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Abréviations 
 

 

3HM 3-hydroxy myristate 

AUC Area under curve 

CRP C reactive protein 

BGN Bacille Gram-négatif 

BPI Bactericidal permeability-inducing protein  

CETP Cholesteryl ester transfer protein 

CIC Centre d’investigations clinique 

CPP Comité de protection des personnes 

CVVH Continuous veno-venous hemofiltration 

CVVHD Continuous veno-venous hemodialysis 

DFPP Double filtration plasmapheresis 

EAA Endotoxin activity assay 

EDTA Acide éthylène diamine tétra-acétique 

EER Épuration extra-rénale 

EFS Établissement français du sang 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

FiO2 Fraction inspirée en oxygène 

FDA Food and Drug Administration 

HDL High density lipoproteins 

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2 

HF Hypercholestérolémie familiale 

HPLC High performance liquid chromatography 

IEC Inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 

LAL Lysat d’amœbocytes de limules 

LBP LPS binding protein 

LDL Low density lipoproteins 

LDL-c LDL-cholestérol 

LDLR LDL receptor 

LPS Lipopolysaccharide 

LTA Lipoteichoic acid 

mmHg Millimètre de mercure 

MS Mass spectrometry 

PAM Pression artérielle moyenne 

PAMP Pathogen associated molecular pattern 
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PCSK9 Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 

PCT Procalcitonine 

PEI Polyéthylène imine 

PLTP Phospholipid transfer protein 

PMX Polymyxine 

PMX-DHP PMX direct hemoperfusion 

PRR Pathogen recognition receptor 

rhPLTP Recombinant human PLTP 

ROC Receiving operator characteristic 

SOFA Sequential organ failure assessment 

sTREM-1 Soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1 

TLR Toll-like receptor 

TRC Transport reverse du cholestérol 

VLDL Very low density lipoproteins 

VPN Valeur prédictive négative 

VPP Valeur prédictive positive 
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Introduction générale 

I. Sepsis et endotoxémie  

A. Sepsis et choc septique 

Le mot « sepsis » (σῆψις, putréfaction en grec) a été introduit par Hippocrate qui a été 

un des premiers à décrire ce syndrome clinique. Aujourd’hui, ce terme est associé à 

la gravité du syndrome clinique et biologique accompagnant une infection, quelle qu’en 

soit l’origine (dans la quasi-totalité des cas bactérienne, rarement parasitaire ou 

fongique).  

 

1. Définitions 

La nomenclature des syndromes septiques a été standardisée à partir des années 

1980, principalement dans le but de faciliter et d’homogénéiser les protocoles de 

recherche clinique et de traitement (1,2). Ces définitions ont été mises à jour pour la 

troisième fois en 2016 (définitions « Sepsis-3 ») (3). Ces nouvelles définitions mettent 

l’accent sur le fait que le sepsis s’associe à des défaillances d’organe qui vont en faire 

la gravité. Le sepsis est maintenant défini comme « une dysfonction d’organe mettant 

en jeu le pronostic vital, causée par une réponse inappropriée de l’hôte à l’infection ». 

La notion de dysfonction d’organe est couramment exprimée dans les études menées 

en réanimation et aux urgences par un score spécifique, le Sequential Organ Failure 

Assessment (SOFA) (4). Ce score est noté de 0 à 24 sur 6 paramètres (Tableau 1). 

En pratique, le sepsis est défini par une augmentation aigue du score SOFA de 2 

points ou plus (score à 0 chez un patient ne présentant pas de défaillance d’organe 

chronique) chez un patient présentant une infection probable ou confirmée. Il faut noter 

que le terme « sepsis sévère » a été abandonné, car considéré comme redondant. Il 

est aujourd’hui définitivement remplacé par cette nouvelle définition. 
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Tableau 1 : Score SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) utilisé pour les 

définitions du sepsis 

Système Score 

0 1 2 3 4 

Respiration      

Pa02/FiO2, (mmHg) ≥ 400 < 400 < 300 < 200  

sous 

ventilation 

mécanique 

< 100  

sous 

ventilation 

mécanique 

Coagulation      

Plaquettes (103/µL) ≥ 150 < 150 < 100 < 50 < 20 

Foie      

Bilirubine (µmol/L) < 20 20-32 33-101 102-204 > 204 

Cardiovasculaire PAM>70 

mmHg 

PAM<70 

mmHg 

Dobutamine 

(n’importe 

quelle dose) 

Adrénaline ou 

noradrénaline 

<0,1 µg/kg/min 

Adrénaline ou 

noradrénaline 

≥0,1 µg/kg/min 

Système nerveux central     

Score de Glasgow 

(état de conscience) 

15 13-14 10-12 6-9 < 6 

Reins      

Créatinine (µmol/L) < 110 110-170 171-299 300-440 ≥ 440 

Diurèse (ml/24h)    < 500 < 200 

 
FiO2 : fraction inspirée en oxygène ; PAM : pression artérielle moyenne ; PaO2 : pression partielle 
artérielle en oxygène 

 

 

L’état de choc septique est défini, en présence d’un sepsis, par une hypotension 

persistante requérant l’administration de vasopresseurs pour maintenir une pression 

artérielle moyenne (PAM) ≥ 65 mmHg, associée à un taux sérique de lactate > 2 

mmol/L, malgré un remplissage vasculaire adéquat. Ces critères définissent une 

population ayant actuellement un taux de mortalité d’environ 40% (3). La figure 1 

résume ces définitions sous forme d’un algorithme.  
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3. Présentation clinique et prise en charge 

La présentation clinique des états septiques sévères dépend bien évidemment de la 

localisation du foyer infectieux. Les infections respiratoires (pneumopathies) sont de 

loin les plus fréquentes (54%), suivies des infections intra-abdominales (19% : 

péritonites, angiocholite notamment), des infections des voies urinaires (14%), des 

infections de dispositifs intravasculaires et endocardites (13%), de la peau et tissus 

mous et autres sites (6%) (5). L’infection est microbiologiquement documentée dans 

moins de 70% des cas. 

En dehors des signes cliniques propres à l’infection causale (dyspnée, expectorations 

et anomalies auscultatoires pour une pneumopathie par exemple), les états septiques 

sévères sont caractérisés par la présence de signes d’hypoperfusion périphérique 

associés à des défaillances d’organes, comme évoqué plus haut (§ « 1. Définitions »). 

Les altérations macro- et micro-vasculaires sont prédominantes dans la 

physiopathologie du sepsis. L’hypotension artérielle (pression artérielle (PA) 

systolique < 100 mmHg), causée par la conjugaison d’une hyper-perméabilité 

vasculaire et d’une vasoplégie (diminution du tonus vasculaire), est de fait l’un des 

principaux signes d’alerte en présence d’une infection, et constitue la principale 

défaillance d’organe au cours du sepsis (cf. score SOFA). De même, ces anomalies 

de perfusion périphérique se traduisent par des signes cutanés : marbrures plus ou 

moins diffuses selon la sévérité (9), temps de recoloration cutanée allongé au-delà de 

3 secondes, cyanose et froideur des extrémités. Ces signes d’hypoperfusion cutanée 

reflètent assez fidèlement le degré d’hypoperfusion des autres organes qui vont entrer 

dans le calcul du SOFA et donc définir le diagnostic de sepsis. Ainsi, le sepsis sera 

retenu s’il existe par exemple, en plus de l’hypotension, une insuffisance rénale, une 

thrombopénie, une hypoxémie, une altération de la vigilance ou un ictère. 

Biologiquement, le taux de lactate sérique reflète l’adaptation du métabolisme 

cellulaire à l’état de choc (10), et il est utilisé pour adapter les thérapeutiques.  

Le degré supérieur de sévérité, le choc septique, est atteint en présence d’une 

hypoperfusion (hyperlactatémie), lorsque l’hypotension persiste malgré une perfusion 

de solutés de remplissage (sérum salé isotonique par exemple) et nécessite 

l’introduction de vasopresseurs. Au sein des patients en choc septique, différents 

niveaux de sévérité coexistent également, même lors du contrôle optimal de la source 

de l’infection par une antibiothérapie et/ou une prise en charge chirurgicale le cas 
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échéant. Certains patients présentent une résistance au traitement par noradrénaline 

avec une vasoplégie réfractaire. Il s’ensuit rapidement un état de défaillance multi-

viscérale irréversible conduisant rapidement au décès. Nous avons mené un premier 

travail aboutissant à la conclusion que la profondeur de la résistance aux 

catécholamines (représentée par la dose administrée pour un objectif tensionnel 

donné) est corrélée au risque de décès à très court terme (11) (Annexe 1). Ce critère 

de dépendance à une forte dose de noradrénaline définit une population de gravité 

maximale en état de choc réfractaire qui représente la plus grande partie de la mortalité 

précoce (dans les 3 premiers jours) du choc septique.  

La prise en charge thérapeutique est finalement assez simple et repose sur 

l’administration d’une antibiothérapie adaptée au foyer suspecté le plus précocement 

possible (12), le contrôle de la source si possible (chirurgie en cas de péritonite par 

exemple) et enfin des traitements de support hémodynamique visant à corriger 

l’hypovolémie (remplissage vasculaire par solutés cristalloïdes) et la vasoplégie (13) 

(vasopresseurs, la noradrénaline étant indiquée en première intention) (14). Les 

défaillances d’organe sont prises en charge par des traitements de suppléance si 

besoin : ventilation mécanique pour la défaillance respiratoire, épuration extra-rénale 

pour l’insuffisance rénale aiguë…  A l’heure actuelle, il n’existe pas encore de 

traitement visant à moduler la réponse de l’hôte, après l’échec de nombreux essais 

thérapeutiques ciblés sur la cascade inflammatoire caractérisant le sepsis (15). 

Notamment, la protéine C activée, inhibitrice physiologique de la coagulation, a été un 

des seuls traitements développés spécifiquement pour le sepsis à obtenir une 

autorisation de mise sur le marché (AMM) en montrant une diminution de la mortalité 

chez des patients en sepsis sévère (16). Cette AMM a été retirée car les essais 

contrôlés supplémentaires demandés par la FDA (Food and Drug Administration) n’ont 

pas permis de confirmer les résultats de l’étude princeps (16). Il existe tout de même 

une indication de traitement par corticoïdes au cours des formes sévères de choc 

septique (13), dont l’efficacité et le mode d’action (dépendant probablement 

principalement de la voie minéralocorticoïde) restent controversés (17). 

 

4. Diagnostic et biomarqueurs 

Le diagnostic de sepsis repose sur l’évaluation clinique qui retrouve des symptômes 

et signes cliniques compatibles avec une infection accompagnés des signes de gravité 
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évoqués plus haut. Le diagnostic de confirmation est apporté par les prélèvements 

microbiologiques qui permettent d’identifier le pathogène par la culture de liquides 

biologiques normalement stériles. Cependant, l’identification du germe en cause dans 

l’infection n’est possible que dans deux tiers des cas environ (même en cas de choc 

septique) (5). De nombreux biomarqueurs ont été évalués pour leur capacité à faire la 

distinction entre sepsis et états non infectieux. En réanimation, l’antibiothérapie est 

initiée presque invariablement sur une suspicion (même modeste) d’infection. De ce 

fait, il existe probablement un surdiagnostic des infections bactériennes chez les 

patients de réanimation. Une étude récente portant sur plus de 2500 patients traités 

pour un sepsis en réanimation a révélé que 13% des patients avaient une probabilité 

post-hoc d'infection « nulle », et 30% de « possible », sur des critères cliniques, 

radiologiques, biologiques bien définis à l’avance (18). D’ailleurs, les patients traités 

pour un sepsis mais qui n’avaient rétrospectivement pas d’infection retenue avaient un 

risque de décès plus élevé (18), ce qui souligne la nécessité d’un marqueur efficace 

permettant d’augmenter la fiabilité et la précocité du diagnostic. 

Les biomarqueurs utilisés en routine sont la protéine C réactive (CRP), la numération 

des leucocytes et la procalcitonine (PCT). Ce sont des paramètres relativement peu 

coûteux et disponibles 7 jours sur 7 et 24 heures sur 24. La PCT est globalement plus 

spécifique des infections bactériennes que la CRP, avec une cinétique plus rapide 

permettant de suivre l’évolution de l’infection (19), et une bonne valeur prédictive 

négative (VPN) et positive (VPP) (20). Cependant, une méta-analyse de 18 études 

réalisées sur la PCT en réanimation a révélé des performances diagnostiques peu 

satisfaisantes avec une aire sous la courbe ROC (AUC) à 0,78 (21). Idéalement, la 

valeur d’AUC d’un biomarqueur fiable doit dépasser 0,90 voire 0,95. Ainsi, les 

performances diagnostiques de la PCT ne sont pas suffisantes pour en faire un 

biomarqueur unique pour le diagnostic de sepsis, notamment en raison de la 

proportion non négligeable de faux négatifs.  

Parmi de nombreux autres biomarqueurs, le sTREM-1 (soluble triggering receptor 

expressed on myeloid cells-1) a fait l’objet d’une attention particulière ces dernières 

années en raison d’une spécificité intéressante. Une méta-analyse conduite sur 11 

études a retrouvé une AUC à 0,87 avec une sensibilité à 79% et une spécificité à 80% 

(22). Ces résultats insuffisants n’ont pas permis d’imposer l’utilisation en routine du 
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sTREM-1 comme biomarqueur. Globalement, les performances de dizaines de 

biomarqueurs ont été analysées sans pouvoir identifier un candidat robuste (23,24).  

Au-delà de ces biomarqueurs protéiques « classiques », les perspectives actuelles 

s’orientent vers les « omics », famille de domaines de recherche regroupant la 

génomique, transcriptomique, épigénomique, protéomique, métabolomique, et même 

lipidomique… Les nouvelles technologies associées aux statistiques à grande 

dimension permettent d’exploiter et de croiser l’énorme quantité de données obtenues 

avec ce type d’approche pour en dégager des profils (d’expression génique par 

exemple) associés à une situation clinique (25).   

Récemment, la Food and Drug Administration (FDA) américaine a approuvé un test 

de « réponse moléculaire de l’hôte » basé sur l’analyse transcriptionnelle de 4 gènes 

(SeptiCyte LAB), capable de différencier les cas de sepsis de cas d’inflammation 

stérile avec une AUC de 0,89 (26). 

