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Introduction : Au cours du sepsis, il existe une dysfonction myocardique
caractérisée par une diminution des fractions d’éjection et de
raccourcissement ainsi qu’une atteinte de la relation précharge-
volume. La physiopathologie de cette dysfonction reste complexe et
incomplétement élucidée. Si la présence de médiateurs de I’inflam-
mation (TNF-a, IL-1B) a été impliquée, elle ne permet pas a elle seule
de comprendre les mécanismes complexes de cette défaillance. Des
altérations du métabolisme énergétique et le stress oxydatif pourraient
jouer un rdle clé dans ce processus. Les protéines tyrosine phospha-
tase (PTP) notamment I’isoforme PTP1B sont directement impliquées
dans la régulation des taux de phosphorylation de la NOSe. La PTP1B
est principalement connue pour réguler négativement la signalisation
insulinique ainsi que la production de NO au niveau endothélial. Son
inhibition semble renforcer ces voies de signalisation en augmentant le
taux d’activation de la voie PI3K dont les propriétés anti-apoptotiques
et anti-inflammatoires ont ¢té démontrées. L’objectif de cette étude
est d’évaluer les effets d’une déficience génétique pour la PTP1B
(PTP1B™) dans un modé¢le de choc endotoxinique (LPS) ressuscité
(WTvs PTP1B™). L’évaluation de la fonction cardiaque a été réalisée
par échocardiographie a h8 apres I’injection d’endotoxine. Les mesures
d’expression myocardiques ARNm et des activités enzymatiques ont
été réalisées a h—0, h—4 et h-8.

Résultats : Les résultats montrent une profonde diminution des
fractions de raccourcissement (FR) et d’¢jection (FE) ainsi que de
la fréquence cardiaque (FC) aprés LPS, paramétres significative-
ment améliorés chez les animaux PTP1B” (FR : WT 19,5 = 0,7 %
vs PTPIB" 248 + 1 %, p < 0,001), (FE : WT 45,8 + 1,4 % vs
PTPIB” 55,6 £1,5 %, p <0,001), (FC : WT 281 + 9 bpm vs PTP1B"~
340 £ 8 bpm, p < 0,001). Cette amélioration de la fonction cardiaque
est associée de facon significative a h4 a une moindre expression des
cytokines TNF-a et IL-1b ainsi que des molécules d’adhésion -CAM1
et V-CAM-1. On observe également une augmentation significative
de I’activité des superoxydes dismutases (WT 14,2 + 0,5 vs PTP1B™~
18,9 £ 1,2 U SOD/mg protéine). Par ailleurs, il existe une augmenta-
tion significative de la survie des animaux PTP1B™ vs WT.

Conclusion : La déficience génétique en PTP1B via une diminu-
tion du processus inflammatoire et du stress oxydatif myocardique
améliore les paramétres étudiés de la fonction cardiaque dans notre
modéle avec une augmentation significative de la survie. L’évaluation

de la respiration mitochondriale, actuellement en cours, permettra de
mieux appréhender les mécanismes physiologiques impliqués dans cet
impact bénéfique de la déficience génétique en PTP1B.
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Introduction : De nombreuses molécules ont déja été évaluées au cours
des états septiques graves. L’objectif de notre travail était d’évaluer
I’apport de la protéine C, sous sa forme native (PC) et sous sa forme
activée (PCa), dans un modele expérimental de choc endotoxinique
porcin. Ce travail était réalisé avec le soutien des laboratoires frangais
de fractionnement et des biotechnologies (LFB).

Patients et méthodes : Le suivi pour chaque animal se faisait sur une
période de cinq heures. Quatre groupes de porcs large white ont été
étudiés. Dans le groupe LPS (n = 4), les animaux recevaient unique-
ment un bolus initial d’endotoxine d’Escherichia coli (LPS) a raison de
5 g/kg/minutes sur 30 minutes. Dans le groupe LPS-PCa (n = 4), il était
administré une perfusion de PCa au décours de I’administration de LPS,
araison de 24 g/kg/heure sur le temps de suivi restant soit 270 minutes.
Dans le groupe LPS-PC (n = 4), les animaux recevaient un bolus de PC
de 150 unités/kg sur 30 minutes, immédiatement au décours de ’admi-
nistration du LPS. Enfin, le groupe témoin (n = 4), ot les animaux ne
recevaient aucune de ces molécules. L’ensemble des animaux étaient
sédatés et ventilés. Ils étaient monitorés avec un cathéter artériel et un
cathéter de Swan-Ganz. Un remplissage vasculaire était effectué, si
nécessaire, afin de maintenir un débit cardiaque supérieur a deux litres
par minutes. Les paramétres hémodynamiques (tension artérielle systé-
mique et pulmonaire, fréquence cardiaque, saturation veineuse centrale
en oxygene, débit cardiaque) et des prélevements biologiques (gazo-
métrie artérielle et veineuse centrale, plaquettes, fibrinogéne, temps
de quick, monomeéres de fibrine, D-dimeéres, complexes thrombine—
antithrombine, hémoglobine, leucocytes) étaient effectués a 0, 30, 60,
90, 150 et 300 minutes du début de I’expérience.

Résultats : Il n’était pas retrouvé de différence significative au
niveau des trois groupes avec état de choc endotoxinique ; tant pour
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la fibrinogenése que pour la fibrinolyse secondaire. Au niveau des
parametres hémodynamiques, on mettait en évidence une correction
de I’état de choc objectivé par une amélioration de la tension arté-
rielle systémique dans les deux groupes recevant de la protéine C
par rapport au groupe LPS, et ce, dés T150. Dans le groupe LPS-PC,
la tension artérielle était d’ailleurs non statistiquement différente de la
tension artérielle initiale & TO (p = 0,48), alors qu’elle restait signifi-
cativement plus basse dans le groupe LPS-PCa (p = 0,04) et dans le
groupe LPS (p = 0,026). Le remplissage vasculaire, lui, était significa-
tivement moindre dans le groupe LPS-PC que dans le groupe LPS-PCa
(1 880 vs 1175 ml, p = 0,0018) et que dans le groupe LPS (1 815 vs
1 175 ml, p = 0,0029).

Discussion : L’apport de PC ou de PCa ne permettait pas de corriger les
perturbations des paramétres de la coagulation sur ce modele de choc
endotoxinique explosif avec syndrome de coagulation intravasculaire
disséminée majeure. En revanche, la PC présentait un effet bénéfique
sur I’hémodynamique qui apparaissait plus marqué que pour le groupe
qui recevait la PCa.

Conclusion : La protéine C sous sa forme native présentait un
bénéfice hémodynamique dans notre modéle expérimental de choc
endotoxinique, qui était plus marqué qu’avec la forme activée de la
protéine C. Il n’était pas mis en évidence d’effet sur la coagulation
dans notre mod¢le.
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Introduction : Le choc septique est une cause fréquente de décés
par insuffisance circulatoire aigué réfractaire aux vasopresseurs et
défaillance multiviscérale (SDMV). Les produits microbiens entrainent
la production par les cellules cibles de nombreux bio-effecteurs, dont
les microparticules (MPs). Les MPs sont des vésicules libérées suite
a une activation ou a ’apoptose cellulaire, modulant de nombreuses
fonctions biologiques et jouant des roles a la fois physiologiques et
pathologiques. Dans le choc septique, des MPs procoagulantes pour-
raient activer la réponse inflammatoire, 1’apoptose et favoriser la
survenue d’un SDMV. Le traitement par protéine C activée humaine
recombinante (drotrécogine alfa [activée], DAA) s’accompagne d’une
réduction de 19 % du risque relatif de déces ; cet effet serait lié a
des propriétés anti-inflammatoires et anticoagulantes. Le traitement
par DAA induit la génération de MPs endothéliales porteuses d’une
forme active du récepteur de la protéine C activée (EPCR), qui pourrait
étre responsable des propriétés anti-inflammatoires et anticoagulantes,
permettant de retarder la génération de thrombine. Nous avons étudié
les effets des MPs sur la dysfonction vasculaire du choc septique et les
effets de la DAA sur cette voie.
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Matériels et méthodes : Nous avons réalisé un modeéle de péritonite
bactérienne chez le rat par ligature et perforation cacale (LCP) et des
rats SHAM. Dix huit heures aprés la péritonite (h18), une fois le choc
septique installé (PAM < 90 mmHg), les rats sont traités par DAA ou
par un placebo (NaCl 0,9 %). Un remplissage par NaCl 0,9 % et de
la noradrénaline sont utilisés pour maintenir une PAM supérieure a
100 mmHg. Aprés 4 heures, nous avons prélevé le sang pour recueillir
des MPs issues de rats septiques et de rats SHAM, traités ou non par
DAA, puis nous les avons poolées par groupe selon leur origine. Ces
MPs « septiques » ou « SHAM » sont ensuite réinjectées chez des
rats sains afin de déterminer leur role dans la réponse hémodynamique
(n = 6 par groupe). Les différents paramétres étaient analysés par des
tests paramétriques ou non paramétriques adéquats. Une valeur de
p < 0,05 était considérée comme significative.

Résultats : A h18, nous observons un taux de lactate plasmatique plus
¢élevé dans les groupes LCP que dans les groupes SHAM (6,4 + 0,8
vs 1,5 £ 0,3 mmol/l, p < 0,05). Les rats SHAM survivent jusqu’a
la fin de I’expérimentation (240 min), tandis que les LCP ont une
survie moyenne de 177 min (p < 0,05) ; les rats LCP-DAA tendent
a survivre plus longtemps que les rats LCP-NaCl (181 et 145 min
respectivement). La quantité de noradrénaline nécessaire est plus
importante dans le groupe LCP-NaCl que dans le groupe LCP-DAA
(7,3 vs 2,4 pg/kg/min, p < 0,05) de méme que le remplissage (3,8 vs
1,8 ml/h, p < 0,05). La quantité de MPs générées est plus importante
dans les groupes LCP que dans les groupes SHAM (24,3 vs 5,6 nM
¢q. PhtdSer) et plus importante dans le groupe LCP-NaCl que dans le
groupe LCP-DAA (38,2 vs 10,4 nM éq. PhtdSer). L’injection a des rats
sains de MPs issues de rats LCP-DAA prévient dés la premiére heure
la forte hypotension observée chez les rats recevant des MPs issues du
groupe LCP-NaCl.

Conclusion : La protéine C activée recombinante améliore la ressus-
citation de rats en choc septique. Les microparticules circulantes pour-
raient participer a médier cet effet bénéfique. Ce travail est réalisé
grace a une bourse Mobilité/Master 2 SRLF 2011.
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Introduction : La dysfonction myocardique septique qui se déve-
loppe au cours du sepsis sévere et du choc septique est un facteur clé
contribuant au syndrome de défaillance multiviscérale et au déces.
Il a été démontré qu’une stimulation B adrénergique excessive était
délétere sur la fonction myocardique, et qu’un blocage spécifique 1
adrénergique atténuait ’inflammation systémique et la dysfonction
myocardique. L’objectif de cette étude était d’évaluer les effets de
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I’esmolol sur I’inflammation intramyocardique dans deux modéles
septiques murins.

Matériels et méthodes : Deux modéles septiques, par ligation caecale
et perforation (CLP) ou injection intra péritonéale de lipopolysaccha-
ride (LPS), ont été réalisés chez des souris C57BL/6. Le 1 bloquant
sélectif utilisé était I’esmolol, administré a la dose de 20 mg/kg/h
permettant une réduction de fréquence cardiaque de 10 %. Quatre
groupes de 8 animaux ont été considérés : LPS, CLP, LPS/esmolol
et CLP/esmolol. Les coeurs des souris étaient prélevés 22 heures
apres I’initiation du sepsis pour analyse des concentrations intramyo-
cardiques des cytokines proinflammatoires TNF-a, IL-1f et IL-6, des
chémokines MCP-1, MIP-1a et MIP-2, et des principales protéines
impliquées dans la diapédése leucocytaire (sélectine P, sélectine E,
ICAM-1 et VCAM-1).

Résultats : La perfusion continue d’esmolol a permis de réduire
significativement les concentrations intramyocardiques de TNF-a
et d’IL-1p dans le modele CLP, et la concentration d’IL-6 dans le
modéle LPS. De méme, les concentrations des chémokines MCP-1,
MIP-1a et MIP-2 étaient significativement réduites sous esmolol
dans le modeéle LPS. Pour finir, les concentrations intramyocardiques
d’ICAM-1, de VCAM-1, de sélectine P et de sélectine E étaient signi-
ficativement réduites par 1’administration d’esmolol dans le modéle
LPS. Seule I’expression d’ICAM-1 était réduite par 1’esmolol dans
le modele CLP.

