n’existe a I’heure actuelle pas d’étude clinique menée chez le cheval ayant mis en évidence
des altérations musculaires secondaires au sepsis. Il semble cependant nécessaire de déterminer
si un équivalent des neuro-myopathies acquises en réanimation existe chez le cheval et de
quantifier I’amyotrophie souvent observée par les cliniciens chez les chevaux hospitalisés pour
coliques. En effet, des études de cas vont dans ce sens avec des signes d’atteinte du tissu
musculaire lors d’un syndrome de douleur abdominale aigue, par exemple une mise en évidence
de nécrose dans les muscles semi-membraneux de trois chevaux présentant un SIRS (438).
Cette nécrose était caractérisée par une lyse et une fragmentation de fibres isolées parmi des
myofibres saines, laissant supposer un mécanisme d’induction apoptotique par la circulation de

médiateurs pro-inflammatoires (439).

111.5 Points forts et limites de I’étude

Les contraintes imposées par la méthodologie de 1’étude nous ont obligés a adapter nos
méthodes expérimentales. En effet, le recrutement des chevaux a été basé sur un seul centre et
a nécessité pour chaque animal un accord des propriétaires. Notre étude a donc été limitée dans
son effectif et dans le but d’en maximiser la taille, les critéres de recrutement choisis ont été
larges. Ce choix a eu pour conséquence 1’obtention d’une cohorte trés hétérogeéne avec une forte
variabilité interindividuelle pour 1’ensemble des variables observées, limitant ainsi notre
pouvoir de discrimination. En revanche, comme notre cohorte comporte une grande variété
d’age, de sexe, de race et de diagnostic étiologique, elle est représentative de I’ensemble de la
population équine. Ceci représente un interet certain pour 1’étude du sepsis puisque ce dernier
touche toutes les tranches d’une population. Cependant, cette hétérogénéité n’est pas tout a fait
identique entre les deux groupes que nous avons comparés du fait de la difficulté d’enroller des
chevaux sains. Ceci peut conduire a la présence de biais d’échantillonnage et limite
I’interprétation des résultats. Les analyses factorielles réalisées montrent bien un effet de I’age
et de la race qui perturbe I’interprétation des résultats. La cohorte nécessite donc d’étre élargie

pour permettre une répartition plus homogene de ces variables dans nos deux groupes.
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Pour tenter de contrebalancer le mangue de sensibilité de cette étude, lié a son faible effectif,
nous avons mis au point des méthodes pour diminuer les fluctuations expérimentales. Nous
avons en effet cherché a systématiser au maximum nos expérimentations et a utiliser les
méthodes les plus sensibles et précises possibles. Pour cela, nous avons, par exemple, utilisé
pour le dosage des cytokines une méthode tres performante (la méthode multiplex) associée a
une plaque Drop Array et ceci en dosant simultanément tous les prélevements. Nous avons
également eu recours a des systemes de coloration immunohistochimiques automatiques pour
I’analyse des lames d’encéphale. Enfin la numérisation et I’analyse d’images via un programme
informatique a permis de mesurer les différents paramétres sur ’ensemble de chaque lame
(plusieurs milliers de fibres musculaires par cheval et plusieurs centimétres-carrés de tissu
cerébral par région) de facon précise et totalement reproductible.

Cette stratégie a, semble-t-il, été payante pour 1’analyse du tissu cérébral puisqu’elle a permis
de mettre en évidence plusieurs différences significatives.

Une des limites majeures pour I’interprétation de nombreux résultats est la forte variation de la
durée d’évolution et donc de la durée du sepsis (beaucoup plus difficile a déterminer). Cette
contrainte est présente dans la plupart des études cliniques mais dans le cas des études cliniques
vétérinaires, elle est compliquée par I’euthanasie. En effet, dans notre étude la mort des chevaux
a, presque exclusivement, été décidée par les propriétaires et ce pour des raisons multiples
(pronostiques, financieres, éthiques, ...). Ce point différe totalement dans les études humaines
dans lesquelles les patients meurent de mort naturelle. Ceci n’est pas non plus comparable aux
études en laboratoire qui imposent que 1’euthanasie des animaux soit décidée selon des critéres
physiologiques précis décidés au début de I’étude et nommés points de contrdle (température,
fréquence cardiaque, score septique ou de douleur). Les données obtenues ici doivent donc étre
comparées avec celles des études chez ’homme ou la souris avec beaucoup de prudence.
Cependant, I’euthanasie ne perturbe pas la comparaison entre nos deux groupes puisque ce
procede est aussi bien utilisé dans le groupe controle que dans le groupe septique.

