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. LISTE DESABREVIATIONS

AC: Adénylate Cyclase

ACCP: American College of Chest Physicians
ACTH: Adreno-CorticoTrophine Hormone
ADP: Acide DésoxyRibonucléotide

AIS: Anti-Inflammatoire Stéroidiens

AMPc: Adénosine Mono-Phosphate cyclique
ATP: Adénosine Tri-Phosphate

AVP : vasoprissine

CIVD: Coagulation IntraVasculaire Disseminée
CLP: Ligature Perforation Caecale

COMT : catéchol-O-méthyl transférase.

COX: Cyclo-Oxygénase

CREF: Corticotropin Releasing Factor

CRH: Corticotropin Releasing Hormone
CuZn-SOD: Cuivre Zinc SuperOxyde Dismutase
eNOS: endothéial NOS

EPCR : Endothelial Protein C Receptor
ESPVR: End systolic pressure volume relationship
FIO; : Fraction Inspirée en O,

FT : Facteur Tissulaire

GMPc: Guanosine Mono-Phosphate cyclique
GPx: Gluthation Peroxydase

GRE: Glucocorticoids-Responsive-Elements
GTP: Guanosine Tri-Phosphate

HSP: Heat Shock Protein

ICAM : Inter-Cellular Adherence Molecule
IFN-y: Interféron gamma

II: Interleukine

INOS: inductible NOS

|P: Immunophiline

IkB: Inhibitor of NFxB



k-ATP : Cana Potassique sensibleal’ATP
L-NAME: NG-Nitroarginine methyl ester
LPS: Lipopolysaccharide

MAO : Mono amine oxydase

MDF: Facteur de Dépression Myocardique
MIF. Macrophage migration inhibitory factor
mmHg : millimétre de mercure

mNOS: mitochondrial NOS

Mn-SOD: Manganése SuperOxyde Dismutase
NAD: Nicotinamide Adenine Dinucléotide
NCX: Sodium Calcium Exchanger

NF«B: Nuclear Factor kappa B

NGRE: negative Glucocorticoi ds-Responsive-Elements
NNOS: neuronal NOS

NO : Monoxyde d’ azote

NOQO" : Peroxynitrite

NOS: NO synthase

O2: Anion superoxyde

O, : oxygene

PaCO; : Pression artérielle en CO,

PAF: Platelet Activating Factor

PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor-1
PAM : Pression Artérielle Moyenne

PaO; : Pression artérielleen O,

PAR: Protease Activated Receptors
PARP: Poly ADP Ribose Polymérase

PAS : Pression Artérielle Systolique

PCa: Proténe C activée

PDE : PhosphoDiEstérase

PG : Prostaglandines

PGEZ2 : Prostaglandines E2

PGF2 : Prostaglandines F2

PGI,: Prostacycline
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PKA : Protéine Kinase A

PLAZ2 : Phospholipase A2

PLB: Phospholamban

PROWESS : Recombinant human PROtein C Worldwide
PRSW: Preload recrutable stroke work

PTP : Pore de Transition de Perméabilité

PVC : Pression Veineuse Centrale

RG: Récepteurs aux Glucocorticoides

RNS: Reactive Nitrogen Species

ROS: Reactive Oxygen Species

RS: Réticulum Sarcoplasmique

SCCM: Society of Critical Care Medicine

SERCA, : Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase
sGC : Guanylate Cyclate soluble

SIRS: Syndrome Inflammatoire de Réponse Systémique
SNos: S-Nitrosothiol

SSC: Surviving Sepsis Campaign

TAFI: Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor

TFPI: Tissue Factor Pathway Inhibitor

TM: Thrombomoduline

TNF-a: Tumor Necrosis Factor alpha

t-PA: Tissue Plasminogen Activator

TXA: Thromboxane

UP: Uniport

u-PA: urokinase Plasminogen Activator

VCAM: Vascular Cell Adherence Molecule

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

VIP: peptide intestinal vasoactif

B-AR: Récepteurs B-adrénergiques
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[11.INTRODUCTION

Le choc septique représente la forme la plus grave de la réponse de I'organisme a une
infection et reste grevé d'une mortaité élevée pouvant atteindre 50%. Au total, 700 000
patients en Europe sont atteints de sepsis et finalement 200 000 patients vont décéder dans un
tableau de défaillance multiviscérale [1].

La physiopathologie du choc septique se traduit par une diminution de la contractilité
myocardique [2], une anomalie de la distribution du débit sanguin et une diminution du tonus
vasomoteur. L'altération conjointe de la fonction cardiaque et circulatoire se traduit
cliniquement par une hypotension persistante, malgré une expansion vol émique optimale.