Conclusion : Au cours d’un sepsis murin, I’administration du
bloqueur Bl adrénergique esmolol permet au niveau myocardique
méme de réduire 1’expression de cytokines proinflammatoires, de
chémokines et de protéines impliquées dans la diapédése leucocytaire.
11 a été démontré que ces processus inflammatoires intramyocardiques
¢étaient corrélés a I’intensité de la dysfonction myocardique au cours
du sepsis, et nous proposons que leur atténuation par 1’esmolol est
une des explications physiopathologiques de I’amélioration de la
dysfonction myocardique septique sous B1 bloquants rapportée dans
de précédentes études.
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Introduction : Le choc septique conduit & une réaction inflamma-
toire systémique importante, délétére sur le plan cardiovasculaire. Sa
mortalité reste a I’heure actuelle conséquente (> 40 %). Parmi les voies
de recherche, I’immunomodulation est une des cibles thérapeutiques
possibles. Les B1 bloquants cardiosélectifs tel que 1’esmolol pour-
raient jouer un role clé dans la régulation de la balance inflammatoire
et améliorer le pronostic de ces patients. Les effets hémodynamiques
de I’administration précoce d’esmolol au décours d’un choc septique
sont actuellement non décrits.

Patients et méthodes : Il s’agit d’'un modéle de choc septique sur
péritonite par ligature et ponction caecale, réalisé chez le rat Wistar,
perfusé chronique. Quatre heures aprés induction du choc, de
I’esmolol a 10 mg/kg/h (simple dose) ou 20 mg/kg/h (double dose)
est administré en continu en plus des thérapeutiques de réanimation

habituelles. Des rats « contrdles » regoivent un placebo (sérum
physiologique). Dix huit ou 24 heures aprés, les parameétres hémo-
dynamiques dépendants (FE, débit cardiaque, volumes cardiaques
télésystoliques et télédiastoliques) et indépendants de la charge (élas-
tance systolique et diastolique) sont recueillis grace a un cathéter de
conductance ventriculaire gauche.

Résultats : Les rats traités par esmolol ont une fréquence cardiaque
diminuée de 17 % ; 401 bpm (simple dose) et 22 % ; 371 bpm (double
dose) par rapport aux rats contrdles 481 bpm (p < 0,0001). La lacta-
témie et la pression artérielle moyenne ne sont statistiquement pas
différentes entres les groupes traités et placebos. Aucune différence
statistique de mortalité entre les groupes n’a été mise en évidence bien
qu’il y ait une tendance a I’amélioration dans le groupe traité 11 vs 20 %
pour le groupe contrdle. L’¢lastance systolique est significativement
améliorée avec un « effet dose » lorsque les rats regoivent le traitement :
+33 %, 1,2 mmHg/microl (simple dose) et +122 % ; 2 mmHg/microl
(double dose) vs rats contrdles 0,9 mmHg/microl (p = 0,003). La fonc-
tion diastolique évaluée par les paramétres tau, dP/dTmin, élastance
diastolique (ED) est significativement améliorée avec I’administration
du traitement mais sans mise en évidence d’« effet dose » (ED rats traités
double dose : 0,13 vs simple dose 0,09 vs contréle 0,03 mmHg/microl ;
p=0,03).

Conclusion : Dans un mode¢le expérimental de choc septique par péri-
tonite chez le rat, I’adjonction d’un traitement continu précoce par
esmolol n’aggrave pas la mortalité, ne dégrade pas la pression artérielle
et n’augmente pas la lactatémie. Les paramétres hémodynamiques
systolo-diastoliques étudiés sont améliorés par le traitement. Cet effet
pourrait étre di a un effet anti-inflammatoire des $1 bloquants.
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Introduction : Presque 60 % des patients avec un sepsis sévére ou
choc septique présentent une dysfonction myocardique modérée a
sévere lors de leur admission en réanimation. Aprés un remplissage
volémique adéquat, la recommandation actuelle est d’introduire la
dobutamine en cas de dysfonction myocardique évidente. Malheu-
reusement, tous les patients ne sont pas répondeurs, et la dobutamine
peut étre potentiellement déléteére (i.e. Sensibilité béta 1 émoussée
mais excitabilit¢ myocardique augmentée), avec un impact parfois
négatif. Il y a donc un besoin évident d’une alternative inotropique
distincte de la voie des agents adrénergiques, que n’offrent pas néces-
sairement les inhibiteurs de phosphodiestérases ou les sensibiliseurs au
calcium-ouvreurs de canaux potassiques-ATP dépendants. L’apéline
(APL) est un neuropeptide qui possede une puissante activité inotro-
pique et lusitropique sur le coeur normal et ischémique, associée a une
fonction cardioprotectrice et une activité vasodilatatrice, son récepteur
est ’APJ, et APL-APJ sont fortement exprimés dans le myocarde. Elle
est donc une molécule candidate alternative pour le traitement de la
dysfonction myocardique septique.