Ces technologies, quoique prometteuses, ne sont pas encore prêtes pour une 

utilisation en routine, et les biomarqueurs « généralistes » de l’inflammation (PCT et 

CRP) continuent (et continueront probablement encore longtemps) à être largement 

utilisés pour conforter de nombreuses décisions diagnostiques et thérapeutiques. 

 

5. Biomarqueurs et approche « théranostique » 

Plus que le diagnostic, c’est la réponse thérapeutique adaptée et rapide qui est 

cruciale au cours du sepsis. Ainsi, le clinicien n’a pas seulement besoin d’un outil 

permettant de répondre à la question : « ce patient présente-t-il oui ou non une 

infection bactérienne ? », car en réanimation la balance bénéfice/risque d’un 

traitement antibiotique sera toujours en faveur du traitement (à la phase initiale du 

sepsis). En revanche, l’outil diagnostique idéal devrait permettre de détecter un 

mécanisme physiopathologique sur lequel agir immédiatement en conséquence. C’est 

le principe de la « théranostique », défini et appliqué d’abord en oncologie avec 

notamment la détection des récepteurs Human epidermal growth factor receptor 2 

(HER2) sur les tumeurs mammaires qui permet de les cibler avec un anticorps 

monoclonal (trastuzumab) (27) ; ou encore les inhibiteurs de tyrosine kinases en 

hématologie. Ce concept, appelé aussi médecine personnalisée ou médecine de 

précision, représente très probablement l’avenir de la prise en charge de beaucoup de 

maladies humaines. De même que les différents cancers nécessitent un traitement 
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différent selon le type histologique et le stade d’évolution de la tumeur, les patients 

septiques ne sont pas un groupe homogène et le traitement qui leur est proposé ne 

doit probablement pas l’être non plus (28).  

B. Endotoxine et endotoxémie 

1. Historique 

La découverte des microorganismes par Pasteur au 19e siècle a redéfini la vision des 

infections. Le sepsis est alors considéré comme une infection généralisée, 

systémique, et les termes « d’empoisonnement du sang » ou de septicémie sont alors 

fréquemment utilisés.  

Le terme « endotoxine » a été utilisé pour la première fois (en opposition aux 

« exotoxines » déjà décrites) en 1892 par le Dr Richard Friedrich Johannes Pfeiffer 

(29), pionnier allemand de la bactériologie, membre de l’équipe de Robert Koch. Ce 

concept émerge en fait d’une observation rapportée quelques années plus tôt par 

l’équipe de Pasteur, alors en concurrence féroce avec Koch. En 1888, Nicolai 

Gamaleia rapporte en effet que différentes souches bactériennes tuées par ébullition 

sont toujours capables de provoquer une réaction fébrile chez des lapins inoculés avec 

cette préparation (30). L’hypothèse est donc formulée qu’il existe un « poison », 

thermostable, constituant des bactéries, et qui explique une partie de leur pouvoir 

pathogène. Des expériences de vaccinations animales sont rapidement réalisées et 

permettent la production d’anticorps anti-endotoxines (31). L’antigène cible de ces 

anticorps est alors appelé antigène O (pour ohn kapsel, « sans capsule » en 

allemand), qui est donc synonyme d’endotoxine. Plus tard, la nature « glucido-

lipidique » de ces molécules est mise en évidence par Boivin (32). On pensait 

jusqu’alors que l’antigène O était de nature protéique, ce qui est réfuté par les 

expériences de Boivin ne retrouvant pas d’azote dans cette molécule (32). Le terme 

lipopolysaccharide (LPS) est finalement utilisé après l’identification de la chaine 

polysaccharidique constituant la partie antigénique de l’endotoxine (33). 

 

2. Détection au cours du sepsis 

L’événement le plus précoce de la pathogenèse du sepsis est l’interaction des PAMPs 

(pathogen associated molecular patterns) bactériens avec les PRR (pattern 
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recognition receptors) de l’immunité innée, et notamment les récepteurs TLR (toll-like 

receptors) (34). Le LPS est, de fait, le PAMP le plus étudié et l’un des plus puissants. 

Le rôle des LPS dans le sepsis humain est parfaitement illustré par la reproduction des 

signes cliniques de sepsis (fièvre, frissons, tachycardie, hypotension, etc…) après 

l'administration de faibles doses de LPS (35). Il existe même des cas d’intoxication au 

LPS donnant un tableau de pseudo-choc septique très complet (36). Les bacilles gram 

négatifs (BGN) sont les agents pathogènes les plus fréquemment identifiés chez les 

patients présentant un choc septique (5). Le traitement antibiotique pourrait augmenter 

la libération de ces molécules (37). La clairance du LPS par le foie après un épisode 

de sepsis joue un rôle clé dans la résolution de la maladie (38). 

En conséquence, la détection de LPS chez les patients septiques constitue un défi 

majeur et a été documentée dans plusieurs dizaines d’études, résumées dans une 

méta-analyse (39). A ce jour, la question de la valeur diagnostique et pronostique du 

LPS reste non résolue en raison des résultats contradictoires de ces études. En effet, 

certaines études retrouvent des résultats en faveur d’un intérêt de l’endotoxémie dans 

une population de patients fébriles, avec une spécificité de 96% et une VPN de 99% 

pour prédire l’évolution vers un sepsis (40,41), et une augmentation du risque de 

mortalité chez les patients en choc avec des valeurs élevées de LPS (41–43). La 

valeur pronostique du LPS est apparue particulièrement intéressante dans certaines 

situations cliniques comme les méningococcémies invasives (44) ou les neutropénies 

compliquant les hémopathies malignes (41). Dans une étude utilisant l’EAA (Endotoxin 

activity Assay) chez des patients de réanimation et des volontaires sains, Marshall et 

al. (45) retrouvaient des résultats similaires : les patients ayant des niveaux élevés de 

LPS étaient plus à risque de sepsis, présentaient des scores de gravité ainsi qu’un 

risque de décès plus élevés. 

 

Cependant, d’autres études ont retrouvé des résultats moins encourageants. Une 

méta-analyse récente (39) a récemment conclu qu’une endotoxémie n’était pas plus 

fréquemment détectée chez les patients avec une bactériémie à BGN (sauf pour 

Pseudomonas et Proteus) que chez les autres patients septiques. Globalement, moins 

des deux tiers des patients avec une bactériémie à BGN présentait une endotoxémie, 

et vice versa (46). Ce manque de corrélation avec le diagnostic d’infection à BGN est 

indépendant de la sensibilité du test LAL (Lysat d'amébocytes de limules, voir § II.B.1.) 
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utilisé (46). Ces résultats sont décevants car l’identification précoce du germe en 

cause faisait partie des attentes majeures placées dans cette voie. Une explication 

probable est le phénomène de translocation à travers la paroi intestinale fragilisée de 

BGN viables ou uniquement de LPS. Ce concept d’ « endotoxémie intestinale » est 

assez ancien et est avancé pour expliquer l’inflammation chronique constatée dans 

des maladies comme l’athérosclérose, le diabète ou la cirrhose métabolique (47). Au 

cours du sepsis, la fragilisation de la barrière hémato-intestinale, nouvellement décrite, 

pourrait amplifier ce phénomène (48). 

De plus, certains travaux ne retrouvent pas d’association entre l’endotoxémie et le 

risque de survenue de défaillance d’organes ou de décès (49–52), ou alors une 

association à la mortalité sans corrélation avec les défaillances d’organes (53). Par 

ailleurs, même dans les études retrouvant une corrélation entre l’endotoxémie et la 

mortalité, la différence entre les groupes (endotoxémie élevée ou non) dépasse 

rarement 20% (54).  

En réalité, toutes ces données récoltées sur l’endotoxémie au cours du temps sont 

très difficiles à comparer et à homogénéiser du fait des difficultés inhérentes au dosage 

de l’activité biologique du LPS. Les préparations de LAL  avaient initialement des 

sensibilités très différentes selon le fabricant, rendant leur interprétation quasi 

impossible pour certains (55). Ces tests sont encore relativement peu fiables avec une 

variabilité entre les fournisseurs avec un nombre important de faux positifs et de faux 

négatifs. Une étude récente a démontré que l’endotoxémie mise en évidence chez des 

patients dialysés chroniques était en fait attribuable à la présence de ß-glucanes (56). 

Ce facteur n’est quasiment jamais pris en compte dans les études citées plus haut, et 

représente donc un biais potentiel majeur. Enfin, l’enthousiasme des cliniciens pour la 

détection et le traitement de l’endotoxémie a été refroidi par de récents essais cliniques 

négatifs de l’hémoperfusion directe à la polymyxine B (PMX-B) dans le traitement du 

choc septique (57,58).  

Aujourd’hui, le LPS ne peut donc pas prétendre à être un biomarqueur fiable du sepsis, 

qu’il soit dû à des BGN ou à d’autres pathogènes, ni même à être un marqueur prédictif 

de sévérité ou de mortalité. Pourtant, cette molécule a bien un rôle central dans les 

interactions hôte-pathogènes dans un grand nombre (si ce n’est toutes) des 

pathologies infectieuses bactériennes sans parler des situations d’inflammation 

chronique comme l’obésité ou l’athérosclérose (59). C’est pourquoi l’intérêt de la 
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communauté scientifique ne faiblit pas, dans le but améliorer la détection du LPS et 

de comprendre les mécanismes biologiques à l’œuvre. 

 

II. Le lipopolysaccharide 

A. Bactériologie 

Les lipopolysaccharides (LPS) sont des macro-molécules essentielles à la structure 

de la paroi externes des bactéries à Gram négatif. Le LPS est le principal composant 

glycolipidique de cette paroi et recouvre environ 75% de sa surface avec jusqu’à 3 

millions de molécules de LPS pour une cellule d’Escherichia coli (60) (Figure 2).  

Schématiquement, les LPS comportent trois domaines structuraux (Figure 3) : 

- la chaîne O ou antigène O est une chaîne polysaccharidique, hydrophile 

- le noyau oligosaccharidique, composé d’une chaîne de sucres (heptoses et hexoses) 

plus ou moins longue, se terminant par deux (ou 3) unités KDO (keto-3-deoxy-

octonate). 

- le lipide A, lié au KDO, constitué d’un squelette de di-glucosamine lié à des chaînes 

acyles. Les acides gras composant ces chaines ont des longueurs variables mais les 

formes à 12, 14 et 16 atomes de carbone sont les plus communes (Figure 3). 
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Le lipide A est la partie la plus spécifique de la molécule. C’est ce composé qui est 

responsable de l’action pro-inflammatoire puissante du LPS. Ce mécanisme fait 

intervenir soit une reconnaissance par le complexe TLR4 / MD-2 à la surface des 

monocytes et des cellules endothéliales (62), soit une activation directe du 

complément (63).  

B. Méthodes conventionnelles de détection (activité biologique) 

1. Le test LAL 

Toujours utilisé comme référence aujourd’hui, le principe du test LAL a été découvert 

au 19e siècle par Howell, qui a décrit des phénomènes de coagulation du sang de la 

limule, un arthropode marin, lorsqu’il est infecté par des bactéries (64). Ce processus 

est le résultat de l'activation de la coagulase, une enzyme présente dans les 

amœbocytes de l'hémolymphe de la limule, par le LPS. Cette activation a lieu au terme 

d’une cascade enzymatique, à l’image de la cascade du complément chez les 

mammifères. Le LPS active le facteur C, qui lui-même va activer le facteur B, qui 

convertit ensuite la procoagulase en coagulase (65).  

Les tests biologiques utilisant le LAL utilisent la sensibilité de ce réactif pour révéler la 

présence de LPS. Les premiers tests utilisaient la gélification naturelle ou la turbidité 

comme mode de révélation du test. Actuellement, la plupart des tests utilisent une 

version chromogénique du test, remplaçant le coagulogène par un substrat 

chromogène spécifique de la coagulase, dont le produit du clivage (la paranitroaniline) 

va donner une couleur jaune dont l’absorbance peut être mesurée à 405 nm par un 

lecteur optique standard (Figure 4). Les tests de dernière génération uitlisent 

également un chromogène aux propriétés fluorescentes.  
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et n’est retrouvé comme les autres acides gras ß-hydroxylés, qu’à l’état de traces chez 

les vertébrés (72). Pour E. coli par exemple, quatre molécules de 3HM sont liées 

directement à l’ossature de glucosamines (2 liaisons amides, 2 estérifiées) (60).   

La détection de 3HM par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse a été réalisée avec succès dès 1978 (73,74). Cependant cette 

technique souffrait d’une faible sensibilité ainsi que d’un bruit de fond important jusqu’à 

récemment (75).   

Notre équipe a développé ces dernières années une technique plus performante de 

quantification par chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée à un 

spectromètre de masse en tandem (MS/MS) (76). L’analyse nécessite l’ajout d’un 

standard interne puis une première phase d’hydrolyse acide afin de séparer les acides 

gras du lipide A. Les acides gras libres sont ensuite extraits avec un solvant organique. 

La séparation des acides gras est ensuite réalisée dans un système d’HPLC, puis la 

détection est effectuée à l'aide d'un spectromètre de masse à triple quadripôle 

(MS/MS). Le principe de cette méthode est détaillé dans la Figure 6. 
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D.  LPS et lipoprotéines 

1. L’hyperlipidémie septique 

L’infection ou un contact expérimental avec les LPS isolés provoquent un grand 

nombre de modifications des paramètres biologiques. Les perturbations des 

paramètres lipidiques en font partie. Le terme « hyperlipidémie septique » a été décrit 

dès 1959 lors d’une épidémie de choléra, puis dans une population plus variée (77). 

Des études ont montré que cette hyperlipidémie était essentiellement liée à 

l’accumulation de VLDL (very low-density lipoproteins), mais aussi à d’autres 

lipides comme les triglycérides, les acides gras libres (78). Ces modifications seraient 

dues à une diminution du catabolisme et une augmentation de la production des 

lipoprotéines (79), régulées par la réponse cytokinique à l’infection. Cela suggère que 

les lipoprotéines jouent un rôle à part entière dans l’immunité innée (80). 