Le traitement du choc septique exige la mise en ceuvre de conduites thérapeutiques et
diagnostiques multiples et complexes, dans un délai limité. Les recommandations de bonne
pratique clinique de la conférence internationale sur le sepsis [3], sont : une antibiothérapie a
large spectre et une réanimation hémodynamique précoce par une expansion volémigue et
l'utilisation d'agents vasoactifs. A cette trithérapie essentielle peuvent étre associés des
traitements adjuvants, les glucocorticoides et la protéine C activée, dont I’ étude fait I’ objet de
cetravail

Le choc septique peut s'accompagner d une insuffisance surrénaienne, il a éé démontré
gu'une synergie d'action existe entre les corticoides et les amines vasoconstrictrices par une
potentialisation des effets hémodynamiques de ces dernieres. L'administration de corticoides
est recommandée au cours du choc septiqgue chez les sujets non répondeurs aux
catéchol amines.

La Protéine C activée (PCa) ou drotrécogine alpha (Xigris®) a donné des résultats positifs
dans le traitement du sepsis severe. L’ éude PROWESS [4], a montré que |’ administration de
la Protéine C activée chez des patients septiques adultes est associée a une amélioration de la
survie.

Le but de ce travail est daméliorer la compréhension des mécanismes hémodynamiques et
cellulaires impliqués dans la dysfonction cardiovasculaire d'origine septique afin d’ éaborer
de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Au moyen d un modéle de choc septique cliniqguement pertinent par ligature et perforation

caecale (CLP), nous avons étudié les effets de la PCa et des glucocorticoides seuls ou en
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association sur les mécanismes cellulaires responsables des anomalies cardiovasculaires
observées au cours du choc septique.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons observés in vivo les modifications induites
par I’administration de la PCa et des corticoides seuls ou en association sur les parameétres
hémodynamiques (pression artérielle moyenne, débit cardiaque) d'une part, et sur les
marqueurs biologiques de réponse au sepsis (lactates, nitrites, nitrates et cytokines) d'autre
part.

Dans la seconde partie en ex-vivo, les aortes et artéres mésentériques ont été prelevées dansle
but d éudier I'impact de la PCa et des glucocorticoides seuls ou combinés sur la réactivité
vasculaire: contraction et relaxation vasculaire suivie par une exploration des différentes
voies de signalisation impliquées dans la réactivité vasculaire.

Enfin ce travail est complété par une étude de survie afin d’ évaluer I'intérét de I’ association

de ces deux traitements.
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IV.LE CHOC SEPTIQUE

Le terme sepsis ou septicémie provient du grec Xyic, qui veut dire putréfaction, renvoyant a
la notion d'infection générale grave de I’organisme par des germes pathogénes. Le choc
septique est laforme la plus grave du sepsis, il est une des premieres causes d'admission dans
les services de réanimation avec une mortalité qui reste tres élevée. Un patient est dit en état
de choc septique lorsgu’il est victime d’ une défaillance circulatoire aigué, entrainant des
désordres hémodynamiques, métaboliques, viscéraux, déclenchée par une dérégulation de la
réponse de I" héte a une infection. Ces bouleversements de I’ homéostasie conduisent au déces
dans un tableau de défaillance multi-viscérale.

La conférence de consensus internationale de 1992 [5] de I'American College of Chest
Physicians (ACCP) et de la Society of Critical Care Medicine (SCCM), révisee en 2001 [6], a
permis de distinguer différents états septiques selon leur gravité.

Les niveaux de gravité des états septiques se définissent comme suit :

- L'infection se définit comme une réponse inflammatoire a la présence de micro-organismes
ou aleur passage al'intérieur de tissus habituellement stériles.
- Le Syndromeinflammatoire de réponse systémique (SIRS) :
Ce syndrome est caractérisé par la présence d'au moins deux des signes suivants :
¢+ unetempérature corporelle>38° Cou<36° C.
¢ une fréguence cardiague > 90 battements par minute
% une fréguence respiratoire > 20/min ou une hyperventilation se traduisant par une
PaCO2 < 32 mm Hg.
¢+ une leucocytose > 12.000/mm3 ou < 4.000/mm3 ou > 10 % de cellules immatures.
- Le Sepsis est un syndrome de réponse systémique a une inflammation dont |’ étiologie
infectieuse est prouvée ou fort probable.
- Le Sepsis sévére est un sepsis associant défaillance hémodynamique a celle d'un ou de
plusieurs organes.
- Le Choc septique est la complication la plus grave et sévére du sepsis avec une
hypotension réfractaire et une hypovolémie non corrigée par |’expansion volumique
(remplissage vasculaire).
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SIRS

Deux ou plusdes signes suivants:
Température > 38,3°C ou < 36,0°C ;
Fréquence cardiague > 90/min ;
Fréquence respiratoire > 20/min ou PaCO, < 32 mmHg ou ventilation
meécanique ;
Compte leucocytaire > 12000/mm3 ou < 4000/mm3 ou > 10 % de cellules

immatures.

