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Abréviations

ADP : Adénosine diphosphate

CCLS : chemokine ligand 5

CXCLA4 : platelet factor 4

CIVD : Coagulation intravasculaire disséminée
CIfA : Clumping factor A

C4BP : C4 binding protein

EHEC : Escherichia coli entérohémorragique

EIEC : Escherichia coli entéroinvasives

EPEC : Escherichia coli entéropathogenes

ETEC : Escherichia coli entérotoxinogenes

ExPEC : Extraintestinal pathogenic Escherichia coli
FcyRIIA : récepteur Ila au fragment Fc des immunoglobulines
FT : Facteur tissulaire

IgG : immunoglobuline G

LPS : Lipopolysaccharide

MODS : Multiple organ dysfunction syndrome
NET : Neutrophil extracellular traps

NO : Monoxyde d’azote

PAF : Platelet Activating Factor

PAF-R : Récepteur du PAF

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand-1

RR : Risque relatif

sCD14 : CD14 soluble

SDRA : Syndrome de détresse respiratoire aigiie
SHU : Syndrome hémolytique et urémique

SRIS : Syndrome de réponse inflammatoire systémique
TLR-4 : Toll-like receptor 4

TxA2 : Thromboxane A
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Introduction

Outre leur action indispensable dans I’hémostase, il est désormais acquis que les
plaquettes jouent un role majeur dans la réponse anti-infectieuse et dans la régulation de
la réponse inflammatoire (1). Leur interaction avec des bactéries est capable de
déclencher leur activation, induisant le relargage de nombreuses molécules possédant
des roles multiples : effet bactéricide direct, chimiotactisme, interaction leucocytes-
plaquettes.... Plusieurs types de mécanismes sont mis en jeu en fonction de I’espece
bactérienne.

Le sepsis est une situation extrémement grave au cours de laquelle les bactéries
vont induire une activation de I’hémostase, et plus particulicrement des plaquettes, dans
I’ensemble du systéme vasculaire, pouvant induire des phénomeénes d’immuno-
thrombose (2). Ces phénoménes peuvent conduire au développement d’ischémies dans
de nombreux territoires de 1’organisme. Dans ce contexte, le role potentiel de défense
anti-infectieuse des plaquettes est particuliecrement important. L’utilisation
d’antiplaquettaires permettant de diminuer 1’activation plaquettaire pourrait é¢galement
représenter une stratégie thérapeutique intéressante.

Dans cette revue, nous nous intéresserons uniquement au sepsis a Escherichia
coli. Nous ferons un résumé des connaissances actuelles sur les mécanismes
d’interactions entre plaquettes et Escherichia coli, ainsi que 1’intérét potentiel des

antiplaquettaires dans cette indication.
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Sepsis : généralités et spécificités du sepsis a Escherichia coli

Généralités sur le sepsis : physiopathologie et définition clinique

Le sepsis est caractérisé¢ par des mécanismes pathologiques complexes et est
associé a un taux de mortalité élevé (3). En 1991, une conférence de consensus a proposé
la définition initiale du sepsis comme "un syndrome de réponse inflammatoire
systémique (SRIS) de I'hote a une infection" (4). En 2016, une nouvelle définition du
sepsis a été élaborée comme étant "un dysfonctionnement d'un organe potentiellement
mortel causé par une réponse dérégulée de I'hote a l'infection” (5).

Au cours des derniéres années, un nombre croissant d'études ont démontré que
les plaquettes participaient aux processus déléteres observés au cours du sepsis et
qu'elles jouaient un role important dans I’apparition des 1ésions organiques pouvant

aboutir a un syndrome de défaillance multiviscéral (6).

Lors d’une effraction cutanéo-muqueuse, des bactéries pénétrent dans la circulation
sanguine, ce qui génere des mécanismes de défense. Une activation de I’hémostase au
niveau du site de la 1ésion et la formation de thrombus dans les capillaires locaux,
permettent 1’arrét du saignement, mais également la mise en place d’une réponse anti
infectieuse précoce. Ce dernier phénomeéne est un mécanisme de défense qui limite
l'infection aux lésions par un processus connu sous le nom d'immuno-thrombose ou de
thromboinflammation (2). Cette immuno-thrombose désigne la capacité des plaquettes
a interagir, de maniere directe ou non, avec les leucocytes afin d’induire une réponse
immunitaire. Une fois activée, les plaquettes vont changer de conformation et libérer le
contenu de leur granules, qui contiennent un nombre important de molécules, dont
certaines sont impliquées dans I’inflammation (7). Les plaquettes sont capables de
libérer certaines chimiokines, notamment CCL5 et CXCL4, impliquées dans le
recrutement des cellules immunitaires. Elles sont également capables d’exprimer
certains récepteurs (P-sélectine, CD40L ou CD154) permettant 1’interaction avec les
cellules immunitaires ou avec les cellules endothéliales (par 1’intermédiaire des

récepteurs PSGL-1, CD154) qui permettent la transduction du signal et ’activation de
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ces différents types cellulaires (8). En parallele, I’activation endothéliale, observée au
cours du sepsis, entraine ’apparition ou 1’augmentation de molécules de surface, telles
que le facteur Willebrand, la P-sélectine ou les intégrines avf3s, favorisant I’ interaction
avec les plaquettes et entrainant leur activation, tout en diminuant les voies d’inhibition

antiadhésives, favorisant alors le risque de thrombose (9,10) (figure 1).