 

2. Interactions lipoprotéines/LPS 

L’étude de la distribution biologique du LPS lors d’une injection in vivo a mené à 

découvrir qu’il était en grande partie (>75%) (81) liée à la partie lipidique du plasma, 

notamment aux lipoprotéines HDL (high density lipoproteins) (82) et LDL (low density 

lipoproteins) (83), et que cette interaction se faisait en 2 étapes, la deuxième requérant 

la présence de sérum (84). Une fois lié aux lipoprotéines, le LPS perd une grande 

partie de sa capacité pyrogène. La liaison aux lipoprotéines abolit l’effet du LPS sur la 

mortalité de souris adrénalectomisées (84). En fait, l’affinité du LPS pour les 

lipoprotéines est si forte que les lipoprotéines peuvent induire un déplacement quasi-

complèt des LPS liés au récepteurs TLR4 à la surface de monocytes chargés en LPS 

(85).  

Il a été démontré ensuite que même les lipoprotéines ne contenant pas de cholestérol, 

et notamment les chylomicrons, sont capables de lier et neutraliser l’activité et la 

mortalité induite par le LPS (86). En réalité, ces découvertes mettent en évidence un 

« inhibiteur » majeur de la réactivité avec le LAL dans le plasma. Ainsi, les 

chylomicrons peuvent « absorber » une énorme quantité de LPS (>10 pg/mg), qui 

devient indétectable par le LAL après incubation (87).  

La liaison entre les lipoprotéines et le LPS n’est pas sous la dépendance d’un 

quelconque récepteur mais plutôt de nature hydrophobe. Les LPS se lient à la 
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monocouche lipidique des lipoprotéines, via une interaction entre les phospholipides 

de surface et le lipide A, qui est un glycolipide phosphorylé (88). En comparant la 

capacité de liaison des LPS avec les différentes lipoprotéines et particules lipidiques, 

une analyse statistique par régression linéaire a démontré que le seul facteur prédictif 

de l’affinité était leur teneur en phospholipides (89).  

 

3. Protéines de liaison et de transfert du LPS 

Comme évoqué plus haut, il est connu depuis longtemps que l’interaction LPS-

lipoprotéines est sous la dépendance de protéines sériques (84). Des protéines 

interagissant avec le LPS, la mieux connue est sans doute la LBP (LPS binding 

protein). La LBP a un rôle majeur dans l’activation de la réponse inflammatoire par les 

LPS en formant avec eux un complexe dans le plasma avant de faciliter l’interaction 

avec TLR4 (90). En milieu aqueux, les LPS forment des agrégats micellaires, voire 

des vésicules. La LBP facilite le transfert du LPS depuis sa forme micellaire vers CD14 

puis TLR4/MD-2 (91), mais aussi vers les lipoprotéines (85). Ainsi, la LBP participerait 

à la fois à l’activation cellulaire et au catabolisme des LPS, avec un bilan net 

probablement en faveur de l’activation. 

Cependant, le gène de la LBP appartient à la famille LT/LBP (Lipid transfer/LBP), 

codant pour des protéines qui sont toutes capables de lier le LPS. Cette famille 

comprend notamment la BPI (bactericidal permeability-increasing protein), la CETP 

(cholesterol ester transfer protein), et la PLTP (phospholipid transfer protein) (92). 

Notre équipe s’est intéressé particulièrement à la PLTP ces dernières années, et à son 

rôle dans le catabolisme et l’élimination du LPS (38).  

La PLTP est une protéine ubiquitaire ayant la propriété de lier et transférer de 

nombreux composé amphipathiques, notamment phospholipides, cholestérol, 

diacylglycérols (93). Elle est notamment retrouvée associée dans le plasma aux 

complexes protéiques de l’immunité innée (94). La PLTP est bien capable, comme la 

LBP, de lier les LPS sous forme monomérique à partir d’agrégats pour les transférer 

sur les lipoprotéines (95,96). Par ailleurs, notre équipe a démontré qu’il existait chez 

des souris déficientes en PLTP une accumulation de LPS dans la fraction non-

lipoprotéique du plasma aux dépens des HDL, ainsi qu’une augmentation des 

cytokines pro-inflammatoires et une diminution du contenu biliaire en LPS (97). Ces 

résultats ont été confirmés par d’autres équipes, qui ont retrouvé un important effet 
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protecteur de la PLTP sur la survie des souris exposées au LPS, qui semble 

indépendant de la taille des particules de HDL, sur laquelle la PLTP a également une 

influence (98).  

Récemment, notre équipe a mis au point un procédé de fabrication de PLTP humaine 

recombinante (rhPLTP). Grâce à une collaboration avec l’INRA de Jouy-en-Josas, un 

modèle de lapins transgéniques exprimant la PLTP humaine, sous la dépendance du 

promoteur WAP, a été développé. Les lapines sécrètent ainsi de grandes quantités de 

PLTP dans leur lait, qui peut ensuite être purifiée. Chez les souris déficientes en PLTP, 

l’administration intraveineuse de rhPLTP a permis d’améliorer drastiquement la survie 

après injection d’endotoxine, et même lors d’un sepsis poly microbien (ponction-

ligature caecale) (99). Chez les animaux ayant reçu la rhPLTP, l’excrétion biliaire de 

3HM était fortement augmentée, confirmant le rôle de la protéine dans le transport du 

LPS vers le foie. Malgré cette augmentation du passage hépatique de LPS, le tissu 

hépatique des souris ayant reçu la rhPLTP présentait moins de signes d’inflammation 

(99).  

 

4.  Modèle du « transport réverse » 

Notre équipe a donc largement contribué à la compréhension du métabolisme du LPS. 

En résumé ces recherches ont conduit à confirmer : 

- l’importance qualitative et quantitative de la liaison des LPS aux lipoprotéines,  

- le rôle de protéines de transfert des lipides, dont la principale semble être la 

PLTP, pour faciliter la désagrégation des LPS et leur prise en charge par les 

lipoprotéines, 

- l’élimination terminale du LPS par le foie via la sécrétion biliaire, 

- et enfin le rôle anti-inflammatoire protecteur de cette voie de retour hépatique. 

 

Au total, ces données décrivent une voie alternative à la voie pro-inflammatoire 

(passant par les leucocytes et cellules endothéliales exprimant TR4) qui conduit au 

transport du LPS jusqu’au foie via les lipoprotéines pour une excrétion biliaire terminale 

(Figure 7). Notre équipe a dénommé cette voie « transport reverse du LPS », par 

analogie au transport réverse du cholestérol (38). En effet, l’organisme n’étant pas 

capable de cataboliser ces lipides bactériens, l’excrétion biliaire constitue la seule voie 

d’élimination. 
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semble que le transport du LPS vers le foie dépende plus des LDL, 

probablement car l’excrétion des LPS nécessite l’internalisation complète de la 

particule.  

Il a été montré que PCSK9 est surexprimée au cours du sepsis (101), tout 

comme chez les patients hypercholestérolémiques (102). Dans une cohorte de 

patients en choc septique, Walley et al. (103) ont montré que les patients 

présentant une mutation avec perte de fonction de PCSK9 présentent un taux 

de survie significativement amélioré par rapport aux patients non mutés (72 vs 

61% de survie à J28), alors que l’effet inverse était constaté chez les patients 

présentant une mutation avec gain de fonction (57% de survie). L’inhibition de 

PCSK9 au cours du sepsis est donc une sérieuse piste thérapeutique qui 

semble capable d’accélérer le transport réverse du LPS (103). Les résultats 

précliniques sont malgré tout plutôt mitigés (104). 

 

- Enfin, l’épuration extra-corporelle du LPS apparaît comme une « troisième 

voie » possible pour shunter la voie naturelle du transport réverse du LPS. Cette 

voie est particulièrement intéressante car l’incapacité de l’organisme à 

cataboliser le LPS et d’autres PAMPs contribue probablement à la 

physiopathologie du sepsis.  

 

En effet, l’élimination des LPS (et des autres PAMPs lipidiques comme l’acide 

lipoteichoïque (LTA)) par le transport réverse peut être inefficace de plusieurs façons 

au cours du sepsis : 

- il peut être submergé par un inoculum bactérien trop important, 

- et/ou primitivement défaillant, un ou plusieurs des maillons de la chaîne du 

transport réverse faisant défaut : déficit en PLTP, dénutrition avec baisse des 

lipoprotéines, surexpression de PCSK9, défaillance hépatique, etc…  

Cette défaillance pourrait notamment expliquer l’augmentation de la sensibilité au LPS 

liée au vieillissement (105), et donc la moyenne d’âge élevée des patients atteints de 

sepsis. 
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III. Techniques d’épuration extracorporelle 

A. Hémoperfusion directe à la polymyxine B 

1. Principe, données in vitro et précliniques 

L’hémoperfusion directe à la polymyxine B (PMX-DHP) est une des techniques les 

plus anciennes et les plus utilisées. Les polymyxines sont des polypeptides 

cationiques amphipathiques dérivés de Bacillus polymyxa. Les polymyxines B et E 

(colistine) sont utilisées en pratiques clinique comme antibiotique efficace sur les BGN, 

mais leur usage est limitée par une importante toxicité rénale et neurologique. Leur 

pouvoir antibactérien est lié à leur capacité à lier de façon stable le LPS, de par leur 

caractère partiellement hydrophobe (106).  

L’épuration du LPS présente un intérêt ancien en clinique (traitement du sepsis), mais 

aussi pour purifier et décontaminer des solutions protéiques dans le domaine des 

biotechnologies. C’est dans ce contexte que la polymyxine a naturellement été choisie 

comme ligand dès les années 80. La polymyxine a été fixée d’abord sur des billes 

polymériques (SepharoseTM) et a montré une grande capacité d’épuration sur des 

solutions protéiques diverses (107), mais aussi dans des modèles animaux (108). 

Cependant une étude plus récente révélait que la polymyxine immobilisée sur ces 

substrats (y compris le dispositif clinique Toraymyxin® sur polystyrène) se libère en 

réalité du polymère, son action étant fortement diminuée par l’ajout d’un inhibiteur de 

la PMX soluble (109).  Dans cette étude rigoureuse, une diminution du LAL de 25 à 

35% seulement était constatée avec les différents dispositifs à la PMX (109). 

 

2. Essais cliniques 

Les premières études cliniques ont été menées au Japon sur un dispositif 

d’hémoperfusion directe (c’est à dire sur sang total) où la polymyxine B est immobilisée 

sur des fibres de polystyrène (Toraymyxin®, Toray Industries, Japon) (110). Malgré un 

petit nombre de patients (16 dans la première étude), Toraymyxin obtient le 

remboursement par la sécurité sociale japonaise. Ce traitement est donc largement 

utilisé dans ce pays depuis 1994 (111) pour les cas de sepsis sévère et choc 

septiques, classiquement avec 2 séances de 2 heures séparées de 12 heures. 

Pendant longtemps, aucun essai randomisé de grande envergure n’était disponible, et 
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ce traitement n’a pas été adopté par d’autres pays. Le premier essai pilote (n= 35) 

randomisé européen a été publié en 2005 (112), et retrouvait une amélioration 

hémodynamique mais sans différence de mortalité, et surtout sans diminution 

significative du LPS évalué par le LAL. Par la suite, l’essai multicentrique italien 

EUPHAS (n= 64) a également retrouvé un impact favorable du traitement sur les 

paramètres hémodynamiques (pression artérielle et doses de vasopresseurs), mais 

aussi une diminution de la mortalité (113). Les résultats de cet essai ont été critiqués 

car les inclusions ont été arrêtées prématurément en raison de la positivité de l’analyse 

intermédiaire. En 2018, les résultats très attendus de l’essai nord-américain 

EUPHRATES ont été publiés (57). Dans cet essai très bien construit, des patients en 

choc septique ont été inclus et randomisés entre PMX-DHP (2 séances de 2 heures) 

et placebo (hémoperfusion « factice »). La particularité de cet essai était de ne 

sélectionner que des patients chez qui un taux élevé de LPS était détecté, par une 

technique rapide de chimiluminescence sur sang total évoquée plus haut (EAA), quelle 

que soit l’origine et/ou la documentation bactériologique du sepsis. Ainsi, 450 patients 

ont été inclus sur 792 patients ayant passé le test sanguin. Il n’y avait aucune 

différence significative entre les 2 bras en ce qui concernait la mortalité à 28 jours. De 

plus, malgré la sélection de patients « endotoxémiques » et la réalisation de 2 séances 

d’hémoperfusion, aucune différence significative sur le taux de LPS mesuré par EAA 

n’a été retrouvée… Un autre essai randomisé, sélectionnant des patients en choc 

septique sur une péritonite (a priori plus à risque d’endotoxémie, mais sans dosage 

« sélectif ») , s’est avéré négatif avec même une augmentation (non significative) de 

la mortalité dans le bras PMX-DHP (58). 

Dans ce contexte, le traitement par PMX-DHP est actuellement dans l’impasse et il 

paraît peu probable qu’il fasse l’objet d’autres autorisations et/ou recommandations, 

même si d’autres essais sont en cours. 

 

B. Autres méthodes d’épuration extracorporelle du LPS 

1. Épuration extra-rénale par hémodialyse et hémofiltration 

L’intérêt de l’épuration extra-rénale (EER) précoce au cours du sepsis a fait l’objet d’un 

débat acharné, générant des centaines de publications sur les 20 dernières années. 
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D’un point de vue clinique, ce débat est en passe d’être tranché, de nombreuses 

publications récentes suggérant l’absence de bénéfice à réaliser une EER précoce 

(114,115).  

Pour les tenants d’une EER précoce, la détoxification des endotoxines et cytokines, 

notamment par l’hémofiltration, est un argument physiopathologique majeur et 

récurrent, encore aujourd’hui. En ce qui concerne le LPS, cet argument est infondé. 

En effet, sous sa forme monomérique (12 kDa pour E. coli O55B5), une molécule de 

LPS pourrait passer à travers les pores d’une membrane d’épuration extra-rénale 

(environ 40 kDa). Cependant, en solution aqueuse, les LPS n’existent pas sous cette 

forme et forment des agrégats micellaires dont la masse peut dépasser 1000 kDa. 

L’incapacité de l’hémofiltration à épurer le LPS a d’ailleurs été démontrée par des 

modèles animaux (116). Cependant, les firmes ont développé des membranes 

spécifiques capables d’associer hémofiltration à haut volume et adsorption de LPS 

(117) et/ou de cytokines (118). Notamment, l’hémofiltre oXiris® (Baxter, USA) est doté 

d’une membrane fonctionnalisée avec des molécules d’héparine ainsi qu’une couche 

de polyéthylène imine (PEI), un polymère cationique dont les charges positives 

auraient la capacité de lier le LPS, porteur de charges négatives au niveau des 

phosphates du lipide A (119). Des études cliniques sont en cours (117). Au début de 

ce travail, nous avons testé cette membrane avec d’autres en utilisant un modèle 

d’EER continue sur du sang total issu de l’établissement français du sang (2 poches 

pour un volume d’environ 900 ml), dans lequel du LPS était ajouté et incubé avant de 

circuler sur un circuit d’épuration clinique (machine Multifiltrate®, Fresenius, 

Allemagne). La membrane oXiris®, comme les autres membranes y compris à haut 

cutoff (EMIC2®, Fresenius), n’a pas montré d’efficacité dans ce modèle pour diminuer 

la concentration de LPS estimée par le 3HM (Figure 8). 

 

Figure 8 : Évolution des taux de 3HM au cours du temps dans un modèle d’épuration 

ex-vivo avec sang total humain enrichi en LPS sur machine Multifiltrate® (Fresenius) 
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Les valeurs de 3HM (3-hydroxy myristate) sont exprimées en valeur relative par rapport à la 
concentration à T0 (=1). Toutes les séances ont été réalisées avec du sang total humain sauf une avec 
du sérum salé isotonique (en rouge). Séances CVVHD et CVVH réalisées avec une membrane 
Polysulfone AV1000 S (Fresenius). 
CVVHD : continuous veno-venous hemodialysis ; CVVH : continuous veno-venous hemofiltration 

 

 

2. MATISSE 

Le système MATISSE (Fresenius, Allemagne) est basé sur les capacités de fixation 

de l'endotoxine de l'albumine humaine, immobilisée sur des billes de polyméthacrylate 

dans la cartouche. Des expériences in vitro ont montré des résultats favorables, et des 

études précliniques de phase I ont démontré la sécurité du dispositif (120). Cependant, 

les résultats d’un essai randomisé sur 145 patients atteints de sepsis sévère ou de 

choc septique ont été décevants, ne montrant pas d'amélioration significative des 

défaillances d’organe ni de la survie (121).  

 

3. CTR (Lixelle) 

Une autre méthode d'adsorption utilise un adsorbant appelé CTR, qui contient un 

composé organique hydrophobe (partie liant le LPS) fixée à des billes de cellulose 

poreuses. Ce dispositif est basé sur le système Lixelle (Kaneka Corporation, Osaka, 

Japon), qui est utilisé pour adsorber la β2-microglobuline dans le traitement de 

l'amylose liée à la dialyse (122). La colonne Lixelle et sa version modifiée CTR ont 
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toutes deux montré une réduction de la mortalité chez des rats exposés au LPS (123). 

Cependant, seules deux études préliminaires chez l'homme ont été effectuées, avec 

des résultats positifs intermédiaires sur les cytokines et l’oxygénation pulmonaire 

(124). 

 

4. ALTECO 

Le système d'adsorption Alteco LPS Adsorber (Alteco Medical, Lund, Suède) est 

constitué d'un polypeptide synthétique adsorbant le LPS, lié à des disques de 

polyéthylène poreux. Seules de petites études cliniques négatives ou peu 

convaincantes ont été menées, ainsi qu’un essai randomisé, négatif et arrêté 

précocement (125).    

 

5. La plasmaphérèse 

La plasmaphérèse consiste à retirer la quasi-totalité du volume plasmatique circulant 

(environ 3 litres) au cours d’une séance d’une à quatre heures en séparant, via une 

circulation extracorporelle, le plasma des éléments figurés par centrifugation ou 

filtration. Le volume retiré est compensé par du plasma issu de donneurs ou par de 

l’albumine humaine selon la situation clinique. D’un point de vue théorique, cette 

technique pourrait sembler la plus efficace pour extraire un maximum de LPS du 

compartiment vasculaire. C’est pourquoi la plasmaphérèse a été testée dans certaines 

indications cliniques et dans des modèles animaux d’endotoxémie (126). Dans les 

méningococcémies invasives, un type d’infection à diplocoques Gram-négatif 

(Neisseiria meningitidis) à l’origine d’une morbi-mortalité dramatique chez des enfants 

et adultes jeunes, de nombreux cas cliniques et petites séries encourageants ont été 

rapportés mais aucun essai contrôlé n’a été réalisé (127), et il n’y a quasiment aucune 

donnée sur la diminution éventuelle de l’activité du LPS.  

C. LDL-aphérèse 

1. L’hypercholestérolémie familiale 

L’hypercholestérolémie familiale (HF) est l’une des maladies héréditaires les plus 

fréquentes avec dix millions de personnes atteintes dans le monde. L’HF est causée 
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le plus fréquemment par des mutations sur le gène du récepteur aux LDL, mais il a 

également été décrit que des mutations sur les gènes de l'apolipoprotéine B et de 

PCSK9 produisent le même phénotype. L’hypercholestérolémie est presque toujours 

due à une augmentation du taux de LDL-cholestérol (LDL-c), généralement associée 

à une augmentation des VLDL et à une diminution des HDL. Ces perturbations 

accélèrent le développement de l'artériosclérose, en particulier coronarienne. L'HF a 

une prévalence de 1/500 sous forme hétérozygote et 1/1 000 000 sous forme 

homozygote. Les patients atteints d'HF homozygote décèdent presque tous d’une 

maladie coronarienne avant l'âge de 30 ans, en l’absence de traitement (128).  

Dans les formes d’HF les plus graves notamment homozygotes, les mesures hygiéno-

diététiques et les traitements hypolipémiants disponibles sont souvent insuffisants. 

L’épuration extracorporelle du LDL (LDL-aphérèse) est alors un traitement de choix 

pour limiter la progression de l’athérosclérose en diminuant le taux de LDL-c au 

maximum (129). C’est une approche thérapeutique agressive, couteuse, développée 

comme traitement de secours et justifiée par la gravité du pronostic de ces patients et 

par son efficacité sur la survie à long terme dans la forme homozygote (130), avec une 

régression possible des lésions d’artériosclérose sous traitement (131). Le traitement 

est réalisé dans l’un des 17 centres référents en France, qui prennent en charge une 

centaine de patients au total (132). 

 

2. Techniques de LDL-aphérèse 

Les échanges plasmatiques ont d’abord été utilisés pour contrôler des cas 

d’hypercholestérolémie sévères « historiques » (133). Par la suite, un système de 

plasmaphérèse par double filtration en cascade (DFPP) a été développé au Japon 

(134).  Ce dispositif a permis d’améliorer un peu les résultats obtenus avec la 

plasmaphérèse classique, et il est toujours disponible aujourd’hui, commercialisé par 

2 fabricants (Cascadeflo®, Asahi, Japon ; et Monet®, Fresenius, Allemagne). Le 

principe est détaillé dans la figure 8. Les performances ont été améliorées avec une 

diminution du LDLc de 56-62% (132). Cependant, de grandes quantités d’albumine 

ainsi que des HDL sont également épurés, ce qui peut être délétère.   

 

Figure 8 : Système de plasmaphérèse par double filtration (DFPP) 
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En rouge, le sang du patient est d’abord filtré par le premier filtre (« plasmafiltre ») avec une membrane 
à très haut seuil de séparation ou cutoff (2 000 kDa) ne gardant que les éléments figurés. En orange, le 
plasma ainsi filtré passe à travers un 2e filtre avec une membrane à cutoff plus bas (1000 kDa) qui va 
garder les plus grosses particules dont les lipoprotéines qui vont être évacuées avec l’effluent, en vert. 
Le liquide filtré est restitué après le plasmafiltre avec un ajout de soluté de substitution pour compenser 
les pertes.  

 

 

Dès les années 1980, des systèmes d’élimination sélective des LDL utilisant leurs 

propriétés physico-chimiques ont été développés selon 3 grands principes : 

- l’immunoadsorption (TheraSorbTM, Miltenyi Biotec, Allemagne) par des 

anticorps de mouton dirigés contre l’apolipoprotéine B, présente à la surface 

des LDL (135) 

-  la précipitation des LDL en milieu acide avec l’héparine dans le système HELP 

(Heparin-induced Extracorporeal LDL Precipitation, B. Braun, Allemagne).  

- la charge électrique du LDLc (Liposorber® et DALI®) 

 

Ces 2 dernières techniques basées sur le principe d’adsorption électrostatique sont 

les plus utilisées en France, devant la DFPP. Dans le cas de Liposorber® (Kaneka 

Corporation, Allemagne), les billes sont chargées de sulfate de dextran (figure 

9A) (136); pour DALI® (Fresenius, Allemagne), les billes de polyacrylamide sont 

recouvertes de polyacrylate (figure 9B) (137). Dans les deux cas, de nombreuses 

charges négatives sont présentes à la surface des billes, et vont attirer et immobiliser 

les particules de LDL portant des charges positives sur l’apolipoprotéine B affleurant 
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Article n°1 

I. Introduction  

L’objectif de ce travail était d’utiliser la technique de détection du LPS par 

spectrométrie de masse (3HM) pour mieux décrire la distribution et l’évolution des taux 

de LPS chez des patients admis en réanimation, présentant des critères de sepsis ou 

non, mais aussi chez des personnes volontaires sans pathologie aiguë. Comme on l’a 

vu plus haut, les travaux descriptifs utilisant le LAL en réanimation ont conduit à des 

résultats contradictoires et parfois contre-intuitifs. Notamment, l’absence de corrélation 

franche et reproductible entre la présence de BGN dans les hémocultures et l’activité 

endotoxine mesurée par le LAL (39). La mesure de la concentration de 3HM permet 

une quantification plus exacte du LPS circulant car elle permet d’accéder à la plus 

grande partie du LPS qui est intégrée aux lipoprotéines dans la circulation (81). Notre 

hypothèse de départ était donc que la quantification du 3HM allait complètement 

changer la vision de l’endotoxémie et probablement permettre d’obtenir une meilleure 

corrélation entre les données cliniques (sévérité, bactériémie à BGN) et le taux effectif 

de LPS. Un autre problème était que, cette technique étant encore assez « jeune », 

nous ne disposions pas encore de données sur les taux « normaux » observables chez 

des sujets sains.  

Pour répondre à ces différentes questions, nous sommes partis d’une étude clinique 

observationnelle menée entre 2013 et 2016 dans plusieurs centres de réanimation, et 

pour laquelle une collection biologique (aliquots de plasma) avait été récoltée et 

conservée au Centre de Ressources Biologiques Ferdinand Cabanne (CHU Dijon). 

Cette étude, l’étude IVOIRE, avait pour objectif principal d’évaluer l’impact de la 

vulnérabilité socio-économique des patients sur la sévérité clinique à l’admission et 

l’évolution en réanimation. Les échantillons étaient disponibles à l’admission pour les 

patients inclus à Dijon (n=507) et des prélèvements avaient été réalisés à d’autres 

temps au cours du séjour. Les critères d’inclusion étaient essentiellement la présence 

d’une thérapeutique de suppléance d’organe (catécholamines, épuration extra-rénale, 

ventilation mécanique, oxygénothérapie à haut débit). Cette population présentait 

l’avantage d’englober différents types de diagnostics, et le cahier de recueil des 

données (CRF) comprenait ces informations avec classification en critères de 
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syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), sepsis, sepsis sévère ou choc 

septique (définitions « Sepsis 2 » en vigueur à l’époque (2)). Les données de 

bactériologies étaient cependant incomplètes, et un travail de recueil rétrospectif de 

données a été nécessaire pour les patients qui présentaient une bactériémie (n=60). 

Afin d’obtenir des données chez des personnes « saines », nous avons procédé au 

recrutement de volontaires avec l’aide du Centre d’Investigation Clinique (CIC). Sur le 

plan éthique, l’étude IVOIRE n’étant pas clôturée, nous avons pu faire passer un 

amendement au comité de protection des personnes (CPP) autorisant le recrutement 

des témoins pour analyses complémentaires, avec l’édition des formulaires de 

consentement et d’information correspondants. Nous avons pris soin de sélectionner 

ces témoins pour que la distribution des âges correspondent à notre cohorte clinique.  

Les résultats de ce travail sont présentés sous la forme d’un article présenté ci-après, 

accepté le 10 aout 2019 dans le journal Intensive Care Medicine (format Letter to the 

Editor). 

 

II. Article (tel qu’accepté pour publication dans Intensive Care Medicine) 
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Dear Editor, 

Lipopolysaccharide (LPS) has a pivotal role in sepsis pathophysiology, but its measurement 

with limulus amœbocyte lysate (LAL) and other bioassays yielded conflicting results in clinical 

studies [1]. We developed a mass spectrometry method retaining LAL’s sensitivity in plasma 

for LPS quantitation, using a specific compound, 3-hydroxy myristate (3HM). When LPS is 

spiked in plasma, 3HM concentration remains stable, whereas LAL reactivity is decreasing 

rapidly over time [2]. In this observational study, we used 3HM to describe LPS concentration 

in a cohort of critically ill patients and in healthy control subjects. 

Samples of 507 patients and 49 control subjects were analysed (methods and characteristics 

of patients are detailed in supplementary material), independently and blindly from clinical 

data. Patients were classified as septic (sepsis and septic shock), or non-septic (distribution of 

patients is detailed in Figure 1A&B). Septic patients had significantly higher 3HM levels when 

compared to non-septic patients (127 ± 75 vs 112 ±62 pmol/ml, p=0.02). Moreover, 3HM levels 

were significantly higher in septic shock patients compared to sepsis patients, although they 

were similar between non-septic patients and controls (Figure 1A). Compared to baseline, 

3HM levels decreased by 5-days in septic shock patients, and to a lesser extent in sepsis and 

non-septic patients (eFigure-1). In patients with Gram negative bacteraemia (GNB), 3HM 

levels were not significantly higher than in patients without bacteraemia or with non-GNB 

bacteraemia. LAL levels in septic patients were not significantly different from non-septic 

patients (1.00 ± 0.98 EU/ml vs 0.87 ± 0.67 EU/ml, p=0.10). Nevertheless, all patients’ 

categories had significantly higher levels compared with controls, unlike 3HM (Figure 1B). As 

previously demonstrated in mice [2], the correlation between 3HM and LAL levels was weak 

but significant in septic patients (Figure 1C). In septic patients, 3HM levels were significantly 

lower in survivors compared to non-survivors (130 ±78 vs 146 ±71 pmol/ml, p=0.03, figure 1A). 

Ninety-day survival of septic patients was of 58% in the first quartile and 38% in the fourth 

quartile of 3HM (Figure 1D, p=0.002). Our group contributed to demonstrate the pivotal role of 

lipoproteins [3] and phospholipid transfer protein (PLTP) [4] in the clearance of LPS. We 

confirmed that both HDL and LDL cholesterol levels were significantly lower in septic patients 

compared to non-septic patients (p<0.001, eFigure-2). PLTP was positively correlated with C-

reactive protein (r=0.64, p<0.0001) and significantly higher in septic compared to non-septic 

patients (eFigure-2).  

3HM quantitation suggests that LPS is present in the circulation of non-septic critically ill 

patients and “healthy” controls. These results should be confirmed, but could be explained by 

diet-induced translocation from the gut [5]. We’ve found that this LPS burden is significantly 

higher in septic patients, and especially non-survivors. This could be the result of higher 

bacterial load in these patients, vascular-gut barrier alteration, but also of a decrease in the 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Patients and methods 

 

Study population 

This study used data from the French multicentre IVOIRE cohort study, an observational study 

designed to assess the impact of socio-economic deprivation on the severity of illness at ICU 

admission and on mortality. All patients aged ≥ 18 years admitted to the ICU in 8 participating 

centres in France and receiving at least one life support therapy for organ failure (e.g. 

mechanical ventilation, vasopressors or inotropic agents, renal replacement therapy, high flow 

nasal cannula) were eligible for inclusion. The IVOIRE study received approval from the local 

Ethics Committee (Comité de Protection des Personnes Est I) under the number 2013/15. It 

was registered with ClinicalTrials.gov under the identifier NCT01907581. All patients and/or 

their next of kin were informed and consent was documented in the patients’ medical records 

by the investigator.  

The present study is a biological substudy of the IVOIRE cohort, in which only critically ill 

patients enrolled at the ICU of Dijon university hospital were included. Patients (or their next 

of kin) were informed and signed an additional, specific consent form authorizing the 

conservation and utilization of biological samples. Plasma samples were collected on the day 

of inclusion (< 24 hours since ICU admission, Day 1) and on the fifth day after admission (Day 

5). The samples were processed following a strict protocol, 1 hour maximum after sampling, 

with protocolized centrifugation and immediate freezing at -80°C, then transferred for storage 

at the biobank facility of Dijon University Hospital (Centre de Ressources Biologiques 

Ferdinand Cabanne).  

Additionally, we recruited 49 healthy ambulatory volunteers to describe normal values of 

circulating 3HM. Volunteers were recruited with an age distribution matching that of critically ill 

patients. Each volunteer provided informed consent. Exclusion criteria for volunteers were: 

recent surgery (<30 days) or dental care (< 72 hours), any current or recent (<30 days) 

infectious episode with antibiotic therapy, current or recent (<30 days) immunosuppressant 

therapy including corticosteroids. 

LPS analysis 

LPS was quantified using a mass spectrometry (LC-MS/MS) patented method (EndoQuant) 

for detection of 3HM. For this purpose, two aliquots of plasma (50µl) are spiked with 4 pmol of 
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internal standard (3-hydroxytridecanoic acid). For total 3HM quantitation, samples were 

hydrolysed with HCl 8 M for 3 h at 90°C. Free fatty acids were then extracted with hexane/ethyl 

acetate 3/2 mix, and resuspended in ethanol after vacuum evaporation. Fatty acid separation 

was performed in an Infinity 1260 HPLC binary system (Agilent) equipped with a ZORBAX SB-

C18 C18 50 x 2.1 mm 1.8 µm column (Agilent) set at 30°C. MS/MS detection was performed 

using a QQQ 6490 triple quadruple mass spectrometer (Agilent) equipped with a Jet-Stream 

ESI source. Quantitation of 3OH-fatty acids was performed by negative SRM mode as 

previously described [1, 2]. The limulus amoebocytes lysate (LAL) assay was also used in 

parallel (LAL chromogenic endpoint assay, Hycult Biotech). 3HM quantitation and LAL assays 

were both performed and analysed independently from each other in all patients and controls.  

Other analyses 

Plasma total cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides were analysed 

with INDIKO® analyser (ThermoScientific, France); plasma cytokines (IL-6, IL8, IL-10, TNFα, 

IL-1β) were analysed with Milliplex MAP Cytokine Panel kits (Millipore, Billerica) with a 

LuminexR® apparatus (Bio-Plex 200, BioRad, Germany); phospholipid transfer protein (PLTP) 

activity was analysed using a specific kit from Sigma Aldrich (France). 

 

Severity of illness assessment 

Baseline severity of illness was assessed using the Simplified Acute Physiology Score (SAPS 

II), and the degree of baseline organ dysfunction was quantified using the Sequential Organ 

Failure Assessment (SOFA) score [3]. Patients were prospectively classified into subgroups 

according to the Sepsis-2 definitions (in use at the time of the study design), namely: systemic 

inflammatory response syndrome (SIRS), severe sepsis, and septic shock [4]. However, for 

clarity, we used the term “sepsis” in the manuscript to designate severe sepsis patients.  

 

Statistical analysis 

Quantitative variables are presented as mean ± standard deviation (SD) or median (Inter-

Quartile Range, IQR) as appropriate, and qualitative variables as number (percentage). 

Analysis of variance was used to compare 3HM levels between the different groups according 

to sepsis severity and accordingly to level of bacteraemia (no bacteraemia, no GNB, GNB). IL-

6 values were log-transformed in order to meet the conditions for ANOVA. Post-hoc analyses 

were conducted for two-by-two comparisons between subgroups using t test or Wilcoxon test 

as appropriate. Kaplan-Meier survival curves according to quartiles of 3HM were drawn and 

compared with a log-rank test. The course of 3HM levels between day 1 and day 5 was 

assessed using paired t-tests. Correlations between PLTP levels and 3HM, CRP and IL-6 

levels, and LAL and 3HM levels, were assessed using Spearman’s correlation coefficient. All 
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analyses were performed using SAS version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) with a 

significance threshold set at 0.05. 
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Supplementary Table 1: Comparisons of biomarkers levels between diagnosis categories 

 

 

CI: confidence interval 

* p-value from analysis of variance with controls as reference 

** IL-6 values were log-transformed in order to meet the conditions for ANOVA  

 

  

 
3HM  

(pmol/ml) 

LAL  

(EU/ml) 
Log[IL-6] ** 

PLTP  

(pmol/µl/h) 

Total cholesterol  

(mmol/l) 

 Mean [95% CI] p * Mean [95% CI] p * Mean [95% CI] p * Mean [95% CI] p * Mean [95% CI] p * 

Controls 96 [77;116] - 
0.16 [-

0.08;0.41] 
- -0.82 [-1.42;-0.23] - 54 [21;87] - 5.15 [4.34;5.94] - 

No SIRS 115 [101;130] 0.13 0.76 [0.57;0.95] <0.01 3.36 [2.91;3.81] <0.01 179 [154;205] <0.01 9.30 [8.71;9.90] <0.01 

SIRS 104 [83,1;125] 0.59 1.1 [0.83;1.37] <0.01 3.94 [3.29;4.59] <0.01 202 [165;238] <0.01 9.04 [8.17;9.95] <0.01 

Sepsis 103 [88;118] 0.60 0.98 [0.79;1.17] <0.01 4.08 [3.62;4.54] <0.01 242 [216;268] <0.01 8.01 [7.46;8.71] <0.01 

Septic shock 134 [126;142] <0.01 1.01 [0.91;1.11] <0.01 5.51 [5.27;5.75] <0.01 279 [265;293] <0.01 6.72 [6.51;7.16] <0.01 
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Supplementary Table 2: Characteristics of critically ill patients and control subjects 

 

Controls 

n=49 

All 

n=507 

No SIRS 

n=87 

SIRS 

n=41 

Sepsis 

n=83 

Septic 

shock 

n=296 

Age (years) 64.4 ±16 67.5 ±14.5 64.3 ±16.1 62.5 ±15.2 68.5±13.2 68.8 ±14 

Women 24 (49) 179 (35) 33 (38) 17 (41) 25 (30) 104 (35) 

SOFA - 9.3 ±3.9 7.3 ±3.6 7.3 ±4 6.2 ±2.6 11.1 ±3.2 

SAPS II - 55.3 ±18.8 51.9 ±17.9 50.5 ±15.7 47.2 ±14 59.2 ±19.6 

ICU days - 9.1 ±14.7 7.7 ±12.2 6.7 ±12 7.5 ±9.3 10.3 ±16.8 

Site of infection       

Lung - 244 (48) 8 (9) 13 (32) 50 (60) 173 (59) 

Digestive - 29 (6) 0 (0) 1 (2) 6 (7) 22 (7) 

Urinary tract - 197 (39) 5 (6) 7 (17) 42 (51) 143 (48) 

Other - 110 (22) 2 (2) 3 (7) 24 (29) 81 (27) 

Laboratory values       

Positive blood 

cultures 
- 60 (12) 1 (1) 1 (2) 12 (14) 46 (16) 

Of which GNB - 24 (5) 1 (1) 0 (0) 4 (5) 19 (6) 

CRP (mg/L) 4.1 ±6 134 ±112 51 ±61 83 ±75 139 ±104 164 ±116 

Il-6 (pg/mL) , 

median [IQR] 

0.6 

[0.2;1.6] 
80 [28;340] 30 [14;36] 43 [19;132] 51 [17;184] 

151 

[47;1115] 

Total cholesterol 

(mmol/L) 
5.15 ±1.03 7.75 ±3.10 9.30 ±2.84 9.04 ±3.36 8.01 ±3.10 6.72 ±2.84 

HDL-cholesterol 

(mmol/L) 
1.67 ±0.44 2.07 ±1.29 2.84 ±1.29 2.58 ±1.29 2.07 ±1.29 1.81 ±1.03 

LDL-cholesterol 

(mmol/L) 
3.10 ±0.90 3.88 ±2.33 4.91 ±2.58 4.65 ±2.84 3.88 ±2.07 3.10 ±2.33 

PLTP (pmol/µL/h) 54 ±13 249 ±130 179 ±69 202 ±96 242 ±117 279 ±141 

Treatment (n, %)       

Invasive 

ventilation 
- 408 (81) 70 (80) 37 (90) 57 (69) 244 (82) 

NIV - 109 (22) 18 (21) 3 (7) 27 (33) 61 (21) 

Vasopressors - 373 (74) 38 (44) 17 (42) 22 (27) 296 (100) 

RRT - 132 (26) 12 (14) 4 (10) 20 (24) 96 (32) 

Death (n, %)       

In ICU - 150 (30) 17 (20) 11 (27) 18 (22) 104 (35) 

At 90 days - 229 (45) 28 (32) 16 (39) 40 (48) 145 (49) 

 

CRP: C-reactive protein; GNB: gram-negative bacteria; HDL: high-density lipoproteins; ICU: intensive 

care unit; LDL: low-density lipoproteins; NIV: non-invasive ventilation; PLTP: phospholipid transfer 

protein; RRT: renal replacement therapy; SAPS: simplified acute physiology score; SIRS: systemic 

inflammatory response syndrome; SOFA: sequential organ failure assessment 
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eFigure-1: Evolution of 3HM levels at day 5 compared to baseline in 154 patients, according 

to diagnostic category.  

p values for paired t-tests between day 1 and day 5 measurements: *** <0.001, ** <0.01, * 

<0.05, ns: non-significant (p=0.06 for sepsis patients); SIRS: systemic inflammatory response 

syndrome 

 

 

 

 

 

eFigure-2: Distribution of HDL, LDL cholesterol levels and PLTP activity in the study 

subpopulations. ***: p<0.001 
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III. Résultats et conclusion 

Les résultats obtenus au cours de cette étude furent surprenants à bien des égards. 

Le test LAL et la quantification du 3HM par spectrométrie de masse sont deux analyses 

biologiques qui cherchent à étudier par des moyens très différents la présence de la 

même molécule, le LPS. Cependant, dans la publication princeps décrivant notre 

méthode de détection du 3HM, notre équipe décrivait déjà une corrélation significative 

mais imparfaite entre les deux techniques pour le dosage de LPS dans du plasma de 

souris après injection intra-péritonéale de LPS (R2 = 0,39) (76). Les résultats de notre 

étude de cohorte confirment une corrélation toujours significative mais encore bien 

plus faible dans le plasma de patients présentant un sepsis (coefficient de corrélation 

de Spearman r= 0,39 ; R2 = 0,02). Cela suggère que ces deux grandeurs (activité 

endotoxine du LAL et concentration de 3HM) donnent des informations très différentes 

sur le LPS. Alors que la réponse au LAL n’était pas différente entre les patients 

septiques et non-septiques, le taux de 3HM était significativement plus élevé chez les 

patients septiques. De même, les patients septiques non-survivants avaient des taux 

plus élevés de 3HM. En réalité, seuls les patients les plus graves ont un taux de 3HM 

plus élevé : les patients présentant un choc septique ont des taux de 3HM 

significativement plus élevés que les patients avec un sepsis sans choc, eux-mêmes 

ayant des taux non significativement différents des patients non septiques (Figure 1A). 

Par ailleurs, il n’y avait pas dans notre cohorte de différence significative entre les taux 

de 3HM des patients avec bactériémie à BGN et ceux des patients avec bactériémie 

non-BGN ou sans bactériémie. Ce résultat se rapproche de ce qui est connu et décrit 

dans la littérature pour l’endotoxémie décrite par le LAL (50) (certaines études 

retrouvant tout de même une concordance avec la présence de BGN (45)). Au total, 

on ne peut donc pas dire que notre technique de détection par le biais du 3HM apporte 

une vision vraiment nouvelle de l’endotoxémie au cours du sepsis, qui reste en tant 

que telle une variable peu pertinente cliniquement.   

En revanche, notre étude apporte une information majeure sur la quantité de LPS 

présente dans la circulation chez des personnes saines, sans pathologie aiguë ou 

chronique connue pour être associée à une endotoxémie. Ce LPS « physiologique » 

est très probablement intégré aux lipoprotéines, ce qui explique son absence de 

réactivité avec le LAL. Ainsi dans notre étude il existe une franche différence entre les 

niveaux de réactivité au LAL entre les témoins et les patients de réanimation 
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(septiques ou non), alors que la différence de taux de 3HM est très faible et d’ailleurs 

non significative (Figure 1A&B). Nous pensons que cela constitue une authentique 

découverte, très importante pour la compréhension de ce qu’on appelle encore 

l’endotoxémie. L’endotoxémie ne serait donc pas uniquement une situation 

pathologique, observée uniquement lors de pathologies infectieuses ou provoquant 

une majoration de la perméabilité de la barrière intestinale, mais plutôt un phénomène 

physiologique observable chez tout individu. Si ce phénomène n’a pu être observé et 

décrit jusqu’ici, c’est parce que nous disposions d’un outil incomplet, le LAL et ses 

dérivés, incapable de réagir avec le LPS lorsqu’il est associé à d’autres lipides, 

typiquement lorsqu’il est intégré aux lipoprotéines. Cette association rapide et massive 

dans le plasma est d’ailleurs un fait connu de longue date, mais qui nécessitait des 

méthodes lourdes pour être mise en évidence, comme par exemple l’utilisation de LPS 

radio marqué (81). Notre méthode par spectrométrie de masse permet également de 

retrouver la totalité du LPS dans un échantillon biologique, contrairement au LAL (76). 

Le taux de 3HM retrouvé chez les patients en sepsis, même lors d’une bactériémie à 

BGN, est du même ordre de grandeur que les taux observés chez les témoins, même 

si il est significativement plus élevé chez les patients en choc septique (96 [77 ;116] 

vs 134 [126 ;142] pmol/ml).  Si l’on admet que le 3HM retrouvé dans le plasma des 

sujets contrôle correspond bien à du LPS (ce qui devra être confronté à d’autres 

études), cela introduit un changement majeur dans la vision actuelle de l’immunité anti-

infectieuse innée. La « théorie du danger » (139,140) a remplacé la théorie du non-

soi, lorsque la voie TLR a été décrite. D’après ce paradigme, des quantités 

infinitésimales de PAMPs sont nécessaires et suffisantes pour activer le système 

immunitaire inné, ce qui est vérifié expérimentalement notamment par un modèle 

d’endotoxémie humaine ou 2 ng/kg de LPS intraveineux suffisent à déclencher une 

réponse systémique complète (141), la dose de 1 microgramme étant létale en 

intraveineux (142). Cette théorie du danger implique l’existence d’une barrière entre le 

milieu intérieur et extérieur (y compris la lumière du tube digestif) empêchant la 

pénétration non seulement des pathogènes vivants mais aussi des molécules de 

danger (PAMPs), qui sont capables à elles seules de déclencher une réaction 

systémique fatale.   

Or, la concentration de 3HM retrouvée chez les témoins dans notre étude équivaut à 

plus de 250 nanogrammes de LPS d’E. coli O55:B5 par millilitre de plasma soit plus 
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de 1000 fois la dose létale, alors même que les niveaux d’activité endotoxine évalués 

par le LAL restaient indétectables ou proche de la limite (très faible) de détection. 

Autrement dit, le plasma « tamponne » ou « masque » physiologiquement une énorme 

quantité de LPS qui ne peut donc pas être détectée par « l’activité biologique » 

plasmatique du LPS. Ce rôle de tampon du plasma serait donc principalement assuré 

par les lipoprotéines circulantes, et le LPS présent dans la circulation proviendrait 

logiquement du tube digestif, qui contient plus de bactéries (BGN en majorité) qu’il n’y 

a de cellules eucaryotes dans l’organisme entier (143). Le passage de LPS et autres 

PAMPs à travers la barrière intestinale a déjà été documenté dans des pathologies où 

il existe une inflammation chronique (47). Dans une étude récente, des sujets obèses 

ou non-obèses étaient prélevés avant et après un repas normal ou enrichi en graisses 

(144). Cette étude a démontré un enrichissement des chylomicrons post-prandiaux en 

LPS (méthode LAL) après un repas riche en graisse, uniquement chez les sujets 

obèses. Les résultats de notre étude suggèrent que ce passage de LPS pourrait être 

pratiquement physiologique dans la population générale.  

Ainsi, les lipoprotéines et le « transport reverse » du LPS seraient un mécanisme de 

protection contre le sepsis, capable de réguler des variations rapides des 

concentrations de PAMPs lors du fonctionnement « normal » de l’organisme (par 

exemple après un repas riche en graisses) mais aussi lors d’infections aiguës pour 

protéger l’organisme contre une réaction immunitaire disproportionnée. De fait, c’est 

plus probablement la défaillance des mécanismes d’adaptation plutôt que la virulence 

des pathogène eux-mêmes qui expliquent l’apparition du sepsis, comme en atteste la 

moyenne d’âge et les comorbidités fréquemment rencontrées dans la population âgée 

qui est concernée (5). A cet égard, l’importance des lipoprotéines dans la protection 

contre le sepsis pourrait être parfaitement illustrée par la forte association statistique 

entre une hypocholestérolémie (surtout HDL) à la phase aiguë du sepsis et la mortalité 

précoce (145). Cette association reflète possiblement une causalité : 

hypocholestérolémie liée à une dénutrition, à l’âge ou d’autres facteur, conduisant à 

une baisse des capacités d’absorption des PAMPs et aboutissant enfin à une 

prédisposition au sepsis et au choc septique. Ainsi, les lipoprotéines pourraient 

constituer la clé de la prévention et/ou du traitement du sepsis.  
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Article n°2 
 

I. Introduction 

Nous avons vu que les lipoprotéines ont un rôle fondamental dans le transport et 

l’élimination des LPS. De plus, de nombreux éléments s’accumulent pour suggérer 

que cette voie est déficiente au cours du sepsis notamment la diminution des 

récepteurs LDL par surexpression de PCSK9 associée à un mauvais pronostic (101), 

et la surmortalité associée au déficit en HDL (145). Nous avions déjà montré par 

ailleurs que des faibles taux de cholestérol (HDL et LDL) en préopératoire d’une 

chirurgie cardiaque lourde était un facteur de risque de sepsis et mauvais pronostic 

post-opératoire (146,147). L’inhibition de PCSK9 pourrait augmenter la clairance du 

LPS par transport réverse en augmentant la densité hépatique des récepteurs LDL. 

Cette stratégie va faire l’objet d’essais cliniques pour évaluer son efficacité au cours 

du sepsis (103)(Clinicaltrials.gov : NCT03869073). Dans ce travail, nous avons voulu 

explorer une voie d’épuration extracorporelle des lipoprotéines. La LDL aphérèse est 

en effet très efficace pour réduire les taux circulants de LDLc chez des patients atteints 

d’HF, avec une diminution moindre des triglycérides et du HDLc. Nous avons émis 

l’hypothèse que la LDL aphérèse permettrait également de diminuer les taux circulants 

de LPS évalués par le dosage du 3HM. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons 

commencé par des expériences in vitro en utilisant du plasma humain enrichi en LPS 

et des billes récupérées en ouvrant une colonne DALI®. Les résultats furent d’abord 

décevants en utilisant du plasma issu de donneurs de l’établissement français du sang 

(EFS) (convention avec le laboratoire). Nous avons alors réitéré les expériences en 

cherchant le moyen d’obtenir du plasma le plus frais possible. Nous avons donc utilisé 

du plasma récupéré au laboratoire de biochimie du CHU sur des reliquats de tubes 

prélevés le jour même après réalisation des analyses prescrites. Cette fois-ci nous 

avons obtenu des résultats reproductibles permettant d’avancer dans nos 

investigations. Ainsi, il existe probablement dans le traitement du plasma prélevé à 

l’EFS un ou des facteurs qui nuisent à l’efficacité des billes de LDL aphérèse. Nous 

avons réalisé des expériences pour le déterminer mais malheureusement sans 

succès. L’anticoagulation au citrate des poches de plasma a notamment été envisagée 
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mais l’ajout de calcium au plasma (puis le retrait du caillot de fibrine ainsi formé) ne 

permettait pas de modifier les résultats (données non présentées).  

Une fois la méthode mise au point, nous avions besoin de prélèvements de plasma 

humain répondant à plusieurs conditions : 1. les personnes concernées devaient être 

exemptes de maladies aigues susceptibles de modifier la physiologie ; 2. les 

conditions de prélèvement et de stockage devaient répondre aux conditions imposées 

par la réglementation en vigueur, c’est à dire visées par le comité de protection des 

personnes (CPP). C’est pourquoi nous avons choisi de mener l’expérience in vitro 

préalablement mise au point sur les échantillons prélevés sur les témoins de l’étude 

décrite dans l’article n°1, recrutés dans le cadre de l’étude IVOIRE sur des critères 

clinique précis (absence de pathologie aigue, de diabète, etc.) et dans un cadre 

réglementaire.  

En parallèle, il était logique de vérifier notre hypothèse chez des patients 

hypercholestérolémiques traités par LDL aphérèse. Nous avons donc fait appel au 

centre spécialisé de l’hôpital de la Pitié Salpêtrière à Paris, sous la responsabilité du 

Dr Saheb. Grâce à une collaboration efficace, nous avons obtenu des échantillons de 

plasma pour 77 séances de LDL aphérèse (avant et après la séance), réalisée chez 

41 patients.  

Enfin, nous avions également à disposition des échantillons de plasma des patients 

de l’étude IVOIRE, qui nous permettaient de tester in vitro notre hypothèse chez des 

patients en choc septique et porteurs d’une bactériémie à BGN. 

 

Les résultats de ce travail sont présentés sous la forme d’un article présenté ci-après, 

soumis au journal The Journal of Clinical Investigation le 14 aout 2019.  

 

II. Article (soumis dans The Journal of Clinical Investigation) 
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Abstract  

Lipopolysaccharide (LPS) is a key player in sepsis pathophysiology, and its 

extracorporeal removal might be used as a rescue therapy. However, LPS biology is 

complex and the reference extracorporeal removal method by polymyxin B (PMX) 

hemoperfusion yielded conflicting results.  Lipoproteins are critical for physiological 

LPS clearance, as LPS are carried by low density lipoproteins (LDL) to the liver for 

elimination. We hypothesized that LDL-apheresis can be an alternate pathway for LPS 

removal. We demonstrated first in vitro that LDL apheresis microbeads are almost as 

efficient as PMX beads to reduce LPS concentration in human plasma spiked with 

LPS, whereas it is not active in phosphate-buffered saline. We found that PMX was 

also adsorbing lipoproteins, although less specifically. Then, we found that 

endogenous LPS of patients treated by LDL-apheresis for familial 

hypercholesterolemia is also removed during their LDL-apheresis sessions, both with 

electrostatic-based devices and filtration devices. Finally, LPS circulating in the plasma 

of septic shock and severe sepsis patients with gram-negative bacteremia was also 

removed in vitro by LDL adsorption, suggesting that LDL-apheresis could be used to 

treat sepsis. Overall, these results underline the importance of lipoproteins for LPS 

clearance, making them a prime target to study and treat endotoxemia-related 

conditions. 
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Introduction 

 

Lipopolysaccharide (LPS), a component of the outer membrane of Gram-negative 

bacteria (GNB), is the most widely studied and one of the most potent pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs) (1). Although its role was also demonstrated 

in non-septic conditions like trauma (2), obesity (3) and atherosclerosis (1), LPS is first 

of all a potent trigger of the innate immune response during GNB sepsis. Septic shock 

is the most severe presentation of sepsis, and LPS has been considered as a 

therapeutic target ever since it was recognized (4). After the failure of the first attempts 

with poorly specific monoclonal antibodies (5), encouraging results were obtained with 

extracorporeal removal by polymyxin (PMX) B hemoperfusion, developed in Japan (6). 

Unfortunately, further clinical trials did not confirm the efficacy of this treatment, neither 

to reduce the LPS levels in the circulation nor to improve clinical outcomes (7). The 

strong affinity of PMX for the lipid A moiety of LPS is, in fact, dramatically decreased 

when LPS is spiked in a protein solution, and even more in plasma (8). 

Due to its amphipathic properties, LPS is rapidly and massively (more than 75%) 

bound by plasma lipoproteins (9), partly explaining the low extraction capacity of 

polymyxin in plasma. In the same way, lipoproteins can also carry other important 

lipidic PAMPs such as lipoteichoic acid (LTA), a component of gram-positive bacteria 

cell wall (10). Our group contributed to demonstrate the pivotal role of lipoproteins in 

the clearance of LPS from plasma during sepsis (11): lipoproteins bind, inactivate (12) 

and transport LPS molecules to the liver for biliary elimination (13). This 

underrecognized role of lipoproteins might be an explanation for the hyperlipidemia 

observed during sepsis. Indeed, sepsis is classically accompanied by a global 

cytokine-mediated increase of lipoproteins (14), indicating a direct role of lipoproteins 

in the innate immune response. Accordingly, lipoproteins levels at the onset of sepsis 

affect the outcome of patients: a low HDL (high-density lipoprotein) level was recently 

found to be the best prognostic marker for adverse outcomes in a sepsis cohort (15). 