Sepsis

SIRS + infection « cliniguement ou microbiol ogiquement documentée »

Sepsis sévere

Sepsis + au moins un signe d’ hypoperfusion ou d’une dysfonction d'organe:
Fonction circulatoire :

hypotension artérielle (PAS < 90 mmHg ou PAM < 60 mmHg) ;
hyperlactatémie artérielle (lactate > 2 mmol/l) ;

Fonction respiratoire:

hypoxémie (PaO2/FIO2 < 300) ;

Fonctions supérieures:

présence d'encéphal opathie ou syndrome confusionnel (score Glasgow < 14) ;
Fonction rénale:

oligurie (débit urinaire < 0,5 mi/kg/h persistant malgre le remplissage) ;
créatinine > 177 pmol/l (20 mg/l) ;

Coagulation :

thrombopénie < 100 000/mm3 ;

Fonction hépatique:

hyperbilirubinémie > 34 umol/l ;

Choc septique

Sepsis sévéere + persistance, malgré un remplissage vasculaire adapté :
hypotension artérielle (PAS < 90 mmHg, PAM < 60 mmHg),
signes d'hypoperfusion (lactatémie > 4 mmol/l, oligurie, troubles de la

conscience,...).

Tableau | : Critéres diagnostiques de SIRS, sepsis et choc septique d' aprés Bone [5]
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V. CHOC SEPTIQUE ET DEFAILLANCE CARDIOVASCULAIRE

Ladifficulté d'appréhender le sepsis réside dans son aspect multifactoriel impliquant plusieurs
fonctions : inflammatoire, cardiovasculaire / endothéliale, hémostatique, énergétique /
mitochondriale... Le sepsis est associé a une dysfonction de I'endothélium vasculaire corrélée
a un stress oxydatif, des phénomenes d'hypercoagulation, une hypoperfusion des tissus a
I’ origine de la défaillance multiviscérale.

La survenue d'une défaillance circulatoire au cours du sepsis est un facteur de mauvais
pronostic : lamortalité qui atteint 20 & 30 % dans le sepsis, passe de 40 a 70 % en cas de choc
septique. A la phase aigué, c'est la défaillance la plus fréquemment retrouvée chez les patients
en sepsis sévere [7]. La défaillance cardio-vasculaire d’ origine septique est caractérisée par la
survenue d’ une hypovolémie secondaire a la dysfonction endothéliale entrainant une fuite
ligquidienne vers I’ interstitium. Parallé ement, |a chute des résistances vasculaires systémiques
se traduit par une vasodilatation avec effondrement de la pression artérielle diastolique [8]. En
réponse a cette baisse des résistances vasculaires systémiques, la fréquence cardiaque ainsi
gue le débit cardiague sélévent pour maintenir la pression artérielle. Le choc septique
s accompagne également d’'une diminution de la contractilité myocardique et du tonus
vasoconstricteur. Ces anomalies entrainent une diminution de la réponse inotrope des fibres
myocardiques aux agents - adrénergiques et une diminution de la réponse vasoconstrictrice

des fibres musculaires lisses aux agonistes a- adrénergiques.
V.1 Dysfonction cardiaque

Décrite pour la premiére fois par |’ équipe de Parker en 1984 [9], la dysfonction cardiagque est
diagnostiquée chez plus de la moitié des patients en état de choc septique. Cette derniére se
caractérise par une fraction d’ g ection ventriculaire réduite, une accél ération de la fréguence et
du débit cardiaque ainsi que par une dilatation bi-ventriculaire [10]. En effet, alors que le
débit cardiague est habituellement normal ou accru pendant le choc septique, la contractilité
myocardique est réduite dans les ventricules gauche et droit [11].