Méthodologie : Des rats adultes ont recu une dose potentiellement
létale d’endotoxine E. coli lipopolysaccharide (LPS) en injection
intra-péritonéale (I/P) (055 : BS 12 mg/kg) pour une étude de survie,
une dose subléthale I/P de 10 mg/kg pour les études biochimiques et
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histopathologiques in vivo, ou une dose de 12 mg/kg I/V pour les études
ex vivo en Langendorff. Pour les groupes injectés en I/P, dans le méme
temps, une mini-pompe osmotique (Alzet 2ML1) était insérée en
s/cut, contenant : saline (contréle), APL-13 (100 pg) APJ-antagoniste
(F13A, 200 pg), APL-13 + APJ-antagoniste (100/200), dobutamine
(7,5 mg/kg/min), labétalol (7 pg/kg/min), ou dobutamine + labé-
talol. Une échocardiographie a été effectuée pour chaque animal
(si survie) en aveugle dans I’étude de survie a TO, T8, T16 heures.
L’étude ex vivo en appareillage Langendorff a été réalisée 4 a 6 heures
aprées injection I/V de LPS ou saline, avec infusion subséquente de
doses incrémentales d’APL-13 (1-1 000 nmol), et mesures des pres-
sions ventriculaires gauches. L’analyse histobiochimique a consisté
en la mesure par WB des expressions myocardiques de : tropo-
nine [ (Tpnl) (marqueur d’insulte myocardique), caspase 3 clivée
(marqueur d’apoptose), GSK-3béta (signaleur d’agression/protection
myocardique), APL et APJ.

Résultats : L’ APL-13 améliore drastiquement la survie a 18 heures des
rats injectés au LPS I/P : 20 vs 65 % de mortalité (p = 0,03). La plupart
des déces surviennent entre 8 et 16 heures post challenge, sont main-
tenus lorsque I’APJ antagoniste est associé a I’infusion d’APL-13, et
I’APL endogene semble exercer un effet cardioprotecteur. La fonction
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systolique échocardiographique (FS) est altérée de 12—15 % aprés chal-
lenge au LPS a 18 heures, et est complétement renversée par I’ infusion
d’APL-13 et méme améliorée de plus de 10 % (p < 0,05). En étude
ex vivo Langendorff, les pressions ventriculaires gauches de base
(PVG) diminuent de 70 % 4 heures aprés challenge I/V au LPS. Dans
le coeur normal, I’infusion d’APL-13 améliore les PVG de 128 % a
1 nmol avec une aire de dose-réponse de 1-30 nmol. Dans les cceurs
challengés au LPS, I’aire de dose-réponse est plus large (1-100 nmol)
et culmine a 3 nmol avec un delta PVG de 270 %. L’expression
myocardique d’APL diminue apres 1’injection de LPS alors que celle
d’APJ augmente par 2x (p < 0,05). Alors que les expressions de Tpnl,
de caspase 3 clivée, et de GSK-3béta augmentent aprés challenge
au LPS, elles sont réduites avec I’infusion d’APL-13, alors qu’elles
augmentent avec celle de dobutamine (p < 0,05), suggérant un effet
protecteur de I’APL et délétere de la dobutamine dans ce modéele.

Conclusion : Cette étude expérimentale préliminaire révele I’impact
protecteur et potenticllement optimisateur de I’APL sur le coeur, parti-
culierement apres challenge au LPS. De futures études précliniques et
cliniques devront définir exhaustivement ces impacts et leur intérét,
pour I’application de L’ APL comme nouveau traitement de la dysfonc-
tion myocardique septique.