This corroborates earlier findings by our group showing that low cholesterol levels 

(both HDL and LDL) is a risk factor of sepsis and poor clinical outcome in patients 

undergoing cardiac surgery (16, 17). Indeed, LPS is first bound to HDL particles in the 

circulation, but its elimination requires first PLTP (phospholipid transfer protein)-

mediated transfer to LDL (low density lipoproteins) (13), and secondly internalization 
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and degradation by hepatocytes via LDL receptor (LDLR-r) (18). We have termed this 

pathway reverse LPS transport (19) by analogy with cholesterol, and it may bear a 

critical role during human sepsis. We showed that PLPT-deficient mice had higher 

sepsis-induced mortality (20) and that recombinant PLTP could restore the biliary 

excretion capacity and improve survival of the animals (11). The role of LDL-r is showed 

in human sepsis where patients presenting loss-of-function mutations of the inhibitory 

protein PCSK9 (Proprotein convertase subtilisin/kexin 9) show increased survival (21) 

and increased clearance of both LPS (18) and LTA (22). PCSK9-induced LDL-r 

decrease is a feature shared by patients presenting sepsis-induced organ failure (23) 

and familial hypercholesterolemia (FH) (24). Patients with severe homozygous FH are 

successfully treated with extracorporeal LDL apheresis with columns using 

electrostatic adsorption of LDL particles with a negatively charged surface polymer, 

attracting the positively charged apolipoprotein B of LDL (25). In the present study, we 

hypothesized that LDL adsorption can be used to remove LPS from plasma.  
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Results and Discussion 

LPS adsorption by LDL-apheresis microbeads in LPS-spiked healthy volunteers’ 

plasma 

To determine if LDL apheresis columns can remove LPS from plasma, we first used 

plasma samples from 49 healthy volunteers, spiked and incubated for 2 hours at 37°C 

with 500ng/ml of O55:B5 E. coli LPS. Each individual LPS-spiked plasma was then 

incubated for 2 hours with agitation at 37°C after adding one of 3 different substrates: 

polymyxin B crosslinked 6% agarose (Separopore® 6B-CL) beads (Endotoxin 

AffisorbentTM, bioWorld, USA), DALI® system polyacrylate microspheres (Fresenius, 

Germany), and Separopore® 6B-CL (bioWorld, USA) used as control. Control beads 

were used to normalize the dilution induced by the hydrated substrates (sterile saline 

was used for priming of all substrates). For this reason, control substrate rather than 

baseline was used for reference in comparisons. Measurements of LPS were made 

using 2 different techniques. LAL remains the standard method for measuring 

endotoxin activity. However LAL relevance in plasma is questioned (26), as there is 

interference with inhibitors, mainly lipoproteins as detailed earlier. We developed a 

mass spectrometry method retaining LAL’s sensitivity in plasma for LPS quantitation, 

using a specific compound, 3-hydroxy myristate (3HM). When LPS is spiked in plasma, 

3HM concentration remains stable, whereas LAL reactivity is decreasing rapidly over 

time (27). Thus, 3HM concentration is probably a better indicator of the total amount of 

LPS in plasma (i.e. including lipoprotein-bound LPS), whereas LAL requires the lipid A 

moiety of LPS to be exposed. Endotoxin activity and 3HM levels both decreased 

significantly after incubation with DALI® beads compared to control beads, as well as 

after incubation with PMX (44.6% and 33.5% of control 3HM levels, respectively, 

Figure 1A; and 72.8 ±11% and 61 ±13% of control endotoxin activity, respectively, 

Figure 1C). The experiment was repeated in LPS-spiked phosphate buffered saline 

(PBS), and showed no effect of incubation with DALI beads, whereas incubation with 

PMX decreased LPS levels (significantly for 3HM, Figure 1B, non-significantly for 

endotoxin activity, Figure 1D). 
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Figure 1: LDL apheresis microbeads are efficiently reducing LPS levels in spiked 

human plasma, but not PBS. 

 
LPS levels are decreasing after incubation with both DALI® and polymyxin (PMX) microbeads in 

LPS-spiked human plasma from 49 healthy volunteers, as assessed by 3HM levels (A), and LAL 

(limulus amoebocyte assay) (C). In spiked PBS (n=3), only incubation PMX is reducing 3HM levels 

(B). LAL decrease with PMX did not reach significance in PBS (D). Data represent mean ± SD. *** 

p<.001 and ns: p>0.05 by two-tailed paired t-test.  
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Adsorption of lipoproteins by both DALI and PMX  

As expected, incubation with DALI beads led to profound alterations in lipid profile 

(Figure 2). LDL cholesterol (LDLc) levels were decreasing the most at only 5.1% of 

control, and HDL levels were not decreasing.  As already known from clinical practice 

of LDL-apheresis (28), triglycerides levels were also markedly reduced with DALI 

(48.1% of control). More surprisingly, the lipid profile was also altered after incubation 

with PMX (Figure 2). Compared to DALI, LDLc and triglycerides reduction were more 

modest (55.3% and 72.7% of control, respectively), but there was also a reduction of 

HDL (68.5% of control). The dilution factor (based on protein levels variation from 

baseline) was around 0.75 for all 3 substrates (0.73, 0.77 and 0.75 for PMX, DALI and 

control, respectively). To our knowledge, the effect of PMX adsorption on global 

lipoprotein levels reduction is described here for the first time. However, this effect was 

suggested by a study demonstrating a binding of PMX with radiomarked LDL (29). In 

this study, hydrophobic interaction between PMX and LDL particles could explain the 

observed reduction. PMX is indeed an amphiphilic molecule, with a polar (cationic) and 

a non-polar moiety. Hydrophobic bonds are also critical in the interaction between LPS 

and PMX (28). The hydrophobic adsorption of lipoproteins by PMX would have 2 

consequences: first, it would be a new, underrecognized mode of action of PMX for 

reducing LPS burden (by adsorbing both the lipoprotein and the LPS molecules bound 

to the lipoprotein); secondly, it might competitively inhibit PMX’s direct binding of LPS 

in its other forms: bound to monocytes, comprised in intact bacteria or cell wall debris, 

micelles (1)…  

  



64 

 

Figure 2: PMX beads are reducing LDL but also HDL cholesterol levels, whereas LDL 

apheresis beads are mostly efficient in reducing LDL and triglycerides. 

 

 

 

Data represent mean percentage reduction from baseline ± SEM. All paired 

comparisons for difference (3 per parameter) were statistically significant (two-tailed 

paired t-test p<.05), except for control and DALI® protein levels (ns: not significant). 

 

Efficacy of clinical LDL-apheresis to remove endogenous LPS from the circulation in 

patients with familial hypercholesterolemia 

To determine if the effect observed in LPS-spiked human plasma could be reproduced 

in a clinical setting with endogenous endotoxemia, we analyzed samples from patients 

with familial hypercholesterolemia (FH) undergoing LDL-apheresis sessions. Blood 

samples were drawn before and after each session. As expected, LDLc was effectively 

reduced by apheresis techniques down to 26 ±9 % of baseline (Figure 3A). We 

analyzed samples from 77 LDL-apheresis sessions performed on 41 individual 
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patients. Overall, LPS levels decreased between the sample drawn before and after 

the LDL-apheresis session, as assessed by 3HM (150.6 ±97 vs 89.7 ±70 pmol/ml, 

p<0.0001, Figure 3B) or LAL (0.25 ±0.15 vs  0.18 ±0.11 EU/ml, p=0.0002, Figure 3C). 

We compared the LPS level reduction observed with the different apheresis 

techniques. Most patients were treated with the Liposorber® system (Kaneka, Japan), 

using a column filled with microbeads coated with dextran sulfate providing negative 

charges to attract the apolipoprotein B present at the LDL surface (31). When looking 

only at the 53 (69%) Liposorber® sessions, 3HM reduction was still significant (150 

±89 vs 100.5 ±81 pmol/ml, p<0.001, Figure 3D). The second more frequently used 

apheresis system was the DALI® system (Fresenius, Germany). This system is based 

on the same basic principle of electrostatic adsorption, but uses polyacrylate instead 

of dextran sulfate (25).  In the 19 (25%) DALI® sessions we analyzed, 3HM levels were 

also reduced (156.8 ±127 vs 68.4 ±37 pmol/ml, p<0.001 Figure 3E). The remaining 5 

sessions (6.5%) used double-filtration plasmapheresis (DFPP). DFPP takes 

advantage of the large size of lipoproteins to separate them from other plasma 

constituents, combining a plasma filter (2 000kDa molecular weight cutoff membrane 

separating plasma from blood cells) with a second membrane with lower cutoff 

(1 000kDa) (32).  This method is used in patients in whom other systems are not well 

tolerated or insufficient. In DFPP sessions, 3HM levels were also decreased (131.25 

vs 63.4 ±12 pmol/ml, p=0.009, Figure 3F). Even though few DFPP sessions were 

analyzed, this result is suggesting that LPS reduction induced by LDL apheresis is due 

to the removal of lipoproteins themselves and not to a direct fixation of LPS by beads, 

e.g. by electrostatic interactions, although this can’t be ruled out by our results.    
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Figure 3: LPS levels are decreased after LDL apheresis sessions in patients with 

familial hypercholesterolemia. 

 
We confirmed the efficacy of these LDL apheresis sessions on LDL cholesterol levels (85,2% 

reduction) (A). LPS levels were decreasing after 77 LDL apheresis sessions performed in 41 

patients, as assessed by  3HM levels (B) and LAL (limulus amoebocyte assay) (C). LPS reduction 

is significant regardless of the apheresis technique: with LIPOSORBER® (D), DALI® (E) or double-

filtration plasmapheresis (F). Data represent mean ± SD. *** p<.001 and ** p<.01 by two-tailed 

paired t-test.  

 

 

Removal of endogenous LPS in patients presenting severe gram-negative bacteria 

infections 

After demonstrating that LDL adsorption is efficiently removing spiked LPS from 

healthy human plasma, and that endogenous LPS from FH patients is also removed 

by LDL apheresis sessions, we sought to determine if endogenous, “pathogen-related” 

LPS can also be removed from the circulation. To that end, we used plasma from a 

cohort of critically ill patients recruited in our center. Plasma samples drawn at their 

admission to the intensive care unit were available for 507 patients, 60 of them with 
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positive blood cultures, of whom 24 were positive for GNB. Finally, plasma samples 

(500µl aliquots stored at -80°C) from 22 patients were used (2 consent forms missing). 

Nineteen of them (86%) presented with septic shock criteria, the 3 other patients had 

severe sepsis according to sepsis-2 definitions applying at the time of study (33). Each 

of these samples was incubated as described before for 2 hours at 37°C with DALI® 

microbeads (200mg of beads for 400µl of plasma), without additional LPS spiking. The 

small volume of available plasma per patient prevented the use of the agarose control 

substrate. To make up for the absence of control, the 3HM levels after incubation were 

corrected for each patient using measured protein dilution factor, averaging 0.83 ±0.16. 

Of note, the protein dilution factor was not significantly different when compared head-

to-head with control substrate in previous in vitro experiments (Figure 2). The following 

correction formula was applied to each incubated sample: [corrected 3HM] = 

[measured 3HM] / [individual dilution factor]. Corrected 3HM levels were significantly 

decreased by 24% (p<.0001, Figure 4) after incubation with DALI® microbeads. This 

is suggesting that LDL apheresis can also remove LPS circulating during GNB-induced 

septic shock and sepsis. 

 

  



68 

 

Figure 4: LPS reduction by LDL apheresis in the plasma of septic patients with GNB 

bacteremia.   

 

 

3HM levels are decreased in the plasma of 22 septic patients with GNB bacteremia, even after correction 

of the 3HM levels after incubation with protein dilution (A). Before-after comparison shows a significant 

24.1% reduction (B). *** p<.001 with two-tailed paired t-test.  

 

 

In conclusion, we demonstrated for the first time that LDL apheresis is a viable 

alternative to PMX adsorption to remove LPS from circulating plasma. Extracorporeal 

LPS removal during sepsis is still in the focus of research with many recent and 

ongoing trials, despite disappointing results obtained with PMX hemoperfusion. LPS 

levels reduction with PMX hemoperfusion was low or even absent when it was 

measured in clinical trials (7).  Our results show that LDL adsorption is almost as 

efficient as PMX to reduce LPS concentration in plasma spiked with a high LPS dose, 

whereas it is not active in PBS. This is indicating that the LPS reduction with LDL 

apheresis microbeads is indeed mediated by LDL adsorption and not by direct binding 

of LPS by the beads. On the other hand, we found that PMX could also non-specifically 

adsorb lipoproteins (probably via hydrophobic interactions), an underrecognized fact 
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that could account for a part of its efficacy in plasma. Paradoxically, it could also 

compromise the efficacy of “free” LPS clearance from the circulation by competitive 

inhibition, and partly explain the poor results obtained with PMX hemoperfusion for 

septic shock (7, 34). The efficacy of LDL apheresis to remove LPS was confirmed in a 

cohort of patients undergoing therapeutic LDL apheresis for FH. Endotoxemia is 

commonly associated with atherosclerosis and hypercholesterolemia (35), and LPS 

removal could contribute to the reduction in atherosclerosis observed in these patients 

(36). Lastly, LDL adsorption reduced LPS levels in plasma from septic patients with 

GNB bacteremia, suggesting that this strategy could also be used to treat sepsis. 

However, our study does not allow to conclude that the LPS reduction obtained with 

LDL apheresis can reduce in vivo inflammation accordingly, i.e. the removed LPS may 

already be out of reach of the TLR4 pathway. Overall, these results still confirm the 

major role of the reverse LPS transport by circulating lipoproteins, making them a prime 

target to study and treat endotoxemia-related conditions. Our study suggests that LDL 

apheresis could be readily used during sepsis to remove LPS and potentially other 

harmful pathogen lipids.  

 

 

Methods 

 

Detailed Methods are provided in the Supplemental Methods. 

Statistics. Data analysis were performed using GraphPad Prism 7. Normally distributed 

data were analyzed using paired, 2-tailed Student’s t test. Quantitative variables are 

presented as mean ± standard deviation (SD). All analyses were performed using with 

a significance threshold set at 0.05. 

Study approval. The institutional review board (Comité de Protection des Personnes 

Est I, Dijon) approved the protocol for the collection of LDL apheresis patients’ 

samples, and considered it to constitute routine clinical practice as no additional 

samples were drawn. The need for informed consent was waived, but all patients or 

their relatives were given clear information about the study, and their non-opposition 

was obtained. Collection of nominative data was approved by the national authority for 

the protection of privacy and personal data. Plasma samples from septic patients and 

healthy control subjects originate from a clinical study which received approval from 
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the local Ethics Committee (Comité de Protection des Personnes Est I) under the 

number 2013/15.  
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Supplementary materials: supplementary methods 

 

 

Patients and methods 

Healthy volunteers and critically ill patients 

We used plasma samples from a biologic collection of a critically ill patients cohort from 

our medical intensive care unit in Dijon University hospital (IVOIRE study). Patients (or 

their next of kin) were informed and signed an additional, specific consent form 

authorizing the conservation and utilization of biological samples. Plasma samples 

were collected on the day of inclusion (< 24 hours since ICU admission. The samples 

were processed following a strict protocol, 1 hour maximum after sampling, with 

protocolized centrifugation and immediate freezing at -80°C, then transferred for 

storage at the biobank facility of Dijon University Hospital (Centre de Ressources 

Biologiques Ferdinand Cabanne). The IVOIRE study received approval from the local 

Ethics Committee (Comité de Protection des Personnes Est I) under the number 

2013/15. It was registered with ClinicalTrials.gov under the identifier NCT01907581. 

All patients and/or their next of kin were informed and consent was documented in the 

patients’ medical records by the investigator. Healthy ambulatory volunteers (n=49) 

were also recruited in this study to serve as controls. Each volunteer provided informed 

consent. Exclusion criteria for volunteers were: recent surgery (<30 days) or dental 

care (< 72 hours), any current or recent (<30 days) infectious episode with antibiotic 

therapy, current or recent (<30 days) immunosuppressant therapy including 

corticosteroids.  

 

LDL apheresis samples 

Patients were recruited in a national reference center for LDL apheresis in Paris, 

France. Patients received information of the study goals and gave consent. No 

additional blood samples were drawn, as the remaining volume of plasma from the 

routine sample was used for the presented analyses. No further clinical data (other 

than epidemiologic) were collected.    

 

In vitro microbeads experiments 
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Individual plasma samples were spiked at a concentration of 500 ng/mL of O55:B5 E. 

coli LPS (Thermofisher Scientific, USA), and incubated for 2 hours at 37°C without 

agitation. Sampling for measurement of LPS, lipid profile and proteins at time 0 (T0) 

was made after incubation. Each plasma was then added to three different types of 

microbeads prepared in separated 2ml Eppendorf tubes. Microbeads used were: 

polymyxin B crosslinked 6% agarose (Separopore® 6B-CL) beads (Endotoxin 

AffisorbentTM, bioWorld, USA), DALI® system polyacrylate microspheres (Fresenius, 

Germany), and Separopore® 6B-CL (bioWorld, USA) as control. Microbeads were 

washed the same day with sterile saline (500ml for 10 grams) and stored at +4°C. In 

each Eppendorf tube, 400µl of plasma was added to 200mg of microbeads (1200µL of 

plasma per individual sample), following the plasma/substrate ratio used in clinical 

LDL-apheresis sessions 2. Eppendorf tubes were then incubated at 37°C for 2 hours 

with rotative agitation (25 RPM). Supernatant plasma was sampled after settling of the 

beads. 

 

LPS analyses 

LPS was quantified using a mass spectrometry (LC-MS/MS) patented method 

(EndoQuant) for detection of 3HM. For this purpose, two aliquots of plasma (50µl) are 

spiked with 4 pmol of internal standard (3-hydroxytridecanoic acid). For total 3HM 

quantitation, samples were hydrolysed with HCl 8 M for 3 h at 90°C. Free fatty acids 

were then extracted with hexane/ethyl acetate 3/2 mix, and resuspended in ethanol 

after vacuum evaporation. Fatty acid separation was performed in an Infinity 1260 

HPLC binary system (Agilent) equipped with a ZORBAX SB-C18 C18 50 x 2.1 mm 1.8 

µm column (Agilent) set at 30°C. MS/MS detection was performed using a QQQ 6490 

triple quadruple mass spectrometer (Agilent) equipped with a Jet-Stream ESI source. 

Quantitation of 3OH-fatty acids was performed by negative SRM mode as previously 

described 1. The limulus amoebocytes lysate (LAL) assay was also used in parallel 

(LAL chromogenic endpoint assay, Hycult Biotech). 

 

Other analyses 

Plasma total proteins and cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol and 

triglycerides were analysed with INDIKO® analyser (ThermoScientific, France). 
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Statistical analysis 

Data analysis were performed using GraphPad Prism 7. Normally distributed data were 

analyzed using paired, 2-tailed Student’s t test. Quantitative variables are presented 

as mean ± standard deviation (SD). All analyses were performed using with a 

significance threshold set at 0.05. 
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III. Résultats et conclusion 

Les résultats de notre étude nous ont permis de confirmer notre hypothèse : la LDL 

aphérèse est effectivement efficace pour diminuer la concentration de LPS dans le 

plasma. Nous l’avons d’abord démontré dans un modèle in vitro à l’aide de plasma de 

sujets sains incubé avec du LPS. Ces résultats ont montré que l’efficacité des billes 

de LDL aphérèse, quoique modeste, reste comparable à celle des billes de PMX dans 

le plasma avec une diminution de 27,2% et 39,0% respectivement. Ce résultat a 

ensuite été confirmé dans le plasma de patients hypercholestérolémiques subissant 

une séance de LDL aphérèse, avec une diminution assez nette de 40,4% du 3HM sur 

l’ensemble des séances. Cette fois le LPS éliminé par la LDL aphérèse était bien du 

LPS « endogène », ce qui peut influer sur l’efficacité de la LDL aphérèse. Enfin, en 

répétant l’expérience sur le plasma des patients présentant une bactériémie à BGN de 

l’étude IVOIRE, nous avons observé une diminution là aussi significative de 24%. 

L’efficacité apparemment supérieure des séances « cliniques » (40%) par rapport aux 

expériences in vitro (27% et 24%) peut s’expliquer de plusieurs façons. Notamment, 

la congélation préalable des prélèvements utilisés in vitro a pu dégrader les 

lipoprotéines et modifier leurs capacités d’interaction avec le LPS d’une part et avec 

les billes d’autre part. En effet la dégradation des lipoprotéines lors d’une 

cryoconservation longue est un phénomène bien décrit (148). Aussi, pour que la LDL 

aphérèse diminue efficacement la concentration de LPS, il faut évidemment que les 

LPS soient associés fermement aux lipoprotéines. Ce processus reste mal connu, et 

lors d’une infection aiguë comme lors d’un ajout externe de LPS in vitro (spike) il est 

probable que l’incorporation du LPS aux lipoprotéines ne soit que partielle.   

L’autre découverte permise par ce travail est celle de la capacité inconnue jusqu’alors 

de la PMX à adsorber les lipoprotéines de manière non spécifique. Au regard de 

l’importance des lipoprotéines dans le transport des LPS, cette découverte revêt une 

importance particulière. Le mode d’action de la PMX serait donc plus complexe que 

ce qui était connu jusqu’alors, et impliquerait aussi la diminution des lipoprotéines, y 

compris les HDL qui sont épargnées par la LDL aphérèse. Or, on l’a vu, ces 

lipoprotéines ont probablement une importance particulière dans la protection contre 

le sepsis, au vu de l’association entre la baisse des taux de HDL et la mortalité liée au 

sepsis (145). Ainsi, la PMX pourrait avoir un effet délétère en diminuant les HDL qui 

sont les premiers accepteurs (temporellement) du LPS dans le plasma (82). 



79 

 

Notre hypothèse étant vérifiée, la question qui se pose est la suivante : la LDL 

aphérèse peut-elle remplacer l’hémoperfusion par PMX et devenir un traitement 

complémentaire du sepsis ? Il est bien évidemment impossible d’y répondre 

aujourd’hui. On peut néanmoins envisager une limite majeure déjà évoquée plus haut : 

pour être éliminé par la LDL aphérèse, le LPS doit être déjà incorporé et donc inactivé 

par les LDL. On peut cependant imaginer contourner cette limite en combinant la LDL 

aphérèse à l’apport de lipoprotéines « non saturées » par des perfusions de plasma 

frais par exemple, permettant d’augmenter la capacité de tamponnement du LPS du 

plasma. Aussi, l’épuration des LDL par LDL aphérèse permettrait de laisser place à de 

nouvelles particules de LDL endogènes en stimulant la synthèse d’apolipoprotéine B 

qui remonte rapidement après une séance d’aphérèse par effet rebond (149). Par 

ailleurs, il faut aussi rappeler que les lipoprotéines lient également d’autres lipides 

issus des pathogènes, dont le LTA, principal PAMP des bactéries Gram-positives 

(150).  

Au total, nous pensons que ces données sont suffisantes pour supporter la réalisation 

d’un essai clinique de phase II pour tester l’efficacité et la sécurité d’utilisation de la 

LDL aphérèse au cours du choc septique.       
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Conclusion générale 
 

Les travaux que nous présentons ici apportent un éclairage nouveau sur l’endotoxémie 

et le sepsis. Nos résultats sur les taux de 3HM chez les sujets sains suggèrent le 

caractère physiologique de la présence de quantités significatives de LPS dans la 

circulation. Ainsi, l’endotoxémie ne serait plus synonyme de pathologie mais reflèterait 

une forme de symbiose métabolique avec les bactéries, ce qui constituerait un 

bouleversement majeur dans notre façon de penser les interactions entre les bactéries 

et l’immunité de leur hôte. La relation que nous entretenons avec notre microbiote est 

encore mal comprise, mais il existe déjà des exemples frappants de symbiose 

métabolique, notamment certaines bactéries capables d’améliorer les performances 

sportives des coureurs de fond (151). Ce résultat pourrait aussi expliquer les difficultés 

rencontrées depuis des décennies pour expliquer l’absence de corrélation entre 

l’endotoxémie et le diagnostic ou la sévérité d’une pathologie infectieuse (notamment 

à BGN). Si l’on admet que le plasma renferme en permanence une certaine quantité 

de LPS en cours de transport/dégradation, à l’instar de n’importe quel métabolite 

physiologique comme l’urée par exemple, alors il devient logique que des variations 

aiguës de ce paramètre soient beaucoup plus difficiles à interpréter, noyées dans un 

« bruit de fond » physiologique. Nos résultats devront être confrontés à d’autres 

travaux, qui devront également déterminer quelle est la nature, l’origine, la toxicité, la 

cinétique de ce LPS physiologique, et aussi comment différencier ce dernier d’une 

endotoxémie liée à un germe pathogène, responsable d’une infection aiguë.   

Aussi, nous avons confirmé que la LDL aphérèse permet de réduire les taux circulant 

de LPS. Les implications de cette découverte sont également nombreuses. Cela 

apporte tout d’abord une nouvelle confirmation de la voie de transport réverse du LPS. 

Mais surtout, cela ouvre des perspectives très intéressantes sur le traitement et la 

prévention du sepsis, qui pourraient bénéficier ainsi d’une nouvelle approche 

radicalement différente.   
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ABSTRACT—Septic shock is the primary cause of death in intensive care units, with about 20%of patients dying in the first 3

days. To design future trials focused on early mortality, we require knowledge of early indicators that can detect patients at

high risk of early death from refractory septic shock. The aim of this study was to assess whether the cumulative dose of

vasopressors (CDV), calculated as the cumulative dose of epinephrineþ norepinephrine, is a predictor of early death (within

72h) attributable to refractory septic shock (EDASS). This substudy of the EPISS trial was based on 370 patients admitted to

a French ICU for septic shock between 2009 and 2011. The area under the receiving operating characteristic curve was

calculated for the CDVat 6, 12, 24, 36, and 48h after vasopressor initiation, and a strategy to predict the risk of EDASS was

built based on selected times and thresholds. Among the 370 patients included, 51 (14%) died within the first 72 h with 40

(11%) EDASS. A strategy in two steps (CDV"800mg/kg at 6 h and/or CDV"2,600mg/kg at 24h) was able to predict

EDASSwith sensitivity of 45%, specificity 97%, positive predictive value 78%and negative predictive value 94%.Overall, our

results confirm that early death directly attributable to septic shock could be effectively predicted by the CDV in the first hours

of treatment. These results will help to select patients eligible for innovative therapies aimed at improving early mortality in

septic shock.

KEYWORDS—Prognosis, refractory septic shock, septic shock, vasopressors

INTRODUCTION

Septic shock remains associated with abysmal prognosis

and very high mortality in the intensive care unit (ICU).

Accordingly, ICU mortality in France in patients with septic

shock reaches up to 39.5%, and in-hospital mortality up to

48.7% (1). More than a third of patients who die from septic

shock do so in the first 3 days of disease. Data on the causes

of death in septic shock are scarce, especially with particular

focus on the timing of death. In a retrospective study,

Daviaud et al. (2) showed that most early deaths (0–3 days)

in septic shock were attributable to primary infection-related

multiorgan failure, after exclusion of mesenteric ischemia,

iatrogenic hemorrhagic complications, and more rare causes.

This contrasted with late deaths (occurring beyond three

days), which are most frequently attributed to end-of-life

decisions and secondary infections. This dichotomy corrob-

orates the recent pathophysiologic models dividing mortality

of sepsis into two distinct phases according to the state of

activation of the immune system (3). Most patients who die

within the first 3 days present with a state of persistent

hypotension, refractory to conventional treatment and lead-

ing to multiple organ failure. The term ‘‘refractory septic

shock’’ (RSS) is often used to describe this condition, which

accounts for the abrupt early rise in the sepsis mortality

curve. However, as yet, there is no consensual definition of

RSS. Although the concept of RSS was first mentioned in the

literature since as early as 1965 (4), there are almost as many

definitions as publications mentioning it. Nonetheless, resis-

tance to catecholamines is often used to describe RSS, and

seems to be one of its hallmarks (5, 6).

The phenomenon of catecholamine resistance is enhanced

in refractory shock patients, as demonstrated by Conrad et al.

(7). In their study including 51 consecutive patients with

septic shock, RSS patients (defined as the inability to sustain

systolic blood pressure more than 90mmHg for more than

24 h without norepinephrine) had a significantly lower mean

arterial pressure response to phenylephrine. These results

suggested RSS progression might reasonably be predicted in

the early phase of vasopressor initiation. Although there are

no evidence-based therapeutic options for RSS to date, the

identification of high-risk patients is crucial in order to

design appropriate trials addressing early mortality attribut-

able to catecholamine resistance. Indeed, defining a concrete

threshold indicative of nonresponse to therapy would help to

identify patients who could yield the most benefit from new

therapies, such as angiotensin II. This new vasopressor agent

was recently shown to effectively increase blood pressure in

patients with vasodilatory shock, but failed to demonstrate a

significant effect on survival (8). In our opinion, this example

emphasizes the need for better identification of patients at

Address reprint requests to Auguste Dargent, MD, University Hospital Dijon,
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