La dysfonction cardiague septique est bien décrite comme la conséquence d’ une complication
du sepsis sévere et du choc septique. Toutefois la dysfonction cardiaque est complexe et
plusieurs meécanismes physiopathologiques impliqués (Figurel) dans la dysfonction

myocardique ont été éudiés :

18



Dysfonction Altération de
mitochondriale rhoméostasie a2 Modifications
métaboliques

=

Modification de
la microcirculation

Altération
adrénérgique

Mediateurs circulants
cardiodépresseurs

Altéeration des

myofilaments

Figure 1 : Evénementsimpliqués dans la dysfonction cardiaque d’ origine septique.

ALTERATION DE LA MICROCIRCULATION

La circulation coronarienne compte trois compartiments : épicardique, préartériolaire et
capillaire. Le compartiment capillaire constitue I'essentiel du volume sanguin intra
myocardique [12].

Actuelement il est établi que le sepsis et le choc septique entrainent une modification de la
microcirculation myocardique. Dans un modéle canin d’ endotoxémie, Groeneveld a démontré
une atération de la distribution du flux sanguin coronarien [13]. Ces résultats pourraient étre
al’origine d’un oedeme endothélial [14]. Chez la souris septique, les cardiomyocytes activent
la migration trans-endothéliale ainsi que les polynucléaires neutrophiles circulants dans
I’espace interstitiel [15]. Ces derniers peuvent augmenter l'inflammation intracardiaque
induite par le sepsis et contribuer ainsi a une augmentation de la fuite vasculaire avec oedeme
myocardique [16].

19



ANOMALIESSTRUCTURELLES

Plusieurs travaux expérimentaux ont mis en évidence des anomalies structurelles lors de
I’examen du ceeur d’animaux septiques. Chez I’homme, Fernandes et a, [17] ont démontrés
plusieurs anomalies structurelles dans une éude autopsique de 71 patients décédés de choc
septique.

Dans de nombreux modeles expérimentaux de sepsis, les lésions histologiques cardiaques
principalement retrouvées sont : nécrose subendocardique, oedéme myocardique, oedéme
capillaire, altérations mitochondriales, infiltration leucocytaire, atteinte des cardiomyocytes,
perte de myofibrilles[18-22] ainsi qu’ une désorganisation des sarcomeres des cardiomyocytes
ventriculaires associée a un clivage des protéines contractiles par des protéases de type
caspases [2].

Ces anomalies structurelles sont souvent présentes au cours du choc septique, cependant elles
ne sont ni nécessaires a |’ apparition de la dysfonction myocardique, ni spéecifiques du sepsis,
et aucune corrélation entre |’ atteinte structurelle et I'intensité de |’ atteinte fonctionnelle n’a

€té rapportee.

PERTURBATION DE L’HOMEOSTASIE CALCIQUE CARDIAQUE

L’administration de lipopolysaccharide (LPS) ou endotoxine, constituant de la paroi
bactérienne a Gram négatif, reproduit chez |I'animal et chez I’'homme sain, les manifestations
cardiovasculaires du choc septique [8], [9]. L’ utilisation de ces modéles a permis |’ é&tude des
mécanismes impliqués dans la dépression myocardique septique. Bien que leurs mécanismes
d’action soient encore imparfaitement connus, il est suggéré que les médiateurs libérés au
cours du choc septique sont responsables directement ou indirectement de perturbations du
couplage entre |’ activité éectrique et mécanique du ceeur. Le couplage excitation-contraction
permet la contraction du cardiomyocyte en réponse a un potentiel d’action, rendue possible
gréce a une fine régulation de I’homéostasie calcique, une production d’ ATP (Adénosine Tri-
Phosphate) soutenue, et des protéines capables de générer une force musculaire.

La contraction cardiaque est initiée par une entrée de calcium extracellulaire suite a une
dépolarisation de la membrane sarcolemmique. La dépolarisation membranaire propagée le
long du sarcolemme provoque |I'ouverture des canaux calciques et notamment ceux des
tubules T (canaux calciques voltage dépendant de type L) avec entrée de calcium dans la
cellule. Les ions calcium se fixent sur les récepteurs a la ryanodine (RyR2 : isoforme du

muscle cardiague) entrainant leur ouverture et la libération massive du calcium contenue dans
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le réticulum (Calcium induced Cacium release) [23]. L’augmentation du calcium
intracellulaire initie la contraction apres activation des myofilaments. La relaxation
musculaire s effectue par le rétablissement de la concentration du calcium a sa valeur initiae,
principalement par un re-captage du calcium dans le réticulum par des pompes calcium-
ATPase ou Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase (SERCA2) et dont
I"inhibition est largement levée par la phosphorylation du phospholamban (PLB). En
paraléle, le calcium est également expulsé vers le milieu extracellulaire grace aux échangeurs
NCX (3Na’/1Ca™) et & des pompes Ca’*-ATPase situées dans le sarcolemme. La
mitochondrie a également la capacité de capturer du calcium intracytosolique essentiellement
par I'uniport calcique (UP) qui utilise I’énergie du potentiel membranaire mitochondrial
(A¥m) afin d’amener les ions Ca®* dans |a matrice mitochondriale (Figure 2).