Notre cohorte ne présente cependant que des sepsis a point de départ abdominal, tout comme
le « gold-standard » des modeles expérimentaux que représente le modeéle de ligation-ponction
du caecum chez la souris. Or, plus de la moitié des sepsis chez I’lhomme est causée par des
infections pulmonaires avec un taux de mortalité d’environ 30%, les sepsis digestifs quant a

eux représentent environ un tiers des sepsis pour une mortalité un peu moindre (440).
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V. Perspectives

Les arguments cliniques et expérimentaux s’accumulent en faveur du développement de sepsis
lors d’affections abdominales aigiies chez le cheval. Cependant beaucoup reste encore a
comprendre. Les pathogénes impliqués dans ce cas de figure sont encore trés meconnus. Nous
n’avons malheureusement pas pu réaliser une étude bactériologique chez les chevaux de notre
cohorte mais un dosage d’endotoxine et d’acide ribonucléique ribosomal bactérien 16S seront
effectués et complétés par un profilage génétique des souches retrouvées. Une étude compléte
des portes d’entrée de sepsis chez le cheval ainsi que la détermination des souches bactériennes
et leur profil de résistance permettrait une grande avancée pour la médecine équine tant ce
domaine s’est prouvé essentiel en médecine humaine. Les données récoltées pourraient
notamment étre la base de recommandations en termes de thérapie antibiotique dans le but de
lutter contre 1’antibiorésistance et améliorer le pronostic des chevaux septiques.

Les scores de défaillance organique méritent d’étre améliorés et validés sur des études
multicentriques a grande échelle pour assurer de leur valeur diagnostique et pronostique.

La réponse immunitaire du cheval au cours du sepsis devrait étre investiguée plus en
profondeur. Nous allons compléter nos données par le dosage de marqueurs de 1’inflammation
comme la SAA, mais une étude des altérations des cellules de I’immunité et de la cinétique de
la production de cytokines serait a envisager.

Les conséquences a long terme du sepsis chez le cheval sont totalement inconnues. Le suivi
médical et sportif d’une cohorte de survivants pourrait répondre a la question de I’existence de
séquelles chez ces animaux. Associer une telle étude a 1’élaboration de tests comportementaux
équivalents a ceux utilisés chez la souris permettrait d’améliorer notre compréhension du

fonctionnement du systéme nerveux equin et de ses dysfonctionnements.

Les premiers résultats sur la réactivité microgliale incitent a explorer le niveau et la modulation
de la neuro-inflammation au cours du sepsis chez le cheval. La variation marquée de TNFa
obtenue dans la cohorte incite a explorer les voies de nécrose et d’apoptose neuronale dans les
différentes régions de 1’encéphale, en particulier dans les zones ou la microglie a présenté une
réactivité. L’analyse morphologique utilisée pour la cellule microgliale est en cours de
transposition sur un autre effecteur cellulaire participant aux voies de la neuro-inflammation :
I’astrocyte. Le multiplex équin pourrait également étre utilisé pour doser les cytokines et

chémokines dans certaines régions encéphaliques, et corréler des signes de morphologie de
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neuro-inflammation a une production locale effectrice de médiateurs de I’inflammation. Les
modifications morphologiques des cellules microgliales doivent également étre précisées peut-
étre avec d’autres outils comme le logiciel Acapella® (Perkin Elmer) pour la quantification de
parametres comme la surface cytoplasmique, le nombre de branches et de nceuds ou la
complexité des branches.

Il est malheureusement difficile de mettre en évidence une altération de la BHE dans notre
groupe septique, en raison de I’utilisation d’embupramide pour 1’euthanasie des animaux.
L’embupramide est un produit soluble au fort pouvoir nécrosant, susceptible entrainer une
alteration de la BHE.

Les dysfonctionnements neuronaux et 1’excitotoxicité sont plus difficiles a étudier sur des
prélévements post-mortem mais 1’utilisation du marqueur c-FOS ou le dosage sanguin des

acides aminés toxiques pourrait donner d’importantes informations.

Pour détecter les altérations du tissu musculaire, des investigations complémentaires sur le
fonctionnement cellulaire et les voies de signalisation activées par le sepsis seront nécessaires.
Les modifications du métabolisme protéique peuvent étre investiguées en étudiant le protéome
et le transcriptome des fibres musculaires.

Des modifications du métabolisme énergétique et des lésions mitochondriales sont également
précurseurs de dysfonctionnement a 1’échelle du tissu. L’évaluation de la masse mitochondriale
peut se faire a I’aide de marqueur tels que TOM?22 et permettrait de compléter 1’analyse du
métabolisme musculaire. D’autres techniques comme la microscopie optique non linéaire pour
mettre en évidence I’auto-fluorescence du NADH, pourrait permettre 1’évaluation du
métabolisme oxydatif. De facon plus compléte il est possible de s’intéresser spécifiquement au
fonctionnement des différents complexes de la chaine respiratoire en étudiant ’activité
mitochondriale. Les altérations du métabolisme sont fortement liées au stress oxydatif qui peut
étre mesuré a travers 1’activité de I’iNOS ou le dosage de la nitration des protéines.

Les capacités de régénération du muscle sont aussi susceptibles d’étre impactées sans entrainer
de modifications morphologiques visibles. L’évaluation des cellules satellites dont le
fonctionnement est altéré par le sepsis dans les modeles murins et chez ’homme est aussi une
piste qui mérite d’étre investiguée. Les cellules satellites des chevaux de cette cohorte ont été

isolées et congelées pour permettre cette evaluation.
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CONCLUSION

La recherche sur le sepsis souffre a 1’heure actuelle d’un défaut de modélisation animale
susceptible de recréer I’ensemble de la physiopathologie complexe de cette affection, et
autorisant une transposition réussie des solutions thérapeutiques a I’homme.

Ce projet de recherche a permis de mettre en évidence une piste de modelisation
intéressante, ne faisant pas appel a une induction expérimentale du sepsis mais a 1’étude
d’une évolution spontanée de celui-ci lors d’un syndrome de douleur abdominal équin,
ayant un point de départ intestinal. Les investigations se sont concentrées sur les
modifications neuromusculaires induites lors de sepsis susceptibles de mener a des
séquelles.

Les modifications cliniques et cytokiniques ainsi que les signes d’activation microgliale
montrent la cohérence de ce modele avec les données de la littérature. Les altérations
musculaires et neurologiques restent a préciser pour rechercher les altérations plus fines qui
peuvent étre observées dans d’autres modeles. Mais on peut supposer que la diversité de ce
modele comme tous les modeles spontanés le rend beaucoup plus transposable a I’homme.
Ce travail, comme d’autres travaux récents, place 1’animal domestique en position de
modele pour une maladie humaine. Cette vision moderne de la recherche donne un nouveau
réle a la médecine vétérinaire et offre de nombreux avantages pour le développement

efficace d’une santé globale.
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Annexe 2 : Criteres cliniques du score gSOFA

Systeme/ Organe Parameétre

Systeme Respiratoire Fréguence respiratoire <22 mpm >22mpm

Systéme Nerveux Statut mental Normal Altéré

Systeme Cardiovasculaire | Pression Artérielle Systolique | <100 >100
(PAS) mmHg mmHg
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Systeme/ Organe

Annexe 3 : Score MODS SGI

Parametre

Systéme PaO2/FiO, >400 mmHg, <400 <300 <200
respiratoire FR Normale mmHg, mmHg mmHg
Anormale
Coagulation Plaquettes, >104 10%/uL, <104 <88 10°/uL, | <55 10%/uL,
Temps de <11,6 10%/pL, >13,6 >14,3
prothrombine >11,6
Systéme cTnl, <0.03 ng/mL, >0.03 >0.15 >0.25
cardiovasculaire >1.4 ng/mL, ng/mL, ng/mL,
SVI, mL/kg/min, <1,4 <1.2 <0.9
>56 ms mL/kg/min, | mL/kg/min, | mL/kg/min,
SDNN <56 ms <40 ms <26.7 ms
Foie Acides biliaires | <15 pumol/L | >15 pmol/L | >30 pmol/L | >50 pmol/L
Systéme nerveux Score de <12 >12 >18 >23
central/Attitude | comportement
Rein Creatinine <1,9 umol/L >1,9 >2,2 >3 umol/L
pmol/L pmol/L
Systéme CK, <343, >343, >643 >043,
musculo- Fourbure Absence Présence Présence
squelettique Grade | Grade 1l ou
>
Systéme Gastro- Reflux, <10 L/24h, >10 L/24h, | >36 L/24h | >50 L/24h
intestinal Distension Absence Présence
abdominale
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Annexe 4 : Score de défaillance multi-organique

utilisé dans notre étude

Systeme/ Organe

Parametre

Systéme FR Normale Anormale
respiratoire
Coagulation Plaquettes >104 10%/uL | <104 10%pL | <88 10°%/uL | <55 10%/uL
Systéme FC Normale Anormale
cardiovasculaire
Foie GGT Normale Anormale
Systeme nerveux = Modification Absence Présence
central/Attitude du
comportement
Rein Creatinine <1,9 umol/L | >1,9 umol/L >2,2 >3 umol/L
pmol/L
Systeme CK, <343, >343, >643 >043,
musculo- Fourbure Absence Présence Présence
squelettique Grade | Grade Il ou
>
Systéme Gastro- Reflux, <10 L/24h, >10 L/24h, >36 L/24h | >50 L/24h
intestinal Distension Absence Présence
abdominale
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Annexe 5 : Anticorps utilisés pour les marquages

histologiques

ANTIGENE

CIBLE

REFERENCE

DILLUTION

ANTICORPS PRIMAIRES

TYPE

Von DAKO A0082 1/300 anti-VWF humain | Lapin
Willebrand
Factor
Laminine Sigma L8271 clone LAM 1/500 lgG1 anti - | Souris
8 laminine humaine
Laminine SIGMA L9393 1/100 Polyclonal anti- Lapin
laminine humaine

Type 1 BA-D5 DSHB 1/100 lgG2b Souris

Type 2B BF-F3 DSHB 1/10 IgM Souris

Type 2A SC-71 DSHB 1/100 IgG1l Souris

Iba 1 PAS5-27436 1/1000 19G Lapin

ANTICORPS SECONDAIRES

IgG1 souris A21124 1/200 AF 568 Poulet

IgM souris A21042 1/200 AF 488 Poulet

IgG2b souris A21242 1/200 AF 647 Poulet

IgG lapin ABCAM ab175651 1/200 AF 405 Poulet

IgG lapin Invitrogen 1/200 AF 488 Poulet
IgG lapin Invirogen A21428 1/200 AF 555 Ane
IgG souris Pierce 1/200 DL 488 Ane
IgG souris Pierce 1/200 DL 550 Ane
IgG1 souris VECTOR BA-2000 1/200 Biotinylé Ane
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PREMONT Antoine

CONSEQUENCES NEURO-MUSCULAIRES DU SEPSIS DANS UN
MODELE SPONTANE EQUIN

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, le 14 décembre 2018

Le sepsis est toujours considéré comme une priorité de santé publique a cause de du
fort taux de mortalité en phase aigle et des séquelles au long terme. Bien que la prise en
charge ait progressé la physiopathologie des troubles neurologiques et musculaires associés
au sepsis reste mal comprise. C’est pourquoi les modéles murins sont remis en questions et
trouver un modeéle préclinique pertinent est un vrai défi. Dans cette étude nous nous
intéressons aux conséquences cérébrales et musculaires d’un syndrome abdominal aigu
(colique) chez le cheval comme model préclinique de sepsis.

Des échantillons de cerveaux, de muscle et de plasma ont été prélevés sur 15
chevaux euthanasiés des suites de coliques ayant présenté des signes de sepsis et sur 9
chevaux morts de cause non-infectieuse. L’inflammation systémique a été étudiée en dosant
les cytokines dans le plasma. L’activation microgliale a été caractérisée dans différentes
régions du cerveau. La structure et le métabolisme musculaire ont aussi été évalués.

Une défaillance multi-organique et de fortes concentrations plasmatiques de
cytokines pro et anti-inflammatoires ont été mises en évidence chez les chevaux septiques.
Une diminution de la surface microgliale rapportée a la surface totale du tissu a été identifiée
chez les chevaux septique dans le cortex frontal (6,3 vs 2,8 p=0,021) et occipital (10,6 vs 7,3
p=0,012) ainsi que dans le noyau caudé (12,6 vs 8 p=0,028), le mésencéphale (10,7 vs 6,8
p=0,004) et le cervelet (4,8 vs 3,5 p=0,04). Seule une augmentation significative du
pourcentage de fibres de petite taille a été observée chez les chevaux septiques (20 vs 10%
p=0,027) sans altération de la vascularisation ou du métabolisme musculaire.

Cette étude est la premiére de ce type dans ’espéce équine. Le modéle équin pourrait
apporter des informations pertinentes a appliquer a la médecine humaine.
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