Dans le cas d’une septicémie, ces réactions locales s’étendent a I’ensemble de
I’organisme, et peuvent produire des phénomenes déléteres dans de nombreux tissus.
Ainsi, dans un mode¢le animal de sepsis abdominal, I’infiltration des neutrophiles au
niveau pulmonaire, induit par 1’activation plaquettaire, participerait au développement
d’un cedéme pulmonaire (11). Une ischémie de plusieurs territoires secondaire a
I’apparition d’une activation généralisée des cellules endothéliales a pu étre observée,
entrainant notamment des anomalies de la tension artérielle et de la perméabilité
vasculaire (12), associée a la formation de micro-caillots. Le phénomeéne de NETose
peut également étre un effet déléteére rencontré au cours du sepsis, et repose sur une
activation importante des neutrophiles en réponse a un signal plaquettaire afin de piéger
les bactéries circulantes, reconnues par certains récepteurs plaquettaires (13), mais

favorisant le développement de phénoménes thrombotiques artériels et veineux (14).

Ces effets déléteres, lorsqu’ils sont prolongés, peuvent aboutir a des dysfonctions
d’organes, localisées ou entrainant des syndromes de défaillances multi-viscérale
(MODS). Les organes les plus fréquemment touchés sont le rein, par développement
d’une insuffisance rénale aigiie secondaire a I’hypoperfusion rénale, mais également
secondairement aux lésions endothéliales (15) ; le foie, qui est le siége de la synthése
des nombreuses cytokines, et qui peut donc jouer un role important dans 1’inflammation
anarchique ayant lieu au cours des sepsis (16) ; le systéme circulatoire, notamment par
I’activation systémique des cellules endothéliales et de la libération importante de
molécules vasodilatatrices telles que le monoxyde d’azote (NO), entrainant les
hypotensions rencontrées de maniere quasi-systématique au cours du sepsis (17).
Cependant, les plaquettes ne sont pas les seuls acteurs reliant hémostase et
inflammation. Certains médiateurs de I’inflammation ont la capacité d’interagir avec

différents acteurs de la cascade de la coagulation, créant ainsi un état pro-thrombotique.

14



Les systemes de la coagulation et du complément, habituellement représentés
séparément, sont en réalité étroitement imbriqués : les protéines impliquées dans 1’une
des cascade sont capables d’interagir avec les acteurs de 1’autre systéme. Ainsi,
I’activation du facteur XII en facteur XII activé (XIla) est capable d’induire 1’activation
de la voie classique du complément, tandis que la C4-binding protein (C4BP) peut se
lier a la protéine S et inhiber son effet, favorisant alors la développement de thromboses
(18). L’existence d’une inflammation exacerbée peut donc conduire au développement
d’une hypercoagulabilité, et, dans les cas les plus graves, induire le déclenchement d’un
phénomene de coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), renforgant alors le risque
de développer des hypoxies tissulaires et des dysfonctions d’organes par formation de
thrombus au niveau de la circulation capillaire (19,20).

En résumé, ce phénomene d’inflammation-coagulation dans le sepsis, associé a
des lésions endothéliales, découle en parti de I’activation des plaquettes, qui sont
capables, par I’intermédiaire de certains de leurs récepteurs membranaires, de participer
a la défense anti-infectieuse. Les plaquettes, une fois activées, vont exacerber les
réactions inflammatoires systémiques et les troubles de la coagulation par le biais
d’interactions avec les cellules immunitaires et les cellules endothéliales. L’activation
plaquettaire observée au cours du sepsis pourrait par ailleurs expliquer en partie les
thrombopénies fréquemment observées au cours du sepsis, par un mécanisme de
consommation (21). En plus d’un taux de mortalité¢ déja élevé au cours du sepsis, li¢ a
la gravité intrinséque de la pathologie, la survenue d’une thrombopénie aggrave d’autant
plus le pronostic, exposant le patient & une morbimortalité plus importante (22),
notamment une augmentation du risque de saignement, de développement d’une
insuffisance rénale aigué, un allongement du temps de séjour en réanimation, voire de
la mortalité en cas de non résolution de la thrombopénie (23).

Ainsi, D’inhibition de [I’activation plaquettaire pourrait réduire les réactions
inflammatoires et de coagulation incontrolées dans le sepsis, atténuant ainsi la gravité

des 1ésions organiques et améliorant le pronostic du patient (24).
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Sepsis a Escherichia coli

Une méta-analyse de 2021 étudiant 1’épidémiologie des agents responsables de
bactériémies entre 2007 et 2018 dans les pays occidentaux estime qu’Escherichia coli
est retrouvé en moyenne dans 27.1% des cas de bactériémies, avec cependant une grande
hétérogénéité en fonction des études, allant de 6.5 a 57% (25). La porte d’entrée
principalement mise en évidence est le tractus uro-génital, responsable de plus de 50%
des contaminations. Selon cette méta-analyse, I’incidence globale des bactériémies a
Escherichia coli tout groupe confondu serait de 40.2 a 57.2 par an pour 100 000
habitants, avec un taux de mortalité compris entre 2.9 et 10.3 pour 100 000 personnes.
Plus localement, un rapport du Royaume-Uni en 2019 indiquait que le taux d’incidence
des bactériémies a Escherichia coli était en augmentation depuis 10 ans, avec une
accélération importante depuis 2014, passant de 55.2 pour 100 000 habitants en 2014 a
70.7 cas pour 100 000 habitants (26).