Au cours du choc septique, les principales perturbations du couplage excitation contraction
qui ont été décrites associent une désensibilisation des myofilaments au calcium, une
diminution de |’ amplitude des variations du calcium cytosolique et une inhibition des pompes
SERCA?2 impliquées dans le re-captage du calcium dans le réticulum. Des travaux ont
démontrés que la désensibilisation des myofilaments au calcium induite par le LPS bactérien
pouvait étre attribuée a I’ activation de cystéine protéase ou caspases qui sont des enzymes
effectrices de I'apoptose, dans les cellules contractiles myocardiques [24-26]. En effet,
I’activation des caspases (essentiellement caspase-3) s accompagne d'un clivage de
nombreuses protéines de 1’appareil contractile cardiaque comme 1’a-actine, 1’a-actinine, la
chaine légéere de myosine et la troponine T [2], [27-29]. En plus de ces phénoménes de
destruction du sarcomere, le roéle de I’activation des caspases dans la régulation des flux
caciques doit étre envisagé. En effet il a éé démontré que les caspases actives peuvent
directement induire des perturbations de I’homéostasie calcique dans les cellules neuronales
[30], et de lymphocytes T [31] par le clivage des récepteurs et des pompes régulant les flux
calciques intracellulaires. Des études plus récentes montrent que suite a une endotoxémie, le
réticulum sarcoplasmique est responsable ou provoque une surcharge calcique
mitochondriale, une dysfonction cardiague [32] et que |’endotoxine réduit la capacité de
recapture du calcium par le réticulum sarcoplasmique dans les cardiomyocytes et que

I’inhibition des caspases protége de cette baisse et préserve lafonction mitochondriale [33].

21



Sarcolemme

————

mitochondrie

Tubule T

Protéines contractiles Actine

Figure 2: Cacium-induced calcium release (CICR), couplage excitation-contraction.

ALTERATIONSMITOCHONDRIALES

Les mitochondries sont des petits organites ou organelles intracellulaires d’environ 1 pm
(micrométre) présents dans toutes les cellules des organismes eucaryotes, constituée de deux
membranes bilipidiques (une externe et une interne), un espace intermembranaire et la matrice
(Figure 3). Elles jouent un réle essentiel dans le processus énergique cellulaire via la
respiration cellulaire, puisque les mitochondries sont responsables de la production d’une
grande partiede I’ ATP.

Les mitochondries jouent un rdle primordial dans lavie et lamort cellulaire. Elles contribuent
non seulement a la synthese dATP, des hormones stéroides et de |’héme, au maintien de
I'hnomeéostasie calcique et la production d especes réactives de I’oxygene ains qu'a la

thermogenése, qui est une fonction mitochondrial e essentielle du tissu graisseux brun.

22



Apoptose

Production d'énergie: I

Espace
inter-membranaire

- Homeéostasie des glucides

et des lipides

Thermogénése <

Granules

Ribosomes

Membrane

N interne
ADN  Membrane
externe
/ Homéostasie du fer
Synthése des stéroides l \

Homéostasie du Ca®*
Production des ROS

0.°°
©5°,10,)

Figure 3 : Structure et role de la mitochondrie.

Hassoun et a [34] suggerent une atteinte majeure du complexe PTP (Pore de transition de
perméabilité) par les sphingosines dont les effets conduisent a un découplage de la respiration,
une dissipation du A¥Ym (potentiel de membrane mitochondrial) et une réduction de la
production d’ ATP. L’ ensemble de ces effets participe au développement d'une dysfonction
mitochondriale qui pourrait contribuer aux anomalies mitochondriales et contractiles
cardiaques chez les animaux septiques.

Une inhibition réversible du complexe IV (cytochrome ¢ oxydase) par le NO (monoxyde
d azote) ou une inhibition irréversible des différents complexes de la chaine de transfert
électronique par les peroxynitrites ou encore une déplétion en nucléotides pyridiniques (NAD)
consecutive a |’ activation de la poly-ADP ribose polymérase (PARP) avaient été retenues
comme des mécanismes potentiels de la dysfonction mitochondriale induite par le sepsis [35].
Des données récentes suggerent que la sévérité de la dysfonction myocardique et peut-étre
méme la gravité et le pronostic du sepsis [36] pourraient étre liés a un dysfonctionnement
mitochondrial. Au cours du sepsis, les mitochondries [37], [38] cardiaques montrent des
dommages ultra structuraux chez les rongeurs [39], [40] et les patients [41]. Une autophagie
est décrite chez les rats péritonites (CLP) associée a une déplétion mitochondriale [40]. Fait
intéressant, I’ ADN (Adénosine Désoxyribonucléotide) mitochondrial est plus susceptible aux

dommages induits par I’ endotoxine que de I'ADN nucléaire [42], [43].
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STRESSRADICALAIRE

Les especes réactives de I’ oxygene ROS « reactive oxygen species » et les especes réactives
de I’azote RNS « reactive nitrogen species » sont al’ origine du stress radicalaire et toutes les

deux impligquées dans le choc septique et dans la dysfonction cardiague.

= Les especes réactives de |’ oxygene

Les ROS comportent deux sous familles : les radicaux libres (exemple : anion superoxyde
0,%) et les especes non radicalaires (exemples : peroxyde d’ hydrogéne H,O; et peroxynitrite
ONOQ)). Les sites de production de ROS sont nombreux et varient suivant le type cellulaire.
Au niveau cardiague, les ROS sont produits par la mitochondrie et par des systemes
enzymatiques (Figure 4). En effet, la chaine respiratoire mitochondriale peut étre responsable
d’une partie de la production des ROS [44]. Entre 1 et 3% de |’oxygéne consommé par la
mitochondrie génére des radicaux libres. La production de ces ROS a lieu au niveau des
complexes | et Il ainsi qu’au niveau de I’ ubiquinone. Des systémes enzymatiques endogenes
sont prévus pour lutter contre cette production physiologique. L’ O,° est converti en H,O, par
la manganese superoxyde dismutase (Mn-SOD) du c6té matriciel et par la Cuivre-Zinc
superoxyde dismutase (CuzZn-SOD) dans I'espace intermembranaire. Ce peroxyde
d’ hydrogene est ensuite neutralisé soit par la glutathion peroxydase (GPx), soit par |a catal ase.
Récemment, il a ét¢ montré que parmi d’autres cytokines pro-inflammatoires, le TNF-a
(Tumor necrosis factor) conduisait a une augmentation d' O,°" via la stimulation de systémes
enzymatiques tels que la NADH oxydase ou la xanthine oxydase [45], et ce au niveau

cardiaque.
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Figure 4 : Origine mitochondriale des especes réactives de |’ oxygene.

GPx, glutathion peroxydase ; Mn-SOD, manganese superoxyde dismutase ; CuZn-SOD,

Cuivre-Zinc superoxyde dismutase ; UQ, ubiquinone ; ¢, cytochromec ; e, éectron.

= Les especes réactives de |’ azote

Les RNS incluent le NO et les S-nitrosothiols (SNOs). Ces derniers se composent d acides
aminés, de peptides ou de proténes modifiées au niveau de leurs résidus cysténe par le NO.
Le NO est produit par des enzymes spécialisées : les NO synthases (NOS). Ces enzymes
convertissent la L-arginine en L-citrulline et NO. Dans le systeme cardiovasculaire, deux
isoformes jouent un réle important : la eNOS (NOS endothéliale ou constitutive ou NOS3) et
laiNOS (NOS inductible calcium dépendante ou NOS2). L’ expression de cette derniére est
sous le contrdle de NF«B (nuclear factor xappa B). L’hémoglobine est une autre source
potentielle de NO. Enfin, la xanthine oxydase des cardiomyocytes est une enzyme capable de
transformer les nitrates/nitrites en NO. L’ensemble du NO produit peut réagir avec des
mol écules soufrées et former des SNOs.

L'oxyde nitrique est une molécule gazeuse extrémement réactive, produite par |'enzyme oxyde
nitrigue synthétase (NOS). Il en existe trois isoformes chez I'homme (endothéliale, neuronale
et inductible). En fonction du systeme cellulaire ou I'oxyde nitrique est généré par NOS, la
signalisation du NO peut suivre différentes voies. L'oxyde nitrique diffuse ensuite tres
rapidement a travers les membranes cellulaires des cellules de muