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PARTIE I :
Le glycocalyx, déterminant essentiel de la physiologie

endothéliale.




1 Structure

Le glycocalyx est une couche d'hydrates de carbone située a la face la plus interne des cellules
endothéliales de 1'ensemble du réseau vasculaire. Il est arrimé a la surface de l'endothélium par
l'intermédiaire de protéoglycanes (PG) et de glycoprotéines. Ces différents composés sont maintenus
entre eux par un assemblage complexe de glycosaminoglycanes (GAG). L'épaisseur du glycocalyx
est estimée a 0,5 um pour les capillaires musculaires '*4 2-3 um pour les petites artéres > et a 4,5 pm
pour les carotides *®. Sa structure varie d'un site anatomique a I'autre reflétant I’adaptation des artéres
a leurs fonctions de conductance ou de résistance. Il existe également une variation de structure entre
la partie la plus luminale du glycocalyx riche en protéines solubles plasmatiques et la partie la plus

interne abritant des protéines membranaires.

1.1 Protéoglycanes (PQG) et glycosaminoglycanes (GAG)

Les PG représentent les constituants essentiels du glycocalyx, ils sont formés d'une protéine
core et d'une association de glycosaminoglycanes. Il en existe plusieurs types qui sont répertoriés
dans le tableau 1. La famille des syndécans est particulierement représentée avec 4 sous-classes
différentes dont la particularité réside dans leur ancrage transmembranaire avec une partie intra-
cytoplasmique capable de transmettre un signal. Le syndecan-1 est une protéine formée de 8§ domaines
lui permettant de fixer des GAG comme les chaines d'heparan sulfate (HS) et de chondroitine sulfate
(CS) sur son versant extracellulaire mais également le cytosquelette via un domaine intra-cytosolique
de liaison a I'actine. Ainsi cette molécule constitue I'un des ponts entre le glycocalyx et le
cytosquelette.

Les GAG sont quant a eux des polymeres linéaires de disaccharides qui possédent des zones
hypo ou au contraire hyper sulfatées qui constituent des domaines de liaison avec des protéines
circulantes.

A cejour, 5 GAG sont caractérisés (tableau 2), parmi lesquels I'heparan sulfate, le chondroitine
sulfate et 1’acide hyaluronique sont les plus représentés. L’acide hyaluronique est un long polymere
pauvre en sulfate pouvant atteindre 1000 kDa. Sa synthése est assurée par trois types de hyaluronan
synthase qui sécrétent des chaines d'acide hyaluronique de longueurs différentes.3%7-120:122.146 {jpe
fois synthétis¢, 1’acide hyaluronique se fixe a la membrane cellulaire endothéliale via le CD44, une

protéine transmembranaire reliée au cytosquelette.



Core protem Core protein size Number of Number of GAG-chains Type of GAG-chains Structural relation
group (kDa) subtypes linked linked to cell membrane
Syndecan 19-35 4 5 HS/CS Membrane-spanning
Glypican 5769 6 3 HS/CS GPl-anchor

Perlecan 400 1 3 HS/CS Secreted

Versican 370 1 10-30 CS/DS Secreted

Decorin 40 1 1 CS/DS Secreted

Biglycan 40 1 2 CS/DS Secreted

Mimecan 35 1 2-3 KS Secreted

GAG Glycosaminoglycan, HS heparan sulfate, CS chondroitin sulfate, DS dermatan sulfate, KS keratan sulfate, GP/ glycosylphosphatidylinositol

Tableau 1 Caractéristiques des protéoglycanes

Table 2 Composition of the disaccharides of various glycosaminoglycan chains

Heparan sulfate Chondroitin sulfate Dermatan sulfate® Hyaluronan Keratan sulfate
Uronic acid GIcA(2S) 1doA(2S) GlcA GlcA TdoA(2S) GlcA Gal(6S)
Disaccharide link 154 133 1p3 133 1p4
Hexosamine GIeNAC(NS)(3S)6S) GalNAc4S* GalNAc6S* GalNAc(4S)(6S) GleNAc GleNAc(6S)
Polymerization link 134 154 134 134 133

Tableau 2: Composition des glycosaminoglycanes /%2

Soluble
Proteoglycan

{ Hyaluranic acid

Erythrocyte

‘. Proteoglycan

Endothehal Cells

Figure 1: Organisation schématique du glycocalyx endothéliale /%



1.2 Glycoprotéines

1.2.1Glycoproteines et adhésion cellulaire

Les principales glycoprotéines impliquées dans 1’adhésion cellulaire sont les sélectines, les

intégrines et la grande famille des immunoglobulines.
o Les sélectines

Les sélectines sont constituées d'un domaine cytoplasmique court, d'un domaine
transmembranaire et d'un long domaine extracellulaire. Celui-ci contient des motifs structuraux
répétitifs C (constant), un domaine de type EGF et un domaine de type lectine. Il existe 3 grands types
de sélectines, les P-sélectine, E-sélectine, et L-sélectine. Les P-sélectines sont synthétisées par les
cellules endothéliales puis stockées dans des vésicules intra-cytoplasmiques ou corps de Weibel-
Palade. Leur ligand PSGL-1 se trouve sur I’ensemble des leucocytes. Elles jouent donc un role
essentiel dans le rolling des leucocytes qui est le pré-requis indispensable a la migration de ceux-ci.
Les sélectines peuvent etre mobilisées tres rapidement en réponse au TNFa, au lipopolysaccharide, a
la thrombine, a la fraction C5a du complément et aux ionophores calciques.

o Les intégrines

Les intégrines sont des hétérodimeres formés de deux sous unités, alpha et béta lies de
maniére non covalente. Chaque chaine est formée d'un domaine intra-cytoplasmique, d'un domaine
transmembranaire et d'un domaine extracellulaire. Il existe 18 chaines alpha différentes, 8 chaines
béta et 20 hétérodimeres sont décrits a ce jour. Les intégrines ont un réle essentiel dans 1'agrégation
plaquettaire, 1'adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire et dans I'adhésion leucocytaire a la
cellule endothéliale via 1'hétérodimere a'V 3.

° La grande famille des immunoglobulines

Ces immunoglobuline sont composées d'un domaine intra-cytoplasmique, d'un domaine
transmembranaire et d'un nombre variable de types d’immunoglobulines développés en
extracellulaire. Les plus connues sont les intercellular adhesion molecule 1 and 2 (ICAM-1 and -2),
les vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), et le platelet/ endothelial cell adhesion molecule 1
(PECAM-1). Leur fonction est essentielle dans I’étape finale du homing : la diapédése leucocytaire.
Elles sont le ligand des intégrines situées sur les leucocytes et les plaquettes. ICAM-1,2 et PECAM -
1 ont une expression constitutive, alors que VCAM-1 a une expression inductible notamment sus

I’effet des cytokines pro inflammatoires.

1.2.2 Glycoprotéines impliquées dans la régulation de I'hémostase.
D'autres glycoprotéines du glycocalyx participent a la régulation de I'hémostase. La principale
est le complexe Gplb qui est composé de 8 sous-unités et qui permet la liaison de la cellule

endothéliale au facteur von willebrand '*® et participe ainsi a l'agrégation plaquettaire ainsi qu’ a



I’étape initiale de I’activation plaquettaire.

1.3 Protéines solubles.

De nombreuses protéines circulantes interagissent avec le glycocalyx permettant de stabiliser
la structure du glycocalyx par l'intermédiaire des interactions protéoglycanes membranaires-
protéines solubles-GAG. Plusieurs fonctions sont également régulées par ces interactions entre des
médiateurs solubles et les GAG comme par exemple :

e [’angiogenése, puisque des facteurs pro angiogéniques tels que le FGF peuvent se lier au
perlecan qui agit comme un récepteur de faible affinité permettant ensuite au FGF de se fixer

a son récepteur membranaire de haute affinité 50,

e l'inflammation avec notamment les chimiokines responsables de 1'attraction des leucocytes ®.

e I'hémostase puisque les GAG sont le support des sérines protéases et des serpines 2'.

2 Principales fonctions

Le glycocalyx du fait de sa position au contact de la circulation sanguine est une structure
dynamique s’adaptant aux différentes contraintes physico-chimiques. Ses principales fonctions sont

celles classiquement décrites pour 1’endothélium vasculaire.

2.1 Perméabilité vasculaire

Plusieurs équipes ont mis en évidence dans des modeles d’cedéme myocardique induits par
injection de hyaluronidase que 1’altération du glycocalyx était a I’origine d’un cedéme tissulaire. Le
glycocalyx joue un role fondamental dans la régulation de la perméabilité vasculaire par plusieurs
mécanismes. Tout d’abord, il semble que le glycocalyx délimite un espace pauvre en protéines grace
a son role de filtre. Ainsi en excluant les protéines, le glycocalyx génére une différence de pression
oncotique qui retiendrait I’eau dans le secteur intraluminale. '. De plus il existe une régulation directe
du glycocalyx sur le maintien de la cohésion entre les cellules endothéliales via une action sur les
jonctions serrées. A I’état basal, les cellules endothéliales ont une conformation qui est maintenue par
les filaments d’actine situés sous la membrane. Cet état est sous la dépendance de protéines telles que
la filamine, ’annexine 11, les protéines S100, et la voie AKT/Tiam1/RAC1 3912° Les filaments de
haut poids moléculaire d’acide hyaluronique augmentent 1I’expression de ces protéines stabilisatrices
du cytosquelette lorsqu’elles se lient au CD44 Egalement, les molécules d’acide hyaluronique de haut
poids moléculaire peuvent se lier a la sérine protéase HBPA2 (Hyaluronic Acid binding protein 2) et

inhiber son action déstabilisatrice du cytosquelette *8. De ce fait, lorsque le



glycocalyx est altéré et plus particulierement 1’acide hyaluronique sous 1’effet d’un stress oxydant,
une augmentation de la production de RhoA —GTP apparait. Celle-ci est responsable de I’activation
de la Rho kinase (ROCK) puis de la formation de fibres d'actine de stress et ainsi de la rupture de la

barriére endothéliale qui s’accompagne d’une majoration de la perméabilité membranaire.!?®

2.2 Adhésion, Rolling leucocytaire et modulation de l'inflammation

Parmi les étapes de l'inflammation conduisant les leucocytes a exercer leur action dans les
tissus, l'étape cruciale du passage du secteur vasculaire vers le secteur tissulaire est régulée par
l'endothélium. Ce phénomene est divisé en trois phases :

1. le rolling qui correspond au phénomeéne de ralentissement des leucocytes sur 1'endothélium.

Ce phénomene est sous la dépendance des sélectines.

2. l'adhésion forte qui est sous la dépendance des intégrines.

3. ladiapédese qui implique la grande famille des immunoglobulines.

La régulation de I'adhésion leucocytaire dépend de l'affinité des ligands a leurs récepteurs 2.
De plus, il est intéressant de noter que le glycocalyx joue probablement un role important dans la
régulation de cette adhésion. En effet, les GAG qui constituent le glycocalyx atteignent une épaisseur
variable comprise généralement entre 0,4 a 0,5 pm au niveau des veinules post capillaires '**. La
longueur des glycoprotéines responsables de l'adhésion leucocytaires atteignent 0,02um pour les
intégrines et 0,03-0,04 um pour les sélectines '3!. 11 est donc facile d'imaginer que les GAG forment
un véritable tapis protecteur limitant l'interaction entre ces molécules d'adhésions et leurs ligands
situés a la surface des leucocytes. Ces données ont été confirmées par plusieurs études qui ont
démontré que dans certaines situations cliniques (ischémie-reperfusion, choc septique) associées a la

dégradation du glycocalyx 1’adhésion leucocytaire étaient accrue (figure 2)
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Figure 2 :Role du glycocalyx dans la régulation de 1'adhésion leucocytaire®’



2.3 Protection contre le stress oxydant

Parmi les nombreuses protéines solubles exercant leurs fonctions via le glycocalyx, l'une
d'entre elles a un rdle privilégié dans la protection contre le stress oxydant. Il s'agit de la SOD et
notamment de son isoforme soluble EC-SOD (endothelial cell superoxyde dismutase). Cette protéine
se trouve a plus de 90% dans les tissus a des concentrations 20 fois supérieures au niveau des surfaces
cellulaires par rapport au plasma grace a son affinité particuliére pour I'heparan sulfate. 4°. La SOD

permet la dismutation de deux anions superoxyde en O2 et H202.

2.4 Perception du shear stress

L'une des propriétés des arteres et de pouvoir adapter leur diametre en fonction du flux sanguin
par la perception de la contrainte de cisaillement pariétale ou shear stress. Ce shear stress induit
l'activation de la voir PI3 kinase/AKT dans la cellule endothéliale. Puis la eNOS est phosphorylée ce
qui conduit a sa dimérisation sous forme active lui permettant de produire du monoxyde d'azote a
partir de L-arginine. Le NO va diffuser localement dans les cellules musculaires lisses et va provoquer
une activation de la GMPc a l'origine d'une relaxation des fibres musculaires et donc une
augmentation du diamétre du vaisseau. Il est maintenant bien établi que le mécano récepteur a
l'origine de la perception de ce shear stress est le glycocalyx lui-méme. Plusieurs équipes ont montré
que l'acide hyaluronique et I'heparan sulfate étaient les principaux GAG impliqués dans ce role de
mécano récepteur. En effet, la digestion enzymatique de certains GAG tels que 1’acide hyaluronique
ou I’heparan sulfate aboutit a la disparition de la production de NO en réponse au shear stress. En

revanche la dégradation du chondroitine sulfate n'altére pas la vasoréactivité médiée par le flux. '3’

2.5 Inhibition de la coagulation

Outre ses propriétés vasoactives, l'endothélium exerce un contrdle permanent de la
coagulation en maintenant notamment les phospholipides chargés positivement au contact du sang
circulant et en masquant les substances pro-coagulantes. Le glycocalyx joue un rdle important dans
cette inhibition. En effet, plusieurs protéines susceptibles de limiter la coagulation sont portées par le
glycocalyx 2! :

e [L’anti-thrombine dont le cofacteur physiologique est I'heparan sulfate inactive la
thrombine, ainsi que les facteurs X et IX activés

e [athrombomoduline qui se lie a la chondroitine sulfate permet de lier la thrombine et
de la rendre accessible a la protéine C.

e Le cofacteur II de I'héparine a également un role d'inactivation de la thrombine.

e Le TFPI qui est porté par I'heparan sulfate a pour rdle I'inactivation des facteurs VII et

X activés.



Ainsi il a été¢ montré dans une étude menée chez des volontaires sains que la destruction du glycocalyx
médiée par une hyperglycémie était associée a une activation de la coagulation augmentant le risque

thrombotique.'?”

3 Facteurs de destruction (shedding) du glycocalyx

3.1Stress oxydant

\

Le glycocalyx a été retrouvé altéré dans de nombreuses situations associées a un stress
oxydant accrue tel que le diabéte '3, I’hémodialyse !'°, I’ischémie-reperfusion >*. Un effet direct des
especes réactives de I’oxygeéne (ROS) sur la dégradation des GAG a pu étre mis en évidence dans une
étude effectuée sur des cellules en culture '°°. De méme I’effet néfaste de ces espéces radicalaires est

suggéré par le role protecteur d’agents captant les ROS comme la superoxyde dysmutase (SOD) ™

3.2 Shear stress

3.2.1 Conditions de flux laminaire :

L’¢équipe de Caro et al. a montré que les dépots d’athérome étaient plus fréquents dans les
zones ayant un faible « shear stress ». Les auteurs suggérent que cet effet protecteur est médié par le
glycocalyx puisque celui-ci a pour réle de percevoir ce « shear stress » et de stimuler la production
de NO dont le role anti athérothrombotique est connu °. De plus, Wang et al. ont mis en évidence sur
des arteres de rats que I'épaisseur du glycocalyx était plus importante dans les zones exposées a un

t55

flux important *°. De méme I'équipe d'Arisaka a montré que l'exposition de cellules endothéliales

aortiques de porc a un flux laminaire entrainait une production accrue de GAG et de protéoglycanes
6

3.2.2 Condition de flux dégradés
En condition de flux dégrad¢, I'épaisseur du glycocalyx diminue dans les parois artérielles.
Les artéres exposées a ces conditions circulatoires développent préférentiellement des lésions d'
athérome °. Ainsi, il semblerait que le stress pariétal entraine, en association a des agressions pro-
athérogenes (hyperglycémie, inflammation chronique), une destruction du glycocalyx et de ce fait, le

développement de Iésions athéromateuses >°.



3.3 Rdle des métallo-protéases (MMP)

Les principales protéines responsables de la digestion enzymatique des GAG appartiendraient
a la famille des MMP. 1l s’agit d’une grande famille de protéases formées autour d'atomes de zinc qui
jouent un réle dans le remodelage du tissu normal au cours de la croissance des os, la cicatrisation, la
reproduction, mais aussi le développement des cancers, de l'inflammation et des maladies
cardiovasculaires. Les MMP peuvent étre stockées a l'intérieur de vésicules dans I'endothélium sous
forme de précurseurs inactifs et sécrétées rapidement sous l'action d'un stimulus. Il a ét¢ montré que
MMP -7, avait une forte affinité pour I'héparan sulfate et que les MMP -2, MMP- 7, MMP-9 étaient
capables de cliver directement le chondroitine sulfate 3. En outre, MMP- 1 peut également cliver
I'héparan-sulfate et le syndécan-1 *2. Actuellement, un intérét particulier est porté sur la sphingosine-
I-phosphate (S1P). En effet, cette protéine peut se lier a un récepteur membranaire le SIPR qui
protégerait le glycocalyx via I’inhibition des MMP.!* (figure 3). Enfin, une étude récente a également

montré un effet protecteur de la doxycycline sur le glycocalyx via 1’inhibition des MMP*?

/‘\chtive MMPs
. MMP-9,

~ MMP-13

Figure 3 : Inhibition des métalloprotéases via I'interaction SIP-S1P177
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4 Thérapeutiques ciblant le glycocalyx

4.1 Administration de GAG : exemple du sulodexide

Le sulodexide est une molécule formée de 2 GAG, le dermatan sulfate 20% et 'heparan sulfate
80% issus de la muqueuse de porc. Ce traitement peut étre administré par voie veineuse ou par voie
orale ou il a ’avantage contrairement aux héparines d’étre absorbée sans étre détruit. Le sulodexide
exerce principalement un effet anticoagulant via l'inhibition des facteurs X et II. Son mécanisme
d’action repose sur l'activation de l'antithrombine via I'heparan sulfate et du cofacteur II de I'heparine
via le dermatan sulfate. Les tests de coagulation sont donc modifiés avec un allongement du temps
de thrombine et du temps de prothrombine. Le sulodexide exerce également une action sur la voie
extrinséque de la coagulation en inhibant l'expression du facteur tissulaire in vitro et in vivo 2. Outre
son effet sur la coagulation, le sulodexide a un effet bénéfique direct sur le glycocalyx endothélial 2>
probablement par I’intermédiaire d’un effet anti inflammatoire et d’une inhibition des MMP 9 %,
Ainsi des essais cliniques rapportent un intérét possible de cette molécule dans des pathologies
vasculaires chroniques ou l'altération du glycocalyx joue un role crucial comme dans la maladie
)3

athéromateuse (artériopathie des membres inférieurs) °°, ou dans 1'évolution de la protéinurie dans la

néphropathie diabétique *°.

4.2 Administration d’anti thrombine

L’anti thrombine pourrait avoir un intérét dans la protection du glycocalyx via sa liaison a
I’heparan sulfate en augmentant la production de prostacycline qui a un effet inhibiteur de
I’agrégation plaquettaire et anti inflammatoire. De plus, 1’anti thrombine est capable de cliver la
thrombine, la plasmine, la protéase 3 et I’¢lastase protégeant ainsi les protéines du glycocalyx de
I’action protéolytique de ces enzymes. L’ensemble de ces effets a été mis en évidence dans des
modeles animaux d’ischémie-reperfusion cardiaque (figure 4) et d’inflammation induit par

I’administration de TNF-alpha.*),(45).
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A Vascular lumen.‘

/ Glycocalyx -

Endotheliakcell -

Glycocalyx

Endothelial cell

Figure 4 : Glycocalyx en microcopie €électronique sur des coronaire de hamster

A. Condition normale ; B. Apres ischémie reperfusion (I/R), C. I/R et pré-traitement par de
I’antithrombine **
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4.3 Lutte contre I’inflammation :

Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans I’activation endothéliale en
induisant entre autre la destruction du glycocalyx. L’administration d’un traitement anti-TNFa
comme I’Etanercept (récepteur soluble du TNFa) a prouvé apres injection de LPS chez des sujets
sains, un effet protecteur endothélial comparativement a un placebo ',

Egalement, les corticostéroides, ont montré un effet protecteur sur le glycocalyx '* notamment dans
un modéle d’ischémie reperfusion cardiaque 3!. Cet effet serait médié par une inhibition des

mastocytes qui relarguent classiquement de nombreuses substances agressives pour I’endothélium

telles que les héparanases et I’histamine.

4.4 Albumine.

Les phénomeénes d’hyperperméabilité capillaire dans des situations de réanimation ont conduit
les praticiens a utiliser différents solutés de remplissages dont I’albumine. Bien que n’ayant pas fait
ses preuves dans des études cliniques, il semblerait que I’albumine ait un effet protecteur sur la

fonction endothéliale et sur le glycocalyx 6.

5 Techniques d'évaluation du glycocalyx

5.1 In vitro
5.1.1 Microscopie €lectronique a transmission :

La premiére visualisation du glycocalyx date de 1966 grace a l'utilisation d'un microscope
¢lectronique a transmission. La limite principale était la fragilité¢ du glycocalyx qui supportait mal la
préparation. Ainsi, il était estimé a 20 nanomeétres dans les capillaires a 1'aide d'une sonde au
ruthénium rouge. Plus récemment van den Berg et al. I'ont mesuré entre 200 et 500 nanométres dans

des capillaires cardiaques a I'aide d'une coloration au bleu Alcian 8GX'°.

5.1.2 Dosage sérique des composés du glycocalyx.

I1 est possible de doser différents composés du glycocalyx dans le plasma des sujets comme
le syndecan-1, I’acide hyaluronique ou I’heparan sulfate. L’élévation des taux sériques des
constituants principaux du glycocalyx est un reflet indirect de sa dégradation. De facon similaire, le
dosage des enzymes responsables de sa dégradation, comme la hyaluronidase ou 1’héparanase permet
de renseigner de 1’état du glycocalyx. Ainsi Nieuwdorp a montré qu’une épreuve d’hyperglycémie
¢tait a l'origine d’une diminution du volume du glycocalyx mais également d’une élévation de la
hyaluronidase et de 1’acide hyaluronique ''* La plupart de ces dosages sont disponibles dans des

trousses commerciales sous forme de test ELISA.
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5.2 Invivo
5.2.1 Microscopie intravitale :

La visualisation de la paroi vasculaire d'un organe comme le mésentere ou le muscle crémaster
peut se faire par trans-illumination a l'aide d'un microscope qui permet de mettre en évidence la paroi
vasculaire mais aussi le contenu qui apparait en noir. Ainsi Vink et a/. ont montré qu’il existait un
espace entre la paroi et la zone circulante des vaisseaux. Cet espace ou gap correspond au glycocalyx.
(figure 5)'*2. De méme, il est possible d'opacifier la partie luminale du vaisseau par l'injection d'un
fluorochrome couplé a une molécule de haut poids moléculaire qui ne diffuse donc pas au travers du
glycocalyx et ainsi de suivre son évolution au cours du temps.

Enfin, dans les capillaires de moins de 10 um, la rigidité élevée de la paroi des globules blancs permet
d’aplatir le glycocalyx.!** Il est donc possible d'estimer 1'épaisseur du glycocalyx en mesurant la
différence d'épaisseur de la lumicre vasculaire avant et apres le passage d'un leucocyte et de diviser

cette valeur par 2.

5.2.2 Estimation du volume total.

L’estimation du volume total du glycocalyx peut étre faite en déduisant le volume plasmatique
au volume intravasculaire total. Le volume plasmatique est lui-méme calculé par la formule suivante
: volume circulant plasmatique = [(1-Hématocrite) x Volume érythrocytaire total]/Hématocrite. Le
volume érythrocytaire total correspond a la masse sanguine qui se mesure aprés marquage des
érythrocytes autologues par de la fluorescéine et qui sont réinjectés au patient. Les dosages successifs
des érythrocytes marqués en cytométrie de flux permettent d’estimer le volume total des érythrocytes.
Le volume intravasculaire total comprenant la zone circulante et le glycocalyx est mesuré par
I’injection de dextran 40kDa marqué au FITC qui est une molécule de petite taille diffusible dans le
glycocalyx. Les dosages successifs permettent d’évaluer le volume de diffusion de cette molécule.

(1,51,52 144,
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Figure 5 : Visualisation du gap par microscopie électronique’#’

RBC : red blood cell, EC endothelial cell

Figure 6: Microcopie intra vitale

A: Mesure du diameétre du vaisseau en 1’absence de fluorochrome ; B. visualisation de la lumiére du
vaisseau aprés injection de FITC-dextran de haut poids moléculaire /#/
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Partie 11
Nouvelle technique d’exploration de la

microcirculation : le Microscan®.
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1 Principe physique:

La technique Sidestream dark field (SDF) permet de visualiser le flux microcirculatoire a la
surface des muqueuses au moyen d’une caméra équipée de diodes €mettant une lumicre verte
stroboscopique (Microscan®, MicroVisionMedical, Amsterdam, Pays Bas) (Figure 7). Il s’agit d’une
évolution de la technologie d’imagerie par Spectroscopie Orthogonale Polarisée (OPS). Ces deux
méthodes d’imagerie reposent sur la possibilit¢ de rendre translucide un organe superficiel en
I’exposant a une lumiére adaptée qui sera réfléchie par les structures tissulaires. Dans la technologie
SDF, 6 diodes ¢électro-luminescentes (LED) projettent une lumiére de longueur d’onde unique a 530
nm qui a la particularité¢ d’étre absorbée par I’hémoglobine érythrocytaire (figure 8). Les autres
structures absorbent cette lumicre. Des capteurs CCD réceptionnent la lumiere réfléchie ce qui permet
d’obtenir une image en négatif des globules rouges en mouvement, qui contrastent fortement avec le
fond blanc de I’image. Seuls les tissus recouverts d’une fine couche épithéliale sont accessibles a
I’imagerie SDF, comme les muqueuses qui tapissent la cavité buccale et la face inférieure de la langue.
La profondeur de pénétration de la lumicre est d'environ 500 um. La muqueuse buccale présente un
intérét supplémentaire dans la mesure ou elle a la méme origine embryologique que le péritoine ainsi
plusieurs auteurs pensent qu'au méme titre que la rétine est le reflet de la circulation cérébrale, la

muqueuse sublinguale serait le reflet de la circulation intra-abdominale 4,7
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Figure 7: Microscan®

A B

SDF DEVICE MONITOR FOCUS MODULATION

CCD chip

Reflection~

Lens system
Scattering

sorption
Depth of focus

Figure 8: Principe physique du microscan : A. émission d'une lumicre de 530nanom verte réfléchie
par I'hémoglobine. B. systéme optique de mise au point permettant d'explorer une profondeur de
0.5mm .*
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2 Principales utilisations

2.1 Etude de la microcirculation sublinguale

Le choc septique est une pathologie complexe pour laquelle il a ét¢ mis en évidence que les
altérations de la microcirculation étaient essentielles. En effet, dans cette pathologie il est possible
d’observer 1’apparition de dysfonctions d’organes alors méme que les parametres hémodynamiques
ont été stabilisés. A partir de ce constat, est apparu le concept de dysfonction microcirculatoire et par
conséquent de réanimation microcirculatoire. C’est en 2001 que de-Backer a montré qu’il existait une
altération de la microcirculation sublinguale visualisée de maniére non-invasive a 1’aide d’une caméra
OPS et que cette altération était prédictive d’un mauvais pronostic '°. Boerma a introduit la notion
d’hétérogénéité de perfusion comme élément essentiel de la physiopathologie du choc septique °.

Par la suite, des équipes se sont intéressées a 1’étude de la dysfonction microcirculatoire dans
d’autres pathologies telles que I’insuffisance cardiaque sévére ** le HELLP syndrome 3, ou encore
les effets des chimiothérapies dans le cadre du myélome '°'. De méme, plusieurs équipes se sont
intéressées a 1’é¢tude de la microcirculation sublinguale dans des pathologies ayant un tropisme
vasculaire fort telles que les AVC lacunaires . Les auteurs ont montré une altération significative de
la densité des capillaires et de la proportion de capillaires fonctionnels sublinguaux chez les patients
ayant un antécédent d’AVC lacunaire. Une étude a également été conduite chez des patients atteints
de drépanocytose, cette étude conduite sur 14 malades et 7 contrdles ne retrouvait pas de différence
entre la perfusion capillaire des patients pendant une crise vaso-occlusive (CVO) par rapport a leur
¢tat de base. toutefois dans cette étude, aucune précision concernant ni la localisation ni la gravité de
la CVO n’était rapportée ',

L’étude de la microcirculation a 1’aide du microscan permet de déterminer plusieurs indicateurs de
microcirculation :

Indicateurs de densité

Score de de Backer : il est calculé en délimitant I’image par une grille de 3 par 3 et en
dénombrant le nombre d’intersections entre les vaisseaux et la grille (figure 9). Le résultat obtenu est
rapporté a la longueur de la grille pour donner une valeur exprimée en nombre d’intersection par mm

Score TVD (total vascular density) : il est calculé en rapportant la somme de la longueur des

capillaires sur la surface de I’image.

Indicateurs de perfusion :

Ces indicateurs sont obtenus en attribuant une estimation semi quantitative de perfusion a chaque
capillaire. Le flux capillaire est gradé de la fagon suivante: 0= Absence de flux (No flow) ; 1= Flux

intermittent (Flow no flow) ; 2= Flux lent (Sluggish) et 3= Flux continu (Continuous). Chaque
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vaisseau se voit ainsi attribuer un score de flux, permettant de calculer les proportions respectives (en
pourcentage) de chaque type de flux dans une séquence donnée.

PPV (proportion of perfused vessels) : il s’agit de la proportion du vaisseau dans lequel le flux
est continu ou lent. En revanche un vaisseau est considéré comme non perfusé si le flux est nul ou
intermittent (absence de flux pendant plus de 50% du temps)

PVD (perfused vascular density) : il s’agit du produit de la TVD et de la PPV.

MFI (microvascular flow index): LE MFI évalue I’hétérogénéité de la perfusion sur un site
donné. Cet index a été validé par 1’équipe de Boerma au cours du choc septique 2°. L’image est divisée
en quatre quadrants, et chaque quadrant se voit attribuer, selon le méme systéme semi quantitatif, une
note de flux. La valeur de MFI est calculée en faisant la somme des notes des quadrants divisée par

quatre.

2.2 Estimation de I’épaisseur du glycocalyx

La visualisation des globules rouges permet d’estimer I’épaisseur du glycocalyx en utilisant
le méme principe que celui utilisé en microscopie intra vitale. En effet, il est possible de mesurer le
diameétre de la colonne de globule rouge avant et apres le passage d’un leucocyte qui apparait comme
une plage vide (blanche). La différence de diameétre divisée par 2 représente donc 1’épaisseur du
glycocalyx. Cette technique de mesure est bien corrélée avec la mesure du «gap» en microscopie intra
vitale avec opacification de la lumiére vasculaire cependant elle sous-estime de maniére systématique
le glycocalyx ',

Ainsi plusieurs équipes ont utilisés 1’imagerie SDF pour estimer 1’épaisseur du glycocalyx dans
diverses conditions pathologiques. Dans le diabéte de type 1, il a été montré qu’il existait une
altération du glycocalyx par rapport aux témoins et que cette atteinte €tait plus importante chez les
patients avec protéinurie ''>. Une autre équipe a montré que le glycocalyx était altéré chez les patients

qui avaient un antécédent d’AVC lacunaire par rapport a une population témoin *°.
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Figure 9 : Visualisation de la microcirculation sublinguale a 1'aide d'un Microscan®.

Epaisseur du glycocalyx = (diamétre avant passage GB - diamétre

apres passage de GB /2)
:___'.J . Colonne de __."—'—'—-'.
globules rouges e

¥ Parol vasculairs —

Codoanne de
— globules rougas
éargie
.56 um 9.31pm
Avant passage d'un leucocyte Apres passage d'un |eucocyte
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PARTIE II1

Utilisation du microscan en médecine interne
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Exemple 1 : Mesure du glycocalyx endothélial dans le

syndrome des antiphospholipides.

1 Introduction

1.1 SAPL : définitions

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une pathologie fréquente caractérisée par
l'association de manifestations cliniques thrombotiques (artérielles, veineuses) ou obstétricales et la
présence persistante, a au moins douze semaines d'intervalle, d'anticorps antiphospholipides (aPL)
103 11 s'accompagne également d'une athérosclérose accélérée responsable d'une incidence accrue
d'infarctus du myocarde, d’artériopathie périphérique et d'accident vasculaire cérébral. Ces
phénomeénes expliquent la morbi-mortalité cardiovasculaire élevée des patients atteints'*’. Le SAPL
peut étre isolé (primaire) ou associé (anciennement secondaire), s’intégrant a une pathologie auto-
immune comme le lupus érythémateux disséminé. Les aPL constituent une famille hétérogéne d'auto-
anticorps dirigés contre certains complexes phospholipides-protéines (anticardiolipine ou ACL) et/ou
contre des protéines plasmatiques liant ces phospholipides comme la béta2-glycoprotéine 1 (B2Gpl).
Ils sont détectés par des tests de coagulation (anticoagulant circulant ou ACC) ou par des tests

immunologiques (ACL et/ou anti-B2Gp1)'®.

1.2 SAPL et endothélium

Dans les conditions physiologiques, I'endothélium est un « organe » actif répondant a diverses
modifications de I'environnement et assurant différentes fonctions comme le controle de la
vasomotricité, le contrdle de la coagulation et le maintien de I'équilibre local entre les influences pro
et anti-inflammatoires. Dans des conditions pathologiques comme le sepsis, l'ischémie-reperfusion et
l'athérosclérose, une dysfonction endothéliale peut apparaitre. Cette dernicre est définie entre autre
par l'existence d'une altération des réponses vasomotrices.

Au plan expérimental 1'incubation ex-vivo d’aPL en présence de cellules endothéliales d'origine
humaine en culture a permis ''® de mettre en évidence l'existence d'une dysfonction endothéliale
caractérisée par l'apparition d'un phénotype pro-coagulant (surexpression du facteur tissulaire et
modulation du systéme protéine C/S) *° 73, pro-inflammatoire (élévation des taux d'IL6, d'IL-1 et de
TNFa''"” et pro-adhésif (élévation d’ICAM, VCAM et E-sélectine) '"°7!. Cette dysfonction
endothéliale peut expliquer la survenue clinique de thromboses et contribuer au développement de

I'athérosclérose. Récemment, il a été mis en évidence dans un modéle in- vivo murin de thrombose
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induite au laser, que I’injection d’anti-B2Gp1 a la souris potentialisait la formation du thrombus °.
Enfin, des études cliniques regroupant des formes primaires et secondaires de SAPL ont rapporté une

dysfonction endothéliale *°,3.

1.3 Endothélium structure et fonction

1.3.1 Structure et composition des vaisseaux :
L'intima est la partie la plus interne de 1'artére, elle est formée par 1'endothélium, une monocouche de
cellules mononuclées qui recouvre l'ensemble de l'arbre vasculaire. L’endothélium repose sur le sous-
endothélium qui est lui-méme en contact avec la limitante élastique interne. Les cellules endothéliales
sont orientées selon le flux sanguin et ont un rdle physiologique majeur représenté par 3 grandes
fonctions : 1’adaptation active du diametre vasculaire en réponse a des stimuli chimiques ou
physiques, la régulation de I'hémostase et enfin la contrdle de 1'inflammation en modulant I'adhésion

des leucocytes et ainsi leur passage du systéme circulatoire vers leurs sites actifs.

Limitante
élastique

élastique
externe

La média est la couche musculaire du vaisseau. Elle est formée de cellules musculaires lisses
et de matrice extracellulaire dont la composition varie en fonction du site étudié. En effet, les arteres
dites de conductances de plus gros calibre ont une concentration importante d’¢lastine qui leur confere
une fonction d'amortissement. A l'inverse, les artéres de résistances ont un tonus musculaire plus
important, la média y est plus riche en collagéne de type 3. Les cellules endothéliales produisent
localement des médiateurs chimiques dont le NO dont I’action permet le relachement du tonus des
fibres musculaires.

L'adventice est la couche la plus externe des vaisseaux. Elle est séparée de la média par la
limitante ¢élastique externe. Elle est composée d'un tissu fibro-¢lastique de soutien. Elle contient

¢galement des éléments vasculo-nerveux qui vont ensuite se ramifier dans la média.
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1.3.2 Dysfonction endothéliale

L’endothélium n’est pas une simple barriére anatomique. Il joue un role important dans un
grand nombre de régulations physiologiques. C’est une structure dynamique capable de répondre a
des contraintes physiques et a des stimulations autocrines ou paracrines résultant d'interactions avec
des cellules et des molécules circulantes. Cette capacité de I'endothélium a s'adapter aux conditions
physiologiques le rend également particulierement sensible aux modifications pathologiques. Il
constitue une premicre ligne de défense contre les agressions et posséde un role prédominant dans la
régulation de la coagulation, dans la modulation des réponses inflammatoires via la régulation de
I’adhérence et de ’activation des neutrophiles et des monocytes et surtout dans le contrdle du tonus

vasomoteur 03 T

activation de I’endothélium est considérée comme une réponse adaptative
normale dont la nature et la durée dépendent du type de stimulus. Chacune de ses activités est régulée
dans le temps et dans D’espace. Ce phénomeéne est connu sous le terme d’hétérogénéité de
I’endothélium ou diversité vasculaire.

La dysfonction endothéliale (DE) se caractérise par 1’incapacité de la cellule endothéliale a
maintenir ses fonctions physiologiques. Les mécanismes de la DE reposent essentiellement sur une
diminution de la biodisponibilité du monoxyde d'azote (NO). Le NO est le principal facteur vasoactif
libéré par I'endothélium. Cette diminution de la biodisponibilité du NO résulte d'un déséquilibre entre
sa production et sa dégradation. Une diminution de la production du NO peut étre secondaire a
différents phénomenes : une augmentation de synthése d’inhibiteurs endogeénes, comme la
) 34

diméthylarginine asymétrique (ADMA) °%, Une baisse de I’expression ou une altération des voies de

transduction des enzymes responsables de sa production (NO-synthase endothéliale) %7197,

une
diminution en substrat et/ou co-facteur (tétrahydrobioptérine) de ces enzymes *¢. Une augmentation
de la dégradation du NO peut étre provoquée par une production excessive d’especes radicalaires de
’oxygéne tel I’anion superoxyde 7, une diminution de la libération d'autres facteurs endothéliaux
vasodilatateurs dérivés de l'acide arachidonique notamment la prostacycline et les acides
époxyeicosatriénoiques '*!7. Enfin, une production accrue de facteurs vasoconstricteurs tels que la

prostaglandine H», le thromboxane Az, I’endothéline-1 (ET-1) et I’angiotensine II, peut également

"antagoniser" 1'action du NO.

Ainsi, la DE est a l'origine d’une altération des réponses vasomotrices mais également d'une
augmentation de I’adhésion des cellules inflammatoires (monocytes) et des plaquettes 7>. La
diminution du NO entraine une augmentation de 1’expression des molécules d’adhésion endothéliale
(ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine) en favorisant 1I’expression et I’activation de la voie du facteur de
transcription NF-kb par les espéces réactives de 1'oxygéne **. Une augmentation de ’adhésion des

plaquettes a I’endothélium vasculaire est également observée, menant a I’altération de ses propriétés
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anticoagulantes. La dysfonction endothéliale responsable d’une augmentation de la perméabilité
vasculaire, joue un role important dans les processus inflammatoires, les phases précoces du
développement de D’athérosclérose et les processus d’angiogenése !'’. Enfin, cette dysfonction
s'accompagne de 1ésions structurales responsables de la production de microparticules apoptotiques
d’origine endothéliale véhiculant des signaux inflammatoires et oxydatifs qui favorisent le

développement de 1'athérosclérose 12313,

2 Matériels et méthodes

2.1 Population

Les sujets inclus dans cette étude sont issus d'une cohorte de patients ayant participé a une
¢valuation vasculaire au sein de l'unité de pharmacologie clinique (Clinical Trial Registration

Information. URL: https://eudract.ema.europa.eu; numéro d’identification : RCB2010-A00708-31).

Les patients de cette cohorte ont été sélectionnés a partir de la file active de patients suivis
pour un SAPL dans le service de médecine interne au CHU de Rouen. Les principaux critéres
d'inclusions étaient un age supérieur a 18 ans et inférieur ou égal a 75 ans et avoir un SAPL artériel

primaire répondant aux critéres de classification de Sydney '%.

Les patients porteurs d'un SAPL non artériel ou secondaire, d'une maladie athéromateuse
symptomatique: (Infarctus du myocarde, angor, revascularisation coronarienne, accident vasculaire
cérébral constitué ou transitoire, artérite oblitérante des membres inférieurs.) d'une Insuffisance
cardiaque et/ou valvulopathie significative, d'une hypertension artérielle secondaire ou sévere (PAD
> 110 mm Hg et/ou PAS > 180 mm Hg), d'une fibrillation auriculaire, d'un diabéte diagnostiqué
cliniquement ou glycémie a jeun > 1,26 g/l d'une insuffisance rénale chronique sévere, d'une obésité

ou d'une grossesse en cours ont été exclus.
En plus des données démographiques, les parameétres colligés pour cette étude comprenaient:

- Des parameétres de fonction endothéliale avec notamment la mesure de la dilatation de

I’artére humérale en réponse a une épreuve d’hyperhémie induite par une ischémie
- Un dosage biologique des marqueurs de I’inflammation (TNF alpha).
- Une évaluation des parameétres d’hémostase avec le dosage du facteur tissulaire (FT).

- Une évaluation du niveau de stress oxydant en mesurant les nitrites plasmatiques et les

TBARS.

Parmi ces patients nous avons effectué une mesure directe de 1’épaisseur du glycocalyx chez 5

patients et 5 témoins déterminés au hasard et qui étaient disponibles.
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2.2 Evaluation du glycocalyx

2.2.1 Dosage des composés circulants

Le dosage des composés circulant du glycocalyx a été effectu¢ a partir du sérum de patients
issu de la sérotheque de I'¢tude princeps. Le syndecan-1 a été dosé a 1’aide d’un kit commercial
Syndecan (CD138) Human ELISA Kit abcam®, 1’acide hyaluronique a également ét¢ dosé a I’aide
d’un kit ELISA (Hyaluronan Quantikine ELISA Kit) R&D systems® les plaques ont ensuite été lues
par un lecteur ELx800 BIOTEK®.

2.2.2 Mesure de I’épaisseur du glycocalyx par Microscan®

La caméra permettant I’enregistrement de la microcirculation sublinguale est un microscan®
de la société Microvision Médicale (Pays Bas). Le Microscan® était connecté a un ordinateur portable
dédié aux explorations microcirculatoires (acer aspire) du service de médecine interne. L’acquisition
des images a ¢été effectuée grace au logiciel AVA 3.2 développé par Microvision médicale. Le
traitement des images a été effectué¢ avec le logiciel ImageJ 1.48c (wayne Rasband national institutes
of health, USA) et la mesure du glycocalyx a été effectué¢e a l'aide du plug-in « vessel width »

développé par Sasu Liuhanen et al. 3

Toutes les vidéos ont été enregistrées dans les mémes conditions par un seul opérateur pour
limiter les différences de mesures interindividuelles. Chaque sujet était en position assise au repos et
au calme dans une piéce a température ambiante contrdlée. La lancette stérile du microscan® a été
placée a environ 90° sous la langue en limitant la pression aprés que la salive ait ét¢ absorbée par une
compresse stérile pour améliorer la qualité de 1'image. La mise au point était effectuée manuellement

11 Cinq passages de

avant de débuter un enregistrement de 20 secondes comme recommandée
leucocytes ont été enregistrés pour chaque patient sur des sites différents conformément aux
recommandations d’utilisation. Les vidéos ont été stabilisées a 1'aide du logiciel AVA 3.2 et seules les
séquences de meilleures qualités ont été retenues. Ces séquences ont été enregistrées au format AVI
puis ouvertes avec le logiciel image J. Le principe de mesure repose sur la mesure de la colonne de

globule rouge avant et apres le passage d'un leucocyte.
Nous avons utilisé deux techniques de mesures différentes

- Une mesure dite manuelle : le capillaire dans lequel passe un leucocyte est identifi¢ par un
astérisque. On effectue ensuite un grossissent numérique *600. Une mesure du diametre est effectu¢e

avant le passage du globule blanc puis au méme endroit juste aprés le passage de celui-ci.

- Une mesure semi-automatique : chaque capillaire était identifié. Le programme estimait

alors les limites du vaisseau en fonction des différences de contraste puis il mesurait la distance
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maximale entre les 2 lignes tracées. Cette opération était effectuée avant et apres le passage d'un
leucocyte. Pour obtenir des résultats reproductibles et proches du diameétre réel du vaisseau, un angle

maximum de 5° entre les deux lignes tracées a été retenu.
2.2.3  Choix du capillaire et du leucocyte d'intérét

Les leucocytes apparaissaient comme une zone claire au sein de la colonne sombre de globules
rouges. Les mesures ont ét¢ effectuées 1 seconde (soit 25 frames) environ apres le passage d'un autre
leucocyte pour permettre au glycocalyx de se « ré-expandre ». Les capillaires choisis ont un diametre

d'environ 7-12pm.
2.2.4 Statistiques

Les statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 5®. Pour les comparaisons de
moyennes, un test t de Student a été utilisé. Les variables quantitatives ont ét¢ comparées a 1’aide du
test de Fischer avec un P considéré comme significatif pour des valeurs <a 0.05. Les corrélations ont

été effectuées avec un test de Spearman.

3 Résultats

3.1 Population

Les patients étaient au nombre de 32 dont 15 SAPL et 17 témoins. Les patients et les t€émoins
ne présentaient pas de différence significative concernant I’age, le sexe ou encore les principaux
facteurs de risque cardiovasculaires. Il était noté cependant une prévalence plus forte de
I’hypertension artérielle avec 40% de patients hypertendus dans le groupe de patients suivis pour

SAPL, sans toutefois atteindre le seuil de significativité.

Tous les patients inclus étaient atteints d’un SAPL artériel, la principale manifestation clinique
était cérébrovasculaire pour 9 d’entre eux, 2 patients avaient présenté un infarctus du myocarde. Les
autres manifestations thrombotiques étaient une thrombose aortique, une ischémie rétinienne, une
ischémie digitale et enfin un infarctus splénique. Au sein de cette population, un anticoagulant
circulant était retrouvé dans 7 cas, les anticardiolipines IgG ou IgM étaient présents chez
respectivement 12 et 11 patients. Enfin les anticorps anti f2Gp1 IgG et IgM étaient dépistés chez 3
malades. Dix patients avaient une simple positivité, 4 avaient une double positivité, un seul avait une

triple positivité.

Un traitement anticoagulant était prescrit chez 14 des 15 patients suivis pour un SAPL. La
moitié d’entre eux était traitée par des statines, 27% recevaient un IEC et 20% un antiagrégant

plaquettaire. Aucun patient ne recevait d’hydroxychloroquine.
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Une différence significative concernant les parametres d’inflammation (TNFa), de stress
oxydant (nitrites, TBARS) ou d’¢lévation du facteur tissulaire était observée entre les patients SAPL
et ceux du groupe controle. Une altération significative de la FMD chez les patients atteints de SAPL

comparativement aux controles était mesurée.

SAPL n=15 TEMOIN n=17 P
Données épidémiologiques
Sexe H % 47 30 0.46
age 46.3+/-16.6 41.5+/-12.0 0.38
Facteurs de risque
cardiovasculaires
IMC 24.6+/-3.5 23.5+/-2.5 0.35
tabac (%) 27 7 0.33
LDL (mmole/L) 3.03+/-0.9 3.2+/-0.6 0.63
HTA(%) 40 0 0.05
Diabete(%) 0 0
Traitements associés
statine 533 0 <0.01
AAP 20 0 0.25
AVK 93 0 <0.01
IEC 27 0 0.12
Marqueurs d’athérosclérose
précoce et de dysfonction
endothéliale
IMT carotidien 0.521+/-0.13 0.42+/-0.07 <0.01
FMD % 5.74+/-0.51 7.5+/-1.4 <0.01
TBARS 0.73+/-0.27 0.51+/-0.21 0.01
TNFa ng/L 2.0+/-1.07 1.41+/-0.60 0.04
Facteur tissulaire 81.74+/-30.61 63.41+/-36.27 0.09

Tableau 3: Caractéristiques de la population

Les valeurs quantitatives sont exprimées en moyenne +/- déviation standard. Les variables
qualitatives sont exprimées en pourcentage (%) ; Un degré de significativité (p< 0.05) a été retenu

3.2 Evaluation du glycocalyx par dosage des composés sériques.

3.2.1 Taux circulants de syndecan-1 et acide hyaluronique (figure 10).

Le syndecan-1 était mesuré a 39.3+19.5 ng/ml dans le groupe SAPL contre 19.1 + 13 ng/ml
dans le groupe témoin (p<0.01). Le taux d’acide hyaluronique était mesuré a 6.47 + 4.48ng/ml dans
le groupe SAPL contre 6.15 + 3.86 ng/ml dans le groupe témoin (p=0.84).

3.2.2 Corrélation entre les marqueurs circulants et les parameétres endothéliaux

Une corrélation significative entre les taux de syndecan-1 circulants et I’altération de la FMD
(p<0.01) et I’épaisseur intima média (p=0.01) a ét¢ mesurée. De méme, il existe une corrélation
significative avec le taux de facteur tissulaire sérique (p<0.01). En revanche aucune corrélation entre
ces parametres et les taux circulants d’acide hyaluronique n’a été objectivée, ni méme entre les taux
circulants de syndecan-1 et les taux de TNFa.
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Figure 10 : Taux sériques de syndecan-1 et d'acide hyaluronique chez les patients atteints de SAPL

et les témoins.
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Figure 11 : Corrélations entre les parameétres vasculaires et les composants du glycocalyx

3.2.3 Mesure de 1’épaisseur du glycocalyx dans un sous-groupe de 5 malades et 5

témoins (tableau 5).

L’¢épaisseur moyenne du glycocalyx était de 0.14+0.16 um dans le groupe SAPL et de
0.79+0.26 pm dans le groupe témoin en utilisant la technique de mesure semi-automatique (p <0.01).
En utilisant la technique de mesure manuelle, 1’épaisseur de glycocalyx était mesurée a 0.19+0.24

pum dans le groupe SAPL et a 0.78+0.18 um dans le groupe témoin (p = 0.002).

SAPL n=5 TEMOIN n=5 P
Moyenne + DS Moyenne +£DS
. manuelle 0.19+0.24 0.78+0.18 <0.01
épaisseur du semi
1 1 )
glycocalyx (pm) e 0.14+0.16 0.79+£0.26 <0.01

Tableau 4: Epaisseur du glycocalyx
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4 Discussion

Cette étude préliminaire est a notre connaissance la premiére a évaluer le glycocalyx au cours
du SAPL. 1l s’agit d’une nouvelle approche de I’exploration de 1’endothélium au cours du SAPL qui

fait suite a nos travaux cliniques et expérimentaux dans cette thématique.

L’altération du glycocalyx mise en évidence dans cette étude s’intégre parfaitement avec les
données actuelles démontrant I’existence d’une dysfonction endothéliale au cours du SAPL!!$13:32,
Ainsi, le glycocalyx pourrait en présence d’une ¢élévation du niveau de stress oxydant ou d’une
agression inflammatoire de I’endothélium perdre ses propriétés anti thrombotiques, anti adhésives
mais également son action de protection mécanique vis-a-vis des surfaces cellulaires endothéliales
permettant ainsi aux aPL de se fixer sur les membranes cellulaires. L’ensemble de ces modifications
conduirait a 1’activation des cellules endothéliales et a 1’activation d’une cascade de signalisation
intracellulaire aboutissant a la libération de médiateurs inflammatoires et a une augmentation de
I’expression du facteur tissulaire responsable de la survenue de thromboses.

Dans cette étude, 1’¢lévation du taux de syndecan-1 et la diminution de I’épaisseur du
glycocalyx sont des arguments forts de 1’altération du glycocalyx. En revanche nous n’avons pas
retrouvé d’augmentation du taux d’acide hyaluronique circulant avec des taux qui paraissent faibles
par rapport a ceux rapportés dans la littérature pour des malades diabétiques ou insuffisants rénaux.
Ce résultat est surprenant dans la mesure ou 1’¢lévation du taux sérique d’acide hyaluronique est un

témoin reconnu de stress endothélial que ce soit dans des modéles murins d’agression aigue®®,>’ ou

bien dans des situations chroniques!''’,8!. De plus, son role protecteur dans la progression de
I’athérosclérose est parfaitement établi puisque 1’inhibition pharmacologique de la production d’acide
hyaluronique est responsable dans un modéle murin d’une athérosclérose accélérée 2%, Or, nous avons
retrouvé dans notre cohorte comme décrit dans la littérature 32 la présence de signes d’athérosclérose
infra clinique (augmentation de 1’épaisseur intima média), et une altération de la fonction
endothéliale. L’une des explications plausibles serait la surreprésentation de patients SAPL traités au
long cours par des statines. L’effet de cette classe médicamenteuse sur le glycocalyx n’a pas été étudié,
en revanche il semble que parmi leurs effets pléiotropes, les statines interférent avec le métabolisme
de I’acide hyaluronique. En effet, les statines ont un effet inhibiteur des protéines Rho-A qui sont
I’une des voies de signalisation intracellulaire du récepteur CD44 de I’acide hyaluronique. Ainsi le
blocage de Rho-A bloque la formation de filaments d’actine de stress et la disjonction des cellules
endothéliales °),'?!. L’effet des statines sur le métabolisme et sur la transduction du signal

intracellulaire reste encore largement a découvrir.

Malgré I’effectif restreint, une corrélation significative entre les mesures de glycocalyx et
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celles de la FMD, marqueur reconnu comme étant a ce jour I’indicateur clinique le plus robuste de
dysfonction endothéliale a pu étre établie. Il est évidemment impossible de faire un lien de causalité
entre I’altération de la FMD et I’atteinte supposée du glycocalyx du fait des nombreux facteurs de
confusion pouvant biaiser notre étude. En revanche, ce résultat est concordant avec celui décrit de
maniere expérimentale par une équipe japonaise qui retrouvait que la production de NO en réponse a
une augmentation de flux sanguin dans une artére fémorale de chien était altérée apres destruction
enzymatique du glycocalyx % Egalement, une étude récente conduite sur une lignée de cellules
endothéliales déficientes pour le geéne codant pour le syndecan-1 retrouvait une absence
d’augmentation de I’expression de la NOS endothéliale (eNOS) lors de I’exposition a un flux
laminaire '*°. Cette derniére donnée est également concordante avec des travaux déja menés par notre
€quipe puisque nous retrouvions, dans un modele murin de SAPL, une diminution de I’expression de
la eNOS 1%,

Par ailleurs, les taux de syndecan-1 mesurés dans notre population étaient également corrélés
avec un parametre d’athérosclérose infra clinique, I’épaisseur intima média. Ce résultat est
concordant avec ceux d’une €étude portant sur des patients qui montrait également une corrélation
positive entre les composés circulants du glycocalyx et I’épaisseur intima média carotidienne des
patients 10,

Nos résultats mériteront d’étre bien évidemment confirmés dans une cohorte plus conséquente
mais également par des mesures des enzymes responsables de la dégradation du glycocalyx telles que
les héparanases. De méme, il sera indispensable de poursuivre la mesure du glycocalyx et d’effectuer
des mesures en aveugle avec plusieurs lectures par des intervenants différents afin de minimiser les
biais de mesure et d’interprétation.

Parmi les limites de cette étude, il est important de souligner le nombre important de patients
hypertendu dans le groupe SAPL. Cette différence est cohérente avec les données de la littérature
concernant le sur-risque de thrombose artérielle des patients souffrant d’HTA *->127 En revanche, il
n’existe a I’heure actuelle aucune donnée concernant le retentissement de I’hypertension artérielle sur
le glycocalyx endothélial. Nous ne pouvons donc pas exclure que I’HTA soit un facteur cofondant
dans cette étude, ce d’autant que 1’effectif est trop restreint pour réaliser des analyses avec ajustement

sur ce parametre.
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EXEMPLE 2 : Etude de la microcirculation sublinguale dans la

sclérodermie systémique

1 Introduction

1.1 Présentation générale et épidémiologie

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie auto-immune non spécifique d’organe
caractérisée par une vasculopathie atteignant les petits vaisseaux, par la présence d’auto-anticorps
spécifiques et par une dysfonction des fibroblastes responsable d’une production excessive de matrice
extracellulaire conduisant a la fibrose tissulaire puis a la dysfonction d’organe. Le pronostic de la ScS
dépend essentiellement du type des organes atteints, ainsi les atteintes rénales, pulmonaires et

vasculaires en font toute sa sévérité.

1.2 Classifications

La sclérodermie est une maladie rare et d’expression variable selon les individus atteints, ce
qui rend 1’établissement de critéres de classification difficile. Plusieurs classifications ont été
proposées afin de permettre d’homogénéiser les publications et de mettre en place des essais
thérapeutiques. La premicre classification date de 1981 publiée par I’ACR qui n’incluait pas les
patients avec une atteinte cutanée distale. Par la suite, Leroy en 1988 a proposé une classification
prenant en compte I’extension de la fibrose cutanée en individualisant la forme diffuse de la forme
limitée qui respecte la partie proximale des membres. En 2001, cette classification a été enrichie par
la notion d’atteinte débutante «early SSc» qui reposait sur la présence d’anomalies
capillaroscopiques, d’auto-anticorps spécifiques et d’un phénoméne de Raynaud %°. Cette
classification a été¢ validée en 2008 par koening qui retrouvait que dans ce groupe de patients
présentant une atteinte précoce, 79% d’entre eux développaient une sclérodermie confirmée dans les
15 ans 7®. Actuellement ces critéres ont une valeur diagnostique notamment pour le diagnostic
précoce.

Récemment ’ACR et ’EULAR ont proposé une nouvelle classification qui reprend les
principaux éléments clinques avec un poids particuliérement important pour la sclérose cutanée qui,
si elle s’étend au-dela des articulations métacarpo-phalangiennes de maniere bilatérale suffit pour
définir la sclérodermie ®2. On ne retrouve par contre pas la distinction des formes limitées et diffuses,
ni la notion de sclérodermie précoce. Cette classification a été validée sur un groupe de patients et

améliore les performances des précédentes classifications avec une sensibilité de 91 % et
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une spécificité de 92% contre 71% et 72% pour les anciens critéres. Cependant, il faut noter que les
patients qui répondaient a la définition de sclérodermie précoce selon les criteres de Leroy de 2001

n’atteignent pas le seuil permettant de retenir le diagnostic de SSc dans la nouvelle classification.

1.3 Physiopathologie

1.3.1 Atteintes micro vasculaires
L’atteinte vasculaire semble étre trés précoce dans 1I’histoire naturelle de la maladie comme
en témoigne I’existence d’un phénomene Raynaud précédant souvent de plusieurs années 1’apparition
d’un phénotype clinique évocateur. Elle peut étre mise en évidence dans 1’ensemble des organes
atteints (reins, poumons, cceur). L’organe le plus accessible est la peau au niveau de laquelle il est
possible de visualiser ces altérations a 1’aide d’un vidéocapillaroscope qui révele des altérations

architecturales et une raréfaction capillaire conduisant a une hypoxie tissulaire.

1.3.1.1 Altération de l’angiogénese et de la vasculogénese

L’angiogénése normale est un processus tres finement régulé par une balance entre des agents
pro-angiogéniques et des substances anti-angiogéniques. Les cellules endothéliales lorsqu’elles
recoivent un signal en faveur de I’angiogénése sécrétent des enzymes protéolytiques visant a détruite
la membrane basale ainsi que la matrice extracellulaire. Puis ces cellules activées migrent dans
I’espace péri vasculaire et s’y développent pour former un vaisseau primaire non fonctionnel. Vient
ensuite une étape de tubulation et de stabilisation par recrutement de péricytes. Plusieurs de ces étapes
semblent altérées chez les patients souffrant de sclérodermie . Ainsi il existe des taux anormalement
élevés d’endostatine qui est un puissant inhibiteur de I’angiogénése dans la peau des patients *°. Chez
les individus sains, 1’hypoxie tissulaire est un stimulus majeur qui active 1’angiogénése via
I’expression du facteur de transcription HIF1a. Celui-ci induit la transcription de grandes quantités
de VEGF qui tient un role central dans I’induction de I’angiogénése. De maniére contradictoire alors
qu’il existe dans la peau des patients sclérodermiques une hypoxie sévere, une élévation de la
transcription de HIFla et des taux circulants de VEGF ¢levés, I’angiogénese y est insuffisante.
Plusieurs hypothéses ont été émises :

(a) défaut de réponse des cellules endothéliales au VEGF soit en lien avec ’acquisition d’un
profil de résistance soit du fait de I’apparition d’anticorps anti-VEGF,

(b) le VEGF retrouvé en exces serait un variant issu d’un épissage alternatif, le VEGF165b
qui aurait des propriétés anti-angiogéniques *!,

(c) la balance entre les facteurs pro et anti-angiogéniques resterait défavorable malgré la

surexpression de VEGF *°.
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La vasculogénese est un mécanisme de création de nouveaux vaisseaux a partir de cellules
endothéliales progénitrices (EPC). Les EPC sont définies comme des cellules circulantes immatures
caractérisées par leur origine médullaire et leur tropisme pour les sites de néovascularisation. Leur
présence témoigne de la régénération vasculaire. Les progéniteurs sont capables de générer in vitro,
des colonies endothéliales a fort potentiel de prolifération et de participer a la croissance vasculaire
ou a la réparation de I’endothélium selon un processus de vasculogénése ®. La mise en circulation de
ces cellules est favorisée par des cytokines et des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF. Ce
processus de vasculogénése semble également étre altéré dans la sclérodermie systémique. Tout
d’abord, la diminution du nombre d’EPC circulantes semble corrélée avec la durée d’évolution de la
sclérodermie ainsi qu’avec des atteintes d’organes telles que I’atteinte cardiaque, 1’hypertension
artérielle pulmonaire et la raréfaction capillaire. Enfin, la durée de vie de ces progéniteurs est plus
faible du fait d’une apoptose induite par le sérum des patients suggérant un role des anticorps '>!. De

plus les EPC expriment de maniére constitutive le programme de mort favorisant 1’apoptose '%,.

1.3.1.2 Dysfonction endothéliale et peptides vasoactifs

La ScS s’associe également a une dysfonction endothéliale précoce comme en témoigne une
altération de la vasodilatation endothélium dépendante médiée par le flux et une corrélation entre
Ialtération de cette FMD et la gravité de Iatteinte capillaire en capillaroscopie ’®. Au plan biologique,
les molécules de la coagulation telles que le facteur Willebrand et la thrombomoduline ont également
été retrouvées augmentées au cours de la ScS ,!'*. Enfin, I'endothéline-1(ET-1) joue un role crucial
dans la pathogénie de la ScS. De nombreux travaux ont montré que les taux plasmatiques d’ET-1
¢taient élevés au cours de la ScS, qu'ils étaient corrélés au degré de sévérité de 1’atteinte vasculaire
périphérique et que ’ET-1 stimulait la production de matrice extracellulaire par les fibroblastes
constituant ainsi un des liens entre les anomalies vasculaires et pro-fibrotiques caractéristiques de la
ScS 9,135 Outre ses effets mitogenes, pro-fibrosants et vasoconstricteurs, 'ET-1 favorise 1'apoptose
des cellules endothéliales ®. L’utilisation de bloqueurs mixtes des récepteurs de I’ET1 s’est avérée
bénéfique dans I’hypertension artérielle pulmonaire li¢e a la maladie comme dans la prévention des
ulcéres cutanés bien que leur bénéfice dans la progression de la fibrose interstitielle pulmonaire reste

discuté ¢7,138

1.3.2 Une maladie auto-immune
1.3.2.1 Immunité humorale
La présence d’anticorps dirigés contre les antigénes du soi est connue depuis les années 1960
avec la découverte d’anticorps antinucléaire. Les cibles de ces anticorps sont variables en fonction du

type de sclérodermie. Leur recherche par immunofluorescence puis la recherche de leur spécificité
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par ELISA permet d’individualiser plusieurs anticorps

-Fluorescence mouchetée/homogene : anti Scl70 (anti-topoisomerase 1)

-Fluorescence centromere : protéine CEN A, CEN B

-Fluorescence nucléolaire : anti PM/Scl, anti polymérase I, II ou III, anti Th/To, anti
fibrallin/U3 ribonucleoprotein.

La pathogénicité de ces différents anticorps est peu connue. En revanche, ils ont un réle dans
le diagnostic puisque la présence d’anti scl70 ou d’anti centromere est fortement prédictive du
développement d’une sclérodermie systémique chez les malades atteints d’un phénoméne de
Raynaud 7°. Ces auto-anticorps ont également une prévalence différente selon que les patients sont

atteints d’une forme diffuse ou d’une forme limitée (figurel2)

Anti-Scl-70
Anti-RNAP
Anti-fibrillarin
Anti-U3-RNP

ACA
Anti-PM-Scl
Anti-Th/To
Anti-U1-RNP

Diffuse Cutaneous

Involvement Limited Cutaneous

Involvement
Figure 12 Type d’atteinte cutanée selon le profil des auto-anticorps %/

D’autres auto-anticorps ont été mis en évidence, parmi lesquels les anticorps anti-cellule
endothéliale (AECA) dont la prévalence varie de 22 a 86% selon les séries '%. Des associations entre
leur présence et des atteintes vasculaires périphériques et pulmonaires ont été observées 4.
Cependant, le role pathogene de ces anticorps reste encore a déterminer précisément en clinique
méme si les cibles antigéniques sont connues (topoisoémrase-1 et CENP-B) 312>, Néanmoins, des
travaux expérimentaux sur des lignées de cellules endothéliales ont démontré que l'incubation de ces
cellules en présence des AECA induisait une production importante des molécules d'adhésion ICAM-
1, VCAM-1 et sélectine E, ainsi que d'ET-1 26!“® expliquant en partie leur implication dans la
pathogénie de la ScS. De plus, les AECA induisent dans des modeles animaux de sclérodermie, une
apoptose des cellules endothéliales 126147,

Enfin, des anticorps dirigés contre les fibroblastes ont été¢ découverts et auraient un role dans
I’activation des fibroblastes et dans la production de cytokines pro inflammatoires et de molécules

d’adhésions. Récemment des anticorps dirigés contre le récepteur au PDGF ont ét¢ mis en évidence

dans le sérum de patients sclérodermiques, sans donnée spécifique quant a leur réle pathogene.
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1.4 Principales atteintes d’organe

Les principales atteintes cliniques de la sclérodermie sont résumées dans le tableau 6. Les
atteintes vasculaires primitives sont a distinguer des atteintes fibrosantes. Le phénoméne de Raynaud
est a individualiser car il s’agit d’une manifestation non spécifique de la sclérodermie, bien que
présent dans plus de 90% des cas. Souvent inaugural, il peut précéder I’ensemble des autres
manifestations cliniques de plusieurs années. Il s’agit d’un acrosyndrome paroxystique se manifestant
au froid et atteignant principalement les mains, parfois les pieds, le nez et les oreilles dans les formes
séveres. Le syndrome de Raynaud se reconnait cliniquement par ses trois phases, syncopale,

asphyxique et érythermalgique, la dernic¢re étant inconstante.

Atteinte d’organe Atteintes fibrosantes Atteintes vasculaires

Phénoméne de Raynaud,
Sclérodactylie, limitations de
Peau ischémies digitales,
I’ouverture buccale,

télangiectasies
RGO, troubles de la motilité Télangiectasies, ectasies
Tube digestif (pseudo occlusion troubles de la | gastriques vasculaires antrales
vidange gastrique) (GAVE)
Poumon Fibrose pulmonaire interstitielle | HTAP
Rein Crise rénale sclérodermique

Insuffisance cardiaque
Ceeur

diastolique

Tableau 5: Principales atteintes d'organes de la sclérodermie systémique
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1.5 Explorations microcirculatoires dans la sclérodermie

1.5.1 Capillaroscopie
La capillaroscopie s’est imposée comme un outil diagnostic depuis les années 60 avec la
description d’anomalies caractéristiques. Il aura cependant fallu attendre la classification de 2001,
pour voir apparaitre les anomalies capillaroscopiques comme critéres de classification de la maladie.
L‘équipe italienne de Cutolo s’est efforcée depuis les années 2000 a montrer qu’il existait plusieurs
stades d’altération de la capillaroscopie (figure 12) avec :
-Un stade dit «précoce» comprenant simplement des anomalies morphologiques des
capillaires sans raréfaction ni ramification témoignant d’un processus débutant.
-Un stade «actif» au sein duquel sont classés les malades ayant de nombreux méga
capillaires, des hémorragies mais sans raréfaction.
-Un stade «tardif» au sein duquel une raréfaction des capillaires jusqu’a la constitution
de plages désertes mais aussi des capillaires trés ramifiés sans dilatation ni hémorragie

témoignant d’un processus de néo-angiogenése réactionnelle sont observés %,

Cette méme équipe a démontré que le profil capillaroscopique était différent selon le type de

sclérodermie (limitée ou diffuse) et selon le type d’auto-anticorps présent. Ainsi, les patients porteurs
d’anticorps anti Scl70 ou atteints d’une forme diffuse auraient plus fréquemment un profil
capillaroscopique actif ou tardif, alors que ceux porteurs d’anticorps anti-centromere ou atteints d’une
forme limitée auraient plus souvent des formes précoces *’.
Par ailleurs, Sulli et a/. ont développé un score composite calculé a partir de la somme des évaluations
semi quantitatives de la densité capillaire, de la désorganisation et de la raréfaction capillaire. Ce
score semble corrélé avec la durée d’évolution de la maladie ainsi qu’avec 1’augmentation du score
de Rodnan et 1’épaisseur de la peau mesurée en échographie haute fréquence '34,1%2.

La capillaroscopie présente également un intérét pour la prédiction des atteintes d’organes. En
effet, la densité capillaire en capillaroscopie a été corrélée avec 1’importance de I’hypertension
artérielle pulmonaire . Parallélement, les patients au stade tardif ont un risque plus important de

développer des ulcéres digitaux que les patients au stade précoce (OR 5.74; 95% CI 2.08-15.89)*.
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Figure 13 : Exemples de capillaroscopie :

A stade précoce avec présence d’une densité capillaire normale, quelque dilatations d’anses
capillaires, B. phase active avec présence de nombreux mégacapillaires(*) d’hémorragies et une
densité peu diminuée C et D phases tardives avec importantes dystrophie, ramifications et
raréfaction capillaires.

1.5.2 Explorations fonctionnelles

Alors que la capillaroscopie permet d’explorer la morphologie des capillaires, il est également
possible d’estimer leur fonction a I’aide des techniques telles que le laser Doppler ou encore la
thermographie. Ces deux techniques permettent de distinguer avec justesse dans 72% des cas, les
patients atteints de maladie de Raynaud ou de sclérodermie systémique '°. Une étude récente a
montré une altération plus importante du flux enregistré en laser Doppler dans les sclérodermies en
phase tardive comparativement a celui enregistré dans les formes précoces '*3. Derniérement, une
nouvelle modalité d’exploration de la fonction endothéliale a vu le jour, elle repose sur le couplage
entre I’étude de la perfusion digitale par laser Doppler avec une technique d’administration
pharmacologique transcutanée, 1’iontophorése. Ainsi une équipe a montré qu’il était possible
d’étudier la vasoréactivité endothélium-dépendante et indépendante via 1’iontophorese
d’acétylcholine et de nitroprussiate de sodium au niveau des mains de patients atteints de

sclérodermie systémique *.

40



Figure 15 : Laser Doppler : (a) en haut un flux capillaire normal, en bas absence de flux capillaire
détectable

2 : Matériels et méthodes

2.1 Population

Les patients ont été inclus de maniere prospective et consécutive pendant une période 3 mois
de février a avril 2014. Tous les patients remplissaient les critéres de sclérodermie selon la
classification de LEROY .

Les témoins étaient des volontaires sains qui travaillaient dans le service de médecine interne.

2.2 Explorations microcirculatoires

2.2.1 Microcirculation sublinguale

La méthode d’acquisition suivait les recommandations d’un groupe d’expert parue en

41



2007'. L’enregistrement se déroulait chez des sujets au repos, en position assise. D’abord
I’examinateur appliquait une compresse sous la langue afin de retirer la salive, puis il appliquait la
lancette du microscan® sous la langue et effectuait une mise au point et une adaptation de luminosité.
Afin de réduire les artefacts de pression I’examinateur s’assurait que le flux enregistré dans les
veinules de gros calibres était homogene et continu.

La circulation dans la cavité buccale étant hétérogene, plusieurs enregistrements de 20 secondes ont
¢été réalisés afin de pouvoir sélectionner au moins 3 vidéos de bonne qualité prises dans des sites
différents. Ensuite les vidéos ont été traitées et analysées a 1’aide du logiciel AVA3.2 (Microvision
médical®) développé pour I’étude de la microcirculation sublinguale.

Premiérement la luminosité et le contraste ont ét¢ modifiés pour obtenir une image homogene et une
bonne visualisation des capillaires. Ensuite, des séquences de 10 a 20 secondes ont été stabilisées.
Pour chacune d’elles, I’examinateur a délimité les vaisseaux visibles sur un méme plan. Ce logiciel
permet de mesurer plusieurs indicateurs de fonction microcirculatoire comme recommandé dans la
conférence de consensus.

Le Score de de Backer et la mesure du score TVD (total vascular density) ont été évalués
comme indicateurs de densité capillaire. Le PPV (proportion of perfused vessels), le PVD et le MFI
(microvascular flow index) ont également ét¢é mesurés afin d’apporter des informations sur la
perfusion capillaire.

Afin de déterminer la reproductibilité intra observateur 12 vidéos choisies au hasard ont été analysées

une seconde fois ce qui a permis le calcul d’un coefficient de corrélation intra-classe.

2.2.2 Microcirculation digitale

L’acquisition des images péri unguéales a été effectuée a 1’aide d’un capillaroscope (Mediscope
Digital®) a immersion permettant un grossissement x200. Les patients étaient en position assise, les
mains reposant sur une surface plane apres application d’une huile de contact. Une image a été
enregistrée pour chaque doigt a I’exception des pouces comme décrit par 1’équipe italienne de Cutulo
3739, Les images ont été enregistrées a I’aide du logiciel OptiPix Capillaroscopy (Optilia medical®).
Puis celles-ci ont €té interprétées a 1’aide du logiciel de traitement d’image (imageJ). Pour chaque
image un score capillaroscopique a été calculé comme décrit précédemment. Ainsi 5 critéres étaient
évalués de manicre semi-quantitative a 1’aide d’une pondération allant de 0 a 3 (tableau 7). Ensuite,

les patients ont été classés en 3 « patterns » selon la répartition des anomalies.

v Précoce : densité capillaire normale ; quelques mégacapillaires ; peu d’hémorragies, pas de

désorganisation ni de ramification .
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v Actif : densité capillaire diminuée ; nombreux mégacapillaires et microhémorragies ;

désorganisation et ramifications faibles.

v Tardif : densité¢ diminuée ; peu ou pas de mégacapillaires et d’hémorragies ; désorganisation

importante et ramifications nombreuses.

densité (nombre de capillaire/mm) | >9 6;9 4;6 <4
méga capillaires (%du nombre total
de capillaires)

Hémorragies (%du nombre total de
capillaires)

Ramifications (%du nombre total
de capillaires)

Désorganisation (%du nombre total
de capillaires)

Tableau 6: Description du principe d'évaluation semi-quantitative de parametres morphologiques en

>66% 33%-66% | <33% nle

capillaroscopie.

3 Résultats :

3.1 Population

Entre février 2014 et mai 2014, 16 patients suivis pour une sclérodermie systémique au sein
du service de médecine interne du CHU de ROUEN ont été inclus. Pour la majorité d’entre eux, les
explorations ont été réalisées au cours d’une consultation systématique en dehors de tout événement
aigu. La durée moyenne des explorations était de I’ordre de 10 minutes. Un seul patient était
hospitalisé¢ pour une complication a type d’ulcére digital évolutif. Pendant cette période, 10 témoins
ont été inclus, il s’agissait de personnes travaillant dans le service de médecine interne.

Pour 3 des patients sclérodermiques, les vidéos enregistrées par le microscan® ¢taient de qualité
insuffisante pour évaluer la microcirculation.

Les caractéristiques démographiques des deux groupes de sujets étaient similaires (tableau 8).
Aucune différence en termes de facteurs de risque cardiovasculaires n’était notée entre les patients et
les témoins. Parmi les patients atteints de sclérodermie, une majorité avait une sclérodermie limitée
(87.5%) associée a la présence d’anticorps anti centroméres (56.25%). Parmi les atteintes d’organes,
I’atteinte de I’cesophage était la plus fréquente (93.5%) puis venait les antécédents d’ulceres digitaux
(56.5%). Un seul malade avait un ulcéere digital actif. Un inhibiteur calcique était prescrit chez 75%
des malades, alors que seulement deux patients (12.5%) recevaient un inhibiteur des récepteurs de

I’endothéline de type 1.
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Données Démographiques

Sex ratio H/F

Age

Histoire de la maladie
durée d'évolution
sclérodermie diffuse
sclérodermie limitée
maladie de Raynaud

Maladies associées

connectivites associées

HTA

diabéte
hypercholestérolémie
tabac

Autoanticorps

AAN

Scl 70

anti centromeres

autre auto AC

Atteintes d’organe
HTAP
antécédent d'ulcere digital

ulcere digital actif

atteinte digestive
atteinte cesophagienne

atteinte intestin gréle/estomac

atteinte rénale

atteinte parenchymateuse
pulmonaire

Traitements

inhibiteur calcique

antagoniste des récepteurs de
l'endothéline

immunosuppresseurs

ilomédine

Sclérodermie n =16

14/16

57.06+16.28

8.31+8.11
2(12.5%)
14(87.5%)

5(31.25%)
5(31.25%)

0
2(12.5%)
3(18.75%)

16(100%)
2(12.5%)
9(56.25%)
6(37.5%)

1(6.25%)
9(56.25%)
1(6.25%)

15(93.5%)
15(93.5%)

1(6.25%)

1(6.25%)

12(75%)
2(12.5%)

0
1(6.25%)

Témoins
n=10

5/5

48.4£16.55

2(25%)

0
1(10%)

1(11.1%)
0
1(10%)

Tableau 7: Caractéristiques de la population étudiée.

0.07

0.92

0.12

0.18

0.38
0.51
0.83

<0.01

<0.01



3.2 Résultats des explorations microcirculatoires (tableau 9)

Les données de capillaroscopie ont pu étre obtenues chez 13 patients, et chez 6 témoins. Le
score de densité capillaire dans le groupe ScS était en moyenne de 2.124+0.73, un seul patient avait un
score de 1 alors que 8 d’entre eux avaient un score compris entre 2 et 3. Le nombre de méga capillaire
retrouvé dans cette population était faible puisque 7 patients avaient un score compris entre 0 et 1,
trois patients étaient compris entre 1 et 2 et autant entre 2 et 3. Il en était de méme avec les hémorragies
puisque tous les patients avaient un score inférieur a 1. Une assez faible proportion de capillaires
ramifiés était observée puisque 10 patients avaient moins de 33% de capillaires ramifiés soir un score
inférieur a 1. Enfin, 8 patients avaient un score de désorganisation capillaire €élevé et quatre un score
inférieur a 1. Lorsque 1’on compare ces données avec celles de la population témoin, une différence
significative était retrouvée pour le score de densité et la désorganisation. Les autres anomalies

capillaroscopiques ne différaient pas entre les deux groupes.

. o Témoins
Sclérodermie n =16 n=10 p
Microcirculation sublinguale

de Backer 10.56+1.35 11.58+0.85 0.04
PVD 15.33£3.18 18.14+2.13 0.02
MFI 2.674+2.28 2.89+0.13 0.02

Capillaroscopie n=13 n=6
densité 2.12+0.73 0.79+0.26 <0.01
méga capillaires 0.88+0.92 0.00 0.13
hémorragies 0.25+0.33 0.05+0.01 0.34
ramifications 0.66+0.65 0 0.13
désorganisation 1.8140.95 0 <0.01

Tableau 8: Résultats de 1'analyse capillaroscopique et de la microcirculation sublinguale

3.3 Sous-groupes de sclérodermie

3.3.1 Comparaison forme active versus tardive (tableau 10).

Parmi les patients atteints de sclérodermie, 4 présentaient une forme active a la
capillaroscopie, 8 une forme tardive et un seul présentait une forme précoce. Il n’existait pas de
différence d’age, de durée d’évolution, ou de phénotype clinique entre les patients « actifs » et les
« tardifs ». En revanche, un score capillaroscopique significativement plus faible était calculé¢ dans

les formes tardives par rapport aux formes actives. Les autres critéres de microcirculation sublinguale
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n’étaient pas significativement différents.

ACTIVE n=4 TARDIVE n=8 P
Microscan
de Backer score 9.17+0.81 10.86+1.19 0.02
PVD  12.51£2.12 15.54+2.52 0.06
MFI 2.51+0.43 2.71+£0.22 0.3
Capillaroscopie
Densité 2.13+0.64 2.34+0.57 0.21
Méga capillaires  1.84+0.33 0.5+0.80 <0.01
Hémorragies 0.53+0.45 0.13+0.26 0.05
Ramifications =~ 0.28+0.125 0.9+0.73 0.13
Désorganisation 1.47+1.23 2.11+0.85 0.28

Tableau 9 : Caractéristiques des patients sclérodermiques selon leur profil capillaroscopique

3.3.2 Comparaison des groupes avec ou sans ulcére digital

Les patients avec ou sans antécédent d’ulcére digital ne présentaient pas de différences
significatives sur les caractéristiques cliniques ni sur les données de densité capillaire tant au niveau
de la microcirculation sublinguale que péri-unguéale. En revanche il existait une altération
significative du score de désorganisation a la capillaroscopie.
Prés de 90% des patients avec un antécédent d’ulcére digital recevaient un traitement spécifique
contre 71.42% pour les patients n’ayant jamais eu d’ulcere digital (p=0.55). Dans le groupe avec
antécédent d’ulcere il s’agissait dans 77.8% d’inhibiteurs calciques, dans 22.2% d’inhibiteurs de
I’endothéline de type 1 et dans un cas d’agoniste de la prostacycline. Parmi les sujets sans antécédent
d’ulcere digital, 5 étaient sous inhibiteurs calciques et aucun ne recevait d’inhibiteurs des récepteurs

de ’endothéline.

Ulcéres X
. . Ulceres
digitaux + . . _ P
_ digitaux -n=7
n=9
Microscan
de Backer score 10.67+1.45 10.43+1.30 0.74
TVD 17.54+2.14 17.18+2.88 0.77
PVD 15.46+3.10 15.15+3.52 0.85
MFI 2.61+£0.29 2.72+0.26 0.47
Capillaroscopie
Densité 2.41£0.55 1.85+0.72 0.14
Méga capillaires 0.80+0.86 0.97£1.06 0.74
Hémorragies 0.21+0.28 0.29+0.40 0.69
Ramifications 0.70+0.86 0.60+0.31 0.78
Désorganisation 2.41+0.33 1.10+£0.97 0.006

Tableau 10: Caractéristiques des patients sclérodermiques en fonction de 1'antécédent ulcere digital



3.4 Corrélations entre le score capillaroscopique et la microcirculation sublinguale (figure 15).

La comparaison entre le score capillaroscopique et la microcirculation sublinguale dans le
groupe des patients atteints de sclérodermie systémique permet d’objectiver une corrélation positive
entre le score de de BACKER et la densité capillaire (r>=0.36 ; p=0.03). De méme, une corrélation
significative entre la densité capillaire mesurée en capillaroscopie et la MFI (r>=0.46 ; p= 0.01) et
entre la densité capillaire et la PVD (r>=0.59, p=0.023) a été retrouvée.

Enfin, une corrélation positive entre la désorganisation des capillaires péri unguéaux et la PVD

(1?=0.36, p=0.031) était présente.

3.5 Corrélation intra observateur.

Le résultat de la corrélation intra-classe est rapporté dans le tableau 11

Coefficient de corrélation intra-classe | Intervalle de confiance IC95 %
de Backer 0.85 [0,59;095]
MFI 0.87 [0,52;096]
PVD 0.87 [0,64;096]

Tableau 11: Corrélation inter classe

4 ?=0.46
P=0.01

densité capillaire
e

densité capillaire
N
L

0 T T T 1 0 T T T 1
6 8 10 12 14 1.5 20 25 3.0 3.5

De BACKER score MFI
- r?=0.36
47 r?=0.59 4 0=0.031
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Figure 16 : Corrélations entre le score capillaroscopique et la microcirculation sublinguale
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3.5 Mesure de 1’épaisseur du glycocalyx par microscan (figure 16)

La mesure du glycocalyx par technique semi-automatique retrouve une épaisseur moyenne de 0.40

+0.21 um dans le groupe ScS contre 0.76+0.29 pm dans le groupe témoin (p<0.01).
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Figure 17 : Epaisseur du glycocalyx évalué par microscan.
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4 Discussion :

La sclérodermie est une pathologie caractérisée par une atteinte précoce de la
microcirculation. Ce travail a confirmé sur un petit effectif cette altération au niveau unguéal en
montrant une diminution de la densité de capillaires perfusés ainsi qu’une plus grande hétérogénéité
de la répartition des capillaires dans la population de patients sclérodermiques comparativement a un
groupe témoin. Par contre, cette étude préliminaire est la premiére a décrire les anomalies de la
microcirculation sublinguale qui ont été évaluées par une nouvelle technique d’imagerie de la
microcirculation. De plus, il a été possible de corréler certains paramétres capillaroscopiques a des
parametres d’atteinte sublinguale, confirmant, le continuum physiopathologique de la maladie. Cette
donnée va dans le sens des études actuelles qui suggerent que les altérations retrouvées par la
capillaroscopie sont le reflet d’une atteinte diffuse des capillaires de 1’organisme
Bien que d’effectif modeste, la population étudiée présentait des caractéristiques clinico-biologiques
proches de celles reconnues dans les études de cohorte de plus grande ampleur. En revanche, peu de
patients avaient des atteintes d’organes cibles comme I’HTAP ou une pneumopathie interstitielles
diffuse ce qui ne nous a pas permis d’étudier la corrélation entre ces atteintes et les altérations

microcirculatoires observées.

L’¢étude des sous-groupes en fonction de la capillaroscopie a montré des résultats inattendus.
Tout d’abord il était retrouvé une diminution de la densité de capillaires perfusés au niveau
sublinguale plus importante dans les formes actives que dans les formes dites tardives de
sclérodermies. De plus, bien qu’attendue, nous n’avons pas retrouvé de différence en terme de densité
capillaire a la capillaroscopie entre les patients actifs et les tardifs. L’une des explications est bien
¢videmment le faible effectif de I’étude puisqu’une tendance vers une densité plus faible de capillaire
dans le groupe tardif se dessine. Il est également possible que les patients du groupe tardif aient une
forme de sclérodermie peu sévere, ainsi certains patients qui avaient un profil capillaroscopique tardif
sur les données de désorganisation, 1’absence de mégacapillaire, avaient une densité capillaire
presque normale suggérant une néoangiogénese compensatrice. Ces patients au nombre de 3 avaient
un score moyen de densité de 1.72 et une durée d’évolution de la maladie supérieure a 5 ans, deux
d’entre eux avaient méme une sclérodermie diagnostiquée depuis plus de 15 ans. Cliniquement ces
patients avaient une forme limitée et une maladie complétement quiescente cliniquement. Cette
notion a déja était décrite notamment par 1’équipe de Sulli qui rapporte la possibilité d’une
amélioration du score capillaroscopique lors du suivi. Ainsi dans une population de 90 patients suivis
en moyenne 27 mois, 22 patients avaient une amélioration de leur score capillaroscopique, 15 avaient

une stabilisation, alors que les 53 autres patients s’aggravaient 4.
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Par ailleurs, I’analyse du sous-groupe « antécédents d’ulcére digital » n’a pas mis en évidence
de différences notables sur les données de la microcirculation sublinguale comparativement au groupe
indemne d’ulcere digital. En revanche, une désorganisation plus importante des capillaires péri
unguéaux avec une tendance a la diminution de densité capillaire était retrouvée chez les patients
ayant un antécédent d’ulcere digital. Ces données sont comparables a celles décrites précédemment
dans la littérature %%, En effet, les altérations capillaroscopiques sont décrites comme plus
importantes dans les groupes de patients aux antécédents d’ulcére digital et la présence de zones
avasculaires comme prédictive de la survenue de nouveaux ulcéres digitaux sur un suivi de 20 mois
3. Dans le méme esprit, une équipe a développé un score morphologique CSuRI (Capillaroscopic Skin
ulcer Risk Index) basé sur la capillaroscopie afin de prédire la survenue d’un nouvel ulcere digital
dans les 3 mois 2*.Ce score n’a cependant pas été validé de maniére prospective.

L’influence des thérapeutiques peut également expliquer les faibles différences entre les
groupes. En effet, il a été récemment rapporté que 1’utilisation du Bosentan permettait d’améliorer les
données de la capillaroscopie *°. Cette étude comparait de maniére longitudinale sur 3 ans un groupe
de 15 malades recevant des cures séquentielles d’ilomédine (agoniste de la prostacycline) et un
groupe de 15 autres traités par une association d’ilomédine et de Bosentan (antagoniste des récepteurs
de I’endothéline de type 1). Le groupe qui recevait la bithérapie était constitué a 73% de patients avec
un profil capillaroscopique tardif contre 33% dans le groupe traité uniquement par ilomédine. Bien
que cet essai soit non contr6lé, non randomisé et en ouvert, il suggere un effet bénéfique du bosentan

sur la néoangiogénése en capillaroscopie (augmentation de la densité capillaire et des ramifications).

Les corrélations entre les données de densités capillaires mesurées au niveau sublingual et au
niveau péri unguéale sont un des points importants de 1’étude qui témoignent encore une fois de la
diffusion de I’atteinte vasculaire de la maladie. Ainsi, de nombreuses études ont utilisé les données
de la capillaroscopie pour appréhender la diffusion de la maladie a d’autres organes. Ainsi dans une
¢tude menée sur 40 patients atteints de sclérodermie, la densité capillaire était associée a la présence
d’une HTAP de maniére fortement significative .

Il est licite de se poser la question de la 1égitimité de corréler deux techniques a priori différentes
explorant un lit capillaire dans deux zones différentes. Néanmoins, ces techniques visualisent la méme
structure de base qui est le capillaire perfusé. Preuve en est, une étude a retrouvé une quasi similitude
entre les deux techniques (capillaroscopie et caméra OPS, version antérieure du SDF) en terme de
quantification de la densité capillaire péri unguéale suggérant que les structures analysées étaient

identiques *°.
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Enfin, I’autre résultat majeur de cette étude concerne I’estimation de I’épaisseur du glycocalyx
démontrant pour la premicre fois qu’il existe une altération du glycocalyx au cours de la sclérodermie
systémique. Cette donnée nouvelle est cependant cohérente avec le fait que nous retrouvions une
altération microcirculatoire. En effet, cette altération est concordante avec les données
physiopathologiques de la ScS, puisque les atteintes vasculaires de la maladie atteignent en premier
lieu la micro vascularisation et sont a I’origine de multiples épisodes d’ischémie-reperfusion
conduisant a une ischémie tissulaire chronique et a un stress oxydant accru. Ces deux conditions
(127-129) sont reconnues comme étant a I’origine d’une dysfonction endothéliale **!*3. De plus la
biodisponibilité du NO est effondrée dans la ScS ce qui contribue a une dérégulation du tonus
vasculaire qui se manifeste cliniquement par le phénomeéne de Raynaud.'?. De maniére intéressante,
de nombreuses données soutiennent I’hypothese selon laquelle, le glycocalyx serait a I’origine de la
perception du shear stress conduisant a la production de NO 3%104116,

Par ailleurs, le glycocalyx participe a la régulation de la perfusion capillaire, comme 1’a
montré une étude récente qui retrouvait une corrélation entre la mesure indirecte du glycocalyx au
niveau sublinguale et les indices de perfusion locale 7. De méme la dégradation enzymatique du
glycocalyx suffit a reproduire des troubles de la perfusion microcirculatoire similaires a ceux observeés
dans le sepsis 2. De plus, une augmentation des taux circulants d’acide hyaluronique a récemment
été rapportée dans la maladie 3!. Ces valeurs semblaient prédictives de la gravité de la maladie et
notamment de I’atteinte pulmonaire *"-'*°. Ceci suggére que la dégradation du glycocalyx est un
facteur promouvant I’installation et la progression des atteintes microcirculatoires de la ScS.

Enfin la mise en évidence d’une altération du glycocalyx malgré [’utilisation quasi
systématique d’inhibiteurs calciques dans cette population dont il a déja été décrit leur effet protecteur

(129) nous conforte quand a I’importance de cette atteinte dans la sclérodermie systémique.

Cette ¢étude préliminaire, outre son effectif modeste, a comme autre principal limite le
caractére opérateur dépendant des explorations et des analyses qui ont été réalisées par un seul
examinateur. Toutefois, les données étaient rendues anonymes et analysées a posteriori ne permettant
pas a I’examinateur de savoir a quel groupe de patients les images appartenaient. De plus il existait
une bonne reproductibilité intra-observateur comme en témoignent les coefficients intra-classes
mesurés. Dans un prochain travail il sera indispensable d’effectuer une relecture en aveugle par un
2¢me examinateur afin d’évaluer la concordance inter-observateurs.

Nous souhaitons également poursuivre I’étude de la microcirculation sublinguale chez les
patients sclérodermiques ayant des atteintes viscérales plus sévere comme I’HTAP. En effet, une étude

récente effectuée sur 26 patients suivis pour une HTAP (hors sclérodermie) et 14 controles, a rapporté

que le score MFI ¢était altéré chez les patients alors qu’ils avaient une densit¢ de capillaires
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sublinguaux normale *!. De plus du fait des résultats prometteurs des études qui ont évalué I’effet du
bosentan sur les parametres capillaroscopiques il serait intéressant de coupler ces analyses a 1’étude

d’un autre site microcirculatoire.



Conclusions

Ces résultats bien que préliminaires, permettent de conforter nos résultats en terme de
dysfonction vasculaire dans ces deux pathologies fortement représentées dans notre discipline. Le
développement au sein de notre service de ces nouvelles techniques non-invasives et non-irradiantes
d’exploration de la microcirculation et d’un déterminant de I’endothélium (le glycocalyx) permet
d’entrevoir une nouvelle approche plus fonctionnelle de la gestion de nos patients atteints de
pathologies systémiques a fort tropisme vasculaire. De méme, des évaluations de 1’effet de nos
thérapeutiques sur des critéres objectifs vont permettre nous l’espérons de rapidement valider
certaines attitudes thérapeutiques dont les niveaux de preuve sont faibles.

Enfin, ces méthodes d’exploration, s’inscrivent parfaitement dans la continuité de nos activités de
recherche fondamentale dans le domaine de la dysfonction endothéliale des pathologies auto-

immunes ou ’intrication entre auto-anticorps, paroi vasculaire et thrombose est forte.
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