Ces chiffres restent cependant des statistiques globales, et sont & mettre en perspective
en fonction du sexe, de I’age des patients et des pathologies sous-jacentes. L’incidence
serait plus importante chez les femmes que les hommes, et augmenterait fortement avec
I’age, avec des taux statistiquement plus important dans la population générale a partir
de 60 ans. En effet, ’incidence est multipliée par 30 chez les sujets de plus de 75 ans
par rapport a des sujets adultes jeunes (24). L’analyse en sous-groupe réalisée dans cette
méta-analyse, met en évidence que les patients atteints d’hémopathies malignes sont les
plus a risque de présenter un sepsis a Escherichia coli. Une étude réalisée dans un centre
suédois a observé une prévalence allant jusqu’a 12.7% chez les patients atteints de
leucémie lymphoide chronique (27). Parmi les autres hémopathies, Escherichia coli est
responsable de 46% des bactériémies dans les leucémies aigués (28), et de 22.4% au
décours du myélome multiple (29). Par ailleurs, Escherichia coli est retrouvée chez
34.2% des patients neutropéniques atteints de sepsis (30)., Escherichia coli est
¢galement retrouvée chez des patients atteints de cancers solides. Dans une étude de
2014, elle est impliquée dans 30.5% des bactériémies (31), et plus précisément chez
22.2% des patients atteints d’un cancer colique (32). Enfin, les patients ayant subits une

chirurgie sont également a risque de développer un sepsis a Escherichia coli, et
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particulicrement ceux ayant présent¢ une chirurgie abdominale, en raison de la
localisation importante de ce pathogene au niveau du tractus digestif. Escherichia coli
était impliquée dans plus d’un quart des sepsis survenant apres résection pancréatique
et dans 12.4% des résections gastriques (33). Ces chiffres sont concordants avec ceux
d’une autre étude rétrospective portant sur le développement d’un choc septique apres
une chirurgie digestive, ou Escherichia coli est retrouvée dans 16.8% des cas (34).
Cependant les cancers n’occupent que la troisiéme place en termes de risque relatif de
développer une bactériémie a Escherichia coli (RR : 14.9). En effet, ce risque est de
26.9 pour les patients atteints d’insuffisance rénale et ayant recours a la dialyse et de
20.3 chez les patients ayant bénéficié d’une transplantation d’organe solide (25).

Les sepsis a Escherichia coli concernent également d’autres catégories de patients. Une
étude rétrospective irlandaise montre qu’Escherichia coli était impliquée dans 37% des
sepsis €tant survenus chez des femmes enceintes entre 2001 et 2014, population
particulierement a risque étant donné que les sepsis sont responsable d’un quart des
déces maternels au cours de la grossesse (35). De la méme manicre, les nouveau-nés
sont une catégorie de patients particulierement a risque. Bien que le streptocoque B
(Streptococcus agalactiae) soit le germe le plus fréquemment impliqué dans les sepsis
du nouveau-né (38 a 43% des cas), les sepsis a Escherichia coli arrivent en seconde
position (24% de I’ensemble des épisodes) et représentent la cause la plus importante de
mortalité, étant impliqué dans 24.5% des déces liés au sepsis (36). Cette mortalité
importante est expliquée en partie par le fait que 81% des bactériémies a Escherichia
coli concernent le prématuré, qui présente un risque plus important d’infection du fait

d’une immunité encore fragile (37).
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Escherichia coli : généralités, classification et pathogénicité

Escherichia coli est une bactérie Gram négative commensale, appartenant a la

famille des entérobactéries, retrouvée tres fréquemment dans le tractus digestif de I’étre
humain, et représentant une grande partie de la flore intestinale. Certaines souches sont
souvent retrouvées en pathologie humaine, notamment dans les infections
communautaires et nosocomiales, dans des sites trés variées : méningites, gastro-
entérites, infections urinaires... (38)
Ces souches d’Escherichia coli sont capables d’acquérir des facteurs de virulence
(adhésines, capsule, synthése et sécrétion de toxines...) leur conférant leur pouvoir
pathogeéne, ainsi que des mécanismes de résistance aux antibiotiques leur procurant une
sensibilité réduite a certaines molécules anti-infectieuses (39,40).

I1 a été proposé, en 2016 (41), une classification des souches d 'Escherichia coli
en plusieurs sous-classes en fonction des syndromes qu’elles sont capables d’entrainer,
eux-mémes dépendant des différents facteurs de virulence que la souche a pu acquérir.
11 faut distinguer les souches entérohémorragiques (EHEC), entérotoxinogenes (ETEC),
entéropathogenes (EPEC), ou encore les souches entéro-invasives (EIEC), proche des
Shigelles. Ces souches pathogenes possedent toutes un tropisme pour I’appareil digestif
et vont entrainer des manifestations gastro-intestinales. Les souches commensales,
quant a elle, ne vont étre que rarement pathogenes, lors de cas de disséminations extra-
intestinales liées a des circonstances particuliéres (immunodépression majeure,
traumatisme abdominal...). Enfin, il convient d’individualiser les souches entrainant des
manifestations pathogenes extra-intestinales (ExPEC), pouvant atteindre de nombreux
organes, mais qui cependant sont souvent retrouvées comme commensales du tube
digestif. Ces souches ont une capacité particuliére a disséminer et a survivre dans un site
normalement stérile, entrainant une colonisation et potentiellement une infection dans
ces localisations extra-intestinales.

Cependant, bien que Escherichia coli soit fréquemment rencontrée en pratique clinique,
trés peu d’études se sont intéressées aux mécanismes des interactions entre Escherichia
coli et les plaquettes. Malgré un intérét croissant pour les bacilles Gram négatifs, dont

Escherichia coli, les études sur les interactions bactériennes entrainant une activation
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des plaquettes se sont principalement limitées aux bactéries a Gram positif, notamment
les staphylocoques (Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis (42,43)) et

les streptocoques (Streptococcus sanguinis et Streptococcus gordonii (44,45)).
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Interactions plaquettes — Escherichia coli

Trois mécanismes permettraient d’expliquer I’interaction entre les bactéries et les
plaquettes (46), responsables d’un activation plaquettaire :

- la liaison aux bactéries d’une protéine plasmatique qui est un ligand pour un
récepteur plaquettaire

- la liaison directe des bactéries a un récepteur plaquettaire

- la sécrétion de protéines bactériennes, c’est-a-dire de toxines, qui vont pouvoir
interagir avec les plaquettes
Lorsqu’elles sont activées, les plaquettes sécrétent le contenu de leurs granules, qui
contiennent plus de 300 molécules (47), notamment de I’ADP et la sérotonine. Les
cytokines et les chimiokines sécrétées recrutent les leucocytes, et les peptides
antimicrobiens sécrétés agissent pour tuer les agents pathogeénes. Cette capacité
d’activation en réponse a une infection leur confére donc la possibilité de détruire les
bactéries grace a une activité bactéricide (48). Ceci démontre que leur activation et leur
dégranulation joue un role important dans la lutte anti-infectieuse.

La présence de mécanismes multiples rend difficile 1’identification des roles des
différentes protéines (tant bactériennes que plaquettaires). Cette analyse est encore plus
compliquée par le fait que les interactions sont non seulement spécifiques de 1’espece
mais aussi de la souche, comme le démontre notamment en 2016 Watson et al (48-50).
Certaines interactions conduisent a 1’activation plaquettaire, tandis que d’autres ne vont
entrainer aucun effet direct. Ces interactions non activatrices sont généralement de haute
affinité et jouent probablement un rdle dans le soutien de I’adhésion des plaquettes dans
les conditions de cisaillement rencontrées dans la circulation (51). Typiquement, les
protéines bactériennes impliquées dans 1’adhésion sont distinctes de celles qui induisent
I’agrégation. Ainsi, les bactéries peuvent favoriser ’adhésion plaquettaire et/ou
déclencher I’activation plaquettaire. L’activation plaquettaire se caractérise par
I’apparition ou I’augmentation de certains marqueurs de surface plaquettaires, ou par la
sécrétion du contenu granulaire (CD42b, P-sélectine (CD62P) et GplIbllla (CD41)
activée). Ces marqueurs sont le plus souvent détectés en cytometrie de flux, mais ne

traduisent cependant pas forcément la formation d’un agrégat plaquettaire (52).
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Un des modgeles ou la relation entre Escherichia coli et plaquettes est bien décrite
est celui du syndrome hémolytique et urémique (SHU), qui se caractérise notamment
par une anémie hémolytique d’origine mécanique et une thrombopénie, dues, entre
autres, a ’activation des plaquettes par altération de I’endothélium vasculaire causée par
la production de Shigatoxines (53). Les travaux réalisés sur la souche d’Escherichia coli
O:111 ont permis une meilleure compréhension de ces interactions. Cette souche
d’Escherichia coli O111 productrice de ces Shigatoxines pourrait interagir directement
avec les plaquettes par I'intermédiaire du Toll-like Receptor (TLR-4), entrainant une
augmentation des marqueurs d’activation plaquettaire et 1’expression du facteur
tissulaire (54). Le systéme du complément ainsi que des variations de I’antigéne O du
LPS pourraient expliquer 1’activation plaquettaire observée (55). Cependant, ces études
n’ont pas permis d’établir le mécanisme d’interaction prépondérant pour 1I’ensemble des
souches d’Escherichia coli du fait qu’il semble étre souche-dépendant. En effet, la
souche d’Escherichia coli O157:H7, également responsable de SHU, induirait une
agrégation plaquettaire médiée par récepteur FcyRIIA plutot que dépendant du TLR-4
(56).

Bien que des 1971, un article démontrait la capacité¢ d’Escherichia coli a
entrainer une agrégation plaquettaire (57), il faudra attendre plusieurs dizaines d’années
pour que les mécanismes de cette agrégation plaquettaire soient étudiés et qu'un certain
intérét soit porté aux autres souches d’Escherichia coli. L’étude de Watson et al., permet
de définir deux caractéristiques importantes. L’agrégation plaquettaire qu’elles sont
capables d’entrainer est dépendante a la fois de la souche impliquée, ainsi que du ratio
plaquettes/bactéries présent, démontrant que la concentration de 1’inoculum joue aussi
un role important. Cette agrégation plaquettaire répond a la loi « du tout ou rien », ce
qui signifie qu’une souche donnée sera capable d’induire une agrégation plaquettaire
importante, ou de ne pas avoir d’effet. Dans cette étude, le rdle clef du FcyRIIA et de
I’intégrine allbB3, aussi appelée Gpllbllla (49) est également décrit, méme si , comme
nous 1’avons vu, ces voies de signalisation peuvent présenter un rdle différent en
fonction des souches impliquées. Cette notion a été confirmée par Fejes et al. sur la
souche de référence K12, qui serait capable d’induire une élévation des marqueurs

d’activation plaquettaire : P-sélectine, CD63, le marqueur d’activation de la GPIIblIIa,
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PAC-1, et le fibrinogéne lié¢ (58). Dans ce dernier article, les souches d’Escherichia coli
étaient classées en fonction de la structure de leur LPS, — plus particuliérement du lipide
A, qui conditionnerait en parti leur interaction avec les plaquettes ainsi qu’avec certaines
cellules du systéme immunitaire. Certaines bactéries Gram négatives posseédent un LPS
« lisse » (« smooth »), comme la souche Escherichia coli O18:K1, alors que d’autres
présentent un LPS « rugueux » (« rough »), comme les souches K12 d’Escherichia coli
(59). Les souches présentant un LPS « rugueux » activeraient un large spectre de cellules
dont les macrophages, et avec une plus grande efficacité, que les souches avec un LPS
« lisse » (58). Ainsi, cette capacité ou non a faire agréger les plaquettes pourrait donc
dépendre de la structure des LPS des bactéries Gram négatives, et de leur capacité ou
non a étre reconnues par le TLR-4 exprimé a la surface des plaquettes. L antigéne O
pourrait également avoir un role important dans la reconnaissance de ces motifs
bactériens par les plaquettes et dans 1’induction ou non d’un choc septique (55). Le
sérotype de la souche impliquée dans une infection en pathologie humaine pourrait ainsi
avoir un réle important dans le pronostic du patient.

La mise en évidence de I’expression des TLR, notamment des TLR-4, a la surface des
plaquettes a permis de confirmer 1’hypothése du rdle des plaquettes dans la réponse anti-
infectieuse (60). L’interaction entre les LPS des bactéries Gram négatif et les plaquettes
va entrainer une augmentation de la liaison des plaquettes au fibrinogene, possiblement
de manieére TLR-4 dépendante (58). Une autre des conséquences majeures due a la
présence de ces TLR a la surface plaquettaire est la capacité des plaquettes a étre
séquestrées au niveau pulmonaire par leur interaction avec les polynucléaires
neutrophiles (61).

Les voies de signalisation secondaires a I’interaction entre LPS et TLR-4 ont été
largement étudiées, afin de déterminer si ces récepteurs étaient bien responsables de
I’activation plaquettaire observée au contact d’Escherichia coli. Les différents TLR
plaquettaires étaient capables d’entrainer, par l’intermédiaire d’une activation de
MyD88 (62,63), une activation de la voie PI3K/Akt, induisant une activation
plaquettaire responsable ensuite de I’agrégation des plaquettes. Le LPS, en interagissant
avec le TLR-4, n’entrainerait pas a lui seul une activation plaquettaire, mais jouerait un

role facilitateur de I’adhésion plaquettaire, en association avec un agoniste plaquettaire,
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et favoriserait également la sécrétion et I’agglutination des plaquettes (63,64). Il semble
donc que le LPS d’Escherichia coli, en fonction de la souche utilisée, présenterait une
capacité variable a induire une agrégation plaquettaire. De la méme maniére, en plus de
son effet sur le TLR-4 plaquettaire, la capacité du LPS d’Escherichia coli a interagir
avec le TLR-4 d’autres types cellulaires serait capable d’induire la production de
microvésicules extracellulaires présentant une fort potentiel procoagulant, pouvant

expliquer en partie le risque de CIVD chez les patients infectés (65).

Le TLR-4 ne reconnaitrait pas le LPS des différentes souches de la méme maniere.
Certaines formes seraient capable de lier uniquement le récepteur TLR-4, tandis que
d’autres induisaient la formation d’un complexe TLR-4-sCD14, qui mettrait en jeu des
voies de signalisation spécifiques (66). Les plaquettes ne produisant pas le sCD14, celui-
ci serait adsorbé a la surface des plaquettes a partir du plasma (67). Cet effet serait trés
spécifique d’une activation par le LPS, et ne serait pas observé avec les agonistes
classiquement utilisés, tels que le TRAP. Le CD14 joue un rdle critique dans la
physiopathologie du sepsis. Son inhibition permettrait d’atténuer les réponses déléteres
liées aux cytokines pro-inflammatoires et de diminuer 1’état procoagulant qui
accompagne le sepsis (68,69).

La connaissance de cette seconde voie d’activation par le complexe TLR-4-sCD14 est
particulierement importante, étant donné qu’elle aboutirait a la libération de CD40L
contenus dans les granules plaquettaires (67), qui serait capable d’induire ou de favoriser
I’agrégation plaquettaire, en ayant une certaine affinité pour ’intégrine allbf3 (70) ou
en ¢levant les taux de thromboxane A (71). Le LPS induirait, par la voie d’une réaction
croisée, I’activation du récepteur au PAF, le PAF-R. Le PAF est un agent capable de
provoquer une activation plaquettaire intense et des syndromes de coagulation
intravasculaire disséminée (CIVD) trés rapidement aprés son injection chez les souris,
conduisant au déces de 1’animal (72). La capacité du LPS a induire une activation du
récepteur PAF-R est connu depuis de nombreuses années. En effet, le LPS augmente
I’expression du PAF-R in vitro, tout en potentialisant son effet, méme si les effets in
vivo étaient plus modérés (73). Par ailleurs, le LPS, en plus de I’agrégation plaquettaire

médiée par le PAF-R, est capable d’induire un phénoméne de tolérance et donc de
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diminuer la réponse des plaquettes au PAF en cas d’exposition préalable, ainsi que de
modifier I’expression de certains geénes codant pour des cytokines pro-inflammatoires
(74). Ces différentes propriétés du LPS montrent donc que les bactéries, par
I’intermédiaire de leurs protéines de structure, sont capables d’induire une réponse
plaquettaire complexe et médiée par de nombreuses voies de signalisation. Cet effet
décrit sur le PAF est particulierement intéressant étant donné que 1’agrégation
plaquettaire induite par cette voie ne sera pas entierement inhibée par 1’utilisation
d’antiplaquettaire. Une étude de 2008 démontrait en effet que, malgré la diminution du
pourcentage d’agrégation plaquettaire observé en agrégometrie, il persistait cependant
une capacité des plaquettes a s’agréger entre elles en présence de PAF, qui n’est pas
présente lorsqu’elles sont soumises uniquement a de I’ADP (75).

Le FcyRIIA pourrait également jouer un rdéle dans 1’activation des plaquettes. Le
role anti-infectieux des plaquettes dépendrait en partie de ce récepteur, leur activité
bactéricide étant liée a la reconnaissance des IgG qui se sont déposées sur les bactéries
au cours de I’opsonisation (76). Dés lors, ces IgG, par I’intermédiaire du fragment Fc,
vont étre reconnues par le FcyRIIA et induire une réponse plaquettaire capable de tuer
ces bactéries. Cette voie dépendante du FcyRIIA est également impliquée dans le
mécanisme d’agrégation plaquettaire lorsque les plaquettes sont exposées a des
bactéries, par I’intermédiaire de la formation de complexes immuns (77). La mise en
contact d’une souche d’Escherichia coli responsable du SHU (0157 :H7) avec des
plaquettes, déclencherait une forte agrégation plaquettaire, qui serait complétement
inhibée en présence d’un anticorps anti-FcyRIIA (56). En revanche, I’agrégation induite
par cette souche d’Escherichia coli ne serait pas dépendante de la voie de signalisation
TLR4. La multiplicité des mécanismes d’activation plaquettaire en fonction des souches
d’Escherichia coli témoigne de la complexité des interactions. En effet, le mécanisme
impliqué semble variable en fonction des facteurs de virulence que possede la souche.
Dans I’étude de Watson et al., I’activation du FcyRIIA était en étroite collaboration avec
la signalisation dépendante de [D’intégrine ollbf3 impliquée dans 1’agrégation
plaquettaire induite par certaines bactéries gram positive, notamment les

Staphylocoques (46).
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D’autres phénoménes ont également été mis en évidence pour expliquer
I’activation plaquettaire ayant lieu au cours du sepsis, qui serait en réalité
multifactorielle et non pas dépendant uniquement d’une activation directe par les
bactéries. L’apparition de Iésions des cellules endothéliales au cours du sepsis,
favoriserait non seulement les phénomenes inflammatoires mais ¢également
thrombotiques (12,78). Ces Iésions endothéliales vont pouvoir entrainer 1’apparition de
signaux d’activation plaquettaire qui contribuent au phénomene d’agrégation in vivo. En
effet, ’endothélium va interagir avec certaines structures bactériennes, entrainant une
activation de celui-ci, la libération de nombreuses molécules (cytokines pro-
inflammation, chimiokines, facteurs pro-coagulants) ainsi que I’expression de
molécules d’adhésion (VCAM-1, PECAM) favorisant les interactions avec les éléments
figurés du sang, dont les plaquettes (79). L’augmentation de ces interactions, associée a
un déséquilibre de la fonction anticoagulante et antiagrégant de 1’endothélium
favoriserait donc le risque de thrombose (80).

L'activité anti-infectieuse des plaquettes leur confére un pouvoir bactéricide, qui
peut reposer sur deux mécanismes : une interaction indirecte avec les cellules
immunitaires, ou la sécrétion directe par les plaquettes de peptides a activité
antimicrobienne. Ces molécules appartiennent a la famille des peptides microbicides
plaquettaires (PMP) (81,82), qui comprend CXCL4, CXCL7 (aussi appelé¢ PBP), et
CCLS5, mais aussi la classe des défensines (B-défensine 2 (BD2) humaine ; thymosine
B4 (TP4)) et des peptides antimicrobiens dérivés (thrombocydines, fibrinopeptide A)
(83-85). Dans une étude récente, nous avons démontré¢ que l'activité bactéricide des
plaquettes était hétérogene et dépendait de la souche d'Escherichia coli impliquée : sur
dix souches testées, seules trois induisaient une activité bactéricide des plaquettes. La
comparaison des génomes de deux souches ayant des comportements différents a révélé
l'existence de différences dans le groupe de genes impliqués dans la synthése de
l'antigeéne O (48).

Sur la base de nos résultats et de la littérature, nous avons émis I'hypothése que
les variations structurelles du LPS pourraient modifier les interactions avec les
plaquettes et conduire a une perte de la capacité des plaquettes a s’activer et a induire

une réponse bactéricide. La perte de ce mécanisme bactéricide induit par les plaquettes
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secondaire a une modification du LPS serait donc similaire a ce qui peut €tre observé
lors de la résistance a certains antibiotiques et reposerait sur les mémes mécanismes
(86).

I1 va donc y avoir la création d’un équilibre entre les effets bénéfiques et déléteres
des plaquettes au cours du sepsis (87). Elles vont présenter un effet antimicrobien direct,
des capacités de réparation tissulaire et vont permettre une immunomodulation de la
réponse immunitaire ainsi qu’un certain chimiotactisme. Cependant, une activation non
contrdlée et disséminée peut conduire a I’aggravation du sepsis, a travers le risque
thrombotique mais aussi hémorragique que peut induire une CIVD. L’utilisation de
molécules capables de diminuer cet état d’hyperactivation plaquettaire pourrait donc

présenter un effet bénéfique sur la mortalité au cours du sepsis.

Effet des antiplaquettaires dans le sepsis

La numération plaquettaire est incluse dans le score SOFA et est inversement
associée a la gravité du sepsis (88). La sévérité¢ de la thrombocytopénie est souvent
utilisée pour stratifier les patients atteints de sepsis et de choc septique. En général, 20
a 58% des patients septiques développent une thrombocytopénie, dont 10% une

thrombocytopénie sévere (89).

De nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer la thrombocytopénie
dans le sepsis. La combinaison de plusieurs mécanismes reste I’hypothese la plus
probable. Entre autre, l'activation plaquettaire a médiation immunitaire diminue la durée
de vie des plaquettes car les plaquettes activées sont rapidement €liminés de la
circulation (90). Ainsi, la réduction de 1’activation plaquettaire pourrait constituer une
cible thérapeutique d’intérét pour la prévention de la morbimortalité des patients atteints
(87). Une hypothese assez évidente semblerait donc étre qu’en diminuant la capacité de
réactivité plaquettaire, il serait de réduire leurs interactions avec les pathogenes et les
conséquences qui en découlent. Les antiplaquettaires pourraient donc posséder en

théorie un role intéressant sur I’amélioration du pronostic clinique au cours du sepsis.
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Plusieurs antiplaquettaires (AP), ayant une action spécifique sur I’une des voies

d’activation plaquettaire, sont disponibles. Les AP les plus fréquemment utilisés sont
’aspirine, inhibant la syntheése du thromboxane Az (TxAz) et les inhibiteurs de la voie
du P2Y12 (clopidogrel, prasugrel, ticagrelor). D’autres antiplaquettaires, notamment les
anti-GplIbllla, inhibent spécifiquement [’agrégation plaquettaire, présentant des
indications plus restreintes et ont été peu évalué, a notre connaissance dans cette
indication.
Bien que de nombreuses études aient évalué le bénéfice potentiel des AP au cours du
sepsis, les données d’intérét ont été présentées dans deux méta-analyses et une revue de
la littérature dont 1’objectif était, de déterminer si I’administration d’AP présentait un
effet bénéfique sur la réduction du risque de mortalité au cours du sepsis (79, 84-85). La
premicre méta-analyse incluait 15 études réalisées entre 2011 et 2016, et concluait a une
réduction du risque de mortalité en moyenne de 7% allant de 2% a 12% lors de la prise
d’aspirine avant le développement du sepsis (91). L analyse de Ouyang et a/ publiée en
2019 inclut 10 études, parmi celles-ci quatre études étaient également analysées par
Trauer et al (92).

Dans les deux méta-analyses, les auteurs soulignent une hétérogénéité
significative entre les études. En effet, méme si les résultats présentés pour chaque étude
¢taient ceux du sous-ensemble des patients atteints de sepsis, certaines des études
incorporées dans ces méta-analyses ne s’intéressaient pas uniquement a des cohortes de
patients septiques, mais étudiaient ¢galement 1’effet de 1’aspirine sur le développement
de syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) (93,94) ou de pneumonies aigués
communautaires (95,96). De la méme maniére, certaines études s’intéressaient a 1’effet
d’une prise d’aspirine au long cours sur le développement de I’épisode aigu, alors que
d’autres évaluaient son effet sur la mortalité au cours de I’hospitalisation. Cependant, le
bénéfice de I’administration des AP et notamment de 1’aspirine est retenu par ces deux
méta-analyses.

Une revue de la littérature publiée en 2018 par Wang et al (97), reprend 8 études
rétrospectives réalisées entre 2012 et 2016. Certaines concluent a une diminution de la
mortalité¢ lors de la prise d’aspirine en réanimation (95,98) tandis que d’autres ne

démontrent pas de bénéfices statistiquement significatifs (99). A I’inverse, une seule
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¢tude démontrerait une augmentation du risque de développer un sepsis sévere en
réanimation pour les patients qui sont placés sous aspirine (100).

Les deux méta-analyses (91,92) seraient donc en faveur d’un effet bénéfique de
I’aspirine en termes de mortalité, tandis que la revue de la littérature de Wang et al,
serait plus réservée quant aux conclusions de I’effet de 1’aspirine (97).

Il est important de souligner que ces études cliniques portant sur 1’effet des AP
n’évaluent pas leur bénéfice potentiel en tant compte de I’espeéce bactérienne
responsable de I’état septique. L’étude rétrospective de Osthoff et al. a la particularité
de s’intéresser uniquement a 1’effet de 1’aspirine dans le cadre des septicémies causées
par Staphylococcus aureus chez les patients hospitalisés et traités ou non au long cours
par aspirine faible dose (101). De maniére intéressante, la population contrdle est
constituée de patients atteints d’une septicémie a Escherichia coli. Les résultats
indiquaient une réduction importante de la mortalité avec 1’aspirine dans le groupe des
septicémies a Staphylococcus aureus. Dans le groupe des septicémies a Escherichia coli,
aucune réduction de la mortalit¢ n’était observée lors de I’utilisation d’aspirine.
Cependant, ils n’attribuaient pas forcément ce résultat a un échec du traitement mais a
un taux de mortalité beaucoup plus faible que dans le groupe Staphylococcus aureus,
avec un manque de puissance statistique pour évaluer ce parametre (101). Au regard de
ces données, il est difficile de confirmer un possible réle bénéfique de 1’aspirine dans
les sepsis a Escherichia coli.

Une étude randomisée de 2017 s’intéressait cependant a 1’effet des antiplaquettaires
lors de I’administration a des sujets sains de LPS purifié issu d’Escherichia coli O:113
(102). La prise d’aspirine pendant sept jours avant I’administration de LPS entrainerait
une augmentation de la réponse inflammatoire, en augmentant la production de
cytokines pro-inflammatoires, sans cependant affecter la production de cytokines anti-
inflammatoires. La bithérapie, par ajout d’un inhibiteur de P>Y12, permet cependant de
diminuer la production de TNFa, a des niveaux comparables a ceux observés avec le
placebo, sans cependant diminuer la production d’autres cytokines pro-inflammatoires.
Les plaquettes pourraient donc jouer un réle de modulation de la réponse inflammatoire,
en plus de leur effet bactéricide direct, qui pourrait étre modifié par 1’administration

d’antiplaquettaires, et notamment d’aspirine. Une des raisons de la variabilité de la
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réponse des plaquettes lors du contact avec les différentes souches bactériennes pourrait
étre I’affinité de la liaison au TLR-4 et la formation du complexe TLR-4-sCD14. Les
antiplaquettaires vont également avoir un rdle important au niveau de cette voie de
signalisation . Le sCD40L, libéré a partir des granules plaquettaires, est capable
d’induire une augmentation de la sécrétion du thromboxane A, et de potentialiser la
capacité¢ des plaquettes a s’agréger. La prise d’aspirine permettrait d’inhiber cette
sécrétion de thromboxane Ax sans affecter les niveaux de CD40L, permettant de
supprimer totalement ou partiellement [’effet potentialisateur de 1’agrégation
plaquettaire en réponse a des faibles doses de thrombine ou de collagene (71). L aspirine
présenterait également une capacité d’inhibition de la phosphorylation de MLC (Myosin
Light Chain), une protéine impliquée dans le modification de la structure de
cytosquelette d’actine des plaquettes, permettant de les maintenir dans une conformation
de repos. Les niveaux de CD40L chez les patients traités par différents antiplaquettaires,
démontre que les taux CD40L ne sont effectivement pas significativement modifiés lors
de la prise d’aspirine, mais que ces taux sont cependant abaissés lors de la prise associ¢e
d’inhibiteur de P2Y12 (103). Une diminution des niveaux d’expression membranaire de
P-sélectine et de Gpllbllla a été également observée (104).

Dans le sepsis, le CD40L a été utilisé comme étant un marqueur possible de I’activation
plaquettaire étant statistiquement plus élevé dans un groupe de patient admis en soins
intensifs comparativement a un groupe controle (105). Ces résultats confirment le fait
que sCD40L pouvait étre un marqueur pronostic important dans le sepsis, avec non
seulement des taux augmentés chez les patients septiques, mais également une

association significative avec la mortalité (106).
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Conclusion

L’interaction entre les plaquettes et les bactéries est un mécanisme complexe, variable
en fonction de I’espéce, et méme en fonction des différentes souches appartenant a une
méme espece. C’est le cas pour Escherichia coli. Certaines souches présentent de faibles
niveaux d’interaction avec les plaquettes et induisent avec une faible probabilité une
agrégation plaquettaire. A I’inverse, d’autres souches, reconnues avec une plus grande
affinité par certains récepteurs plaquettaires, peuvent exposer le patient a un risque
thrombotique majoré, du fait de leur capacité a induire I’agrégation des plaquettes.

Les antiplaquettaires pourraient jouer un role important dans la prise en charge du sepsis,
et particulierement a Escherichia coli. Cependant, bien que ’utilisation de cette classe
thérapeutique dans cette indication ait fait 1’objet de multiples publications, quasiment
aucune de ces études n’a évalué le bénéfice des antiplaquettaires dans le sepsis en
fonction de I’espéce bactérienne.

Afin d’évaluer le potentiel pro-agrégant des souches d’Escherichia coli, la
détermination de marqueurs spécifiques, présents sur Escherichia coli permettrait de
prédire la capacité de ces souches d’interagir avec les plaquettes. Ainsi, au regard du
role potentiel de I’antigéne O dans ces réactions, la réalisation de son sérotypage in-
silico, permettrait la détermination rapide du sérotype de la souche impliquée a partir
des données de séquencage FASTA (107,108).

La capacité d’induire ou non une agrégation plaquettaire pour chacune de ces souches
pourra également étre évalué in vitro, afin d’identifier les souches et les sérotypes
présentant une forte capacité a activer les plaquettes. L’identification de ces souches
permettrait de pouvoir identifier plus précisément les voies de signalisation impliquées
dans I’activation plaquettaire, mais également de tester chacun des antiplaquettaires afin
d’apprécier quelle molécule permet d’agir de maniére optimale afin de diminuer la
réactivité plaquettaire lors du sepsis.

Des études cliniques sont également indispensable afin de confirmer les différents
résultats obtenus in vitro, et d’évaluer I’efficacité clinique des antiplaquettaires en

conditions réelles.
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Annexes

Légendes des figures

Figure 1 : Interactions plaquettes-endothélium et plaquettes-neutrophiles.

L’activation endothéliale en réponse a I’infection induit une activation plaquettaire qui a son

tour va activer les neutrophiles par l'intermédiaire de diverses voies de signalisation.

CXCLA4 : platelet factor 4 ; PSGL-1 : P-selectin glycoprotein 1 ; eP-selectin : endothelial P-

selectin.

Schéma réalisé sur biorender.com a 1’aide de SMART (Servier Medical Art).

Figure 2 : Réponse plaquettaire en réponse a un LPS reconnu (A) ou non (B) par le CD14.

En cas de reconnaissance compléte du LPS de la souche d’Escherichia coli, le TLR-4 va étre
capable de se complexer au CD14 d’origine soluble et capté par les plaquettes. Ce mécanisme
aboutira a une libération du sCD40L présent dans les granules alpha plaquettaires, capable
d’activer la Gpllbllla et responsable de 1’agrégation plaquettaire. Schéma réalis¢ sur

biorender.com ; sCD40L : CD40L soluble

Figure 3 : Résumé des voies de signalisation intra plaquettaire secondaire a ’interaction
avec Escherichia coli.

En fonction de la souche impliquée, les voies de signalisation impliquées dans le
déclenchement de 1’activation et I’agrégation plaquettaire peuvent étre différentes.

TLR-4 : Toll-like Receptor 4, PAF-R : Recepteur du Platelet Activating Factor, FcyRIIA :
récepteur au fragment Fcy des plaquettes, Akt : protéine kinase B, PLA2 : phospholipase A2,
PLC : phospholipase C, p-LAT : phospho-LAT, PKC : protéine kinase C

Schéma réalisé sur biorender.com
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Résumé

Malgré une amélioration du pronostic du sepsis toujours plus importante, cette
pathologie reste une cause fréquente d’hospitalisation et de mortalité¢ dans les pays
occidentaux. Au cours de ces états septiques, le patient va étre exposé a des risques de
complications multiples, et notamment thrombotique, du fait de la capacité des bactéries
circulantes a activer les plaquettes.

Une des bactéries les plus fréquemment impliquée dans le sepsis, Escherichia coli,
bacille gram négatif bien connu, a été décrite pour étre capable d’induire une activation
plaquettaire au cours des états septiques Cependant, a ce jour, les mécanismes
intervenant dans cette activation ne sont pas clairement établis, du fait de leurs caractéres
multiples et faisant intervenir de nombreuses voies de signalisation différentes qui sont,
pour certaines, des voies d’activation non classiques.

En parallele, I'utilisation d’antiplaquettaires au cours du sepsis, permettant de diminuer
cette activation plaquettaire, a fait I’objet de publications, qui présentent des résultats
variables. A ce jour, leur utilisation dans le cadre du sepsis reste donc controversée.
L’objectif de cette revue sera donc de faire une synthése des connaissances actuellement
disponible sur les mécanismes d’activation plaquettaire secondaire a un sepsis a
Escherichia coli, ainsi que de faire une mise a jour des effets des antiplaquettaires dans

ces circonstances pathologiques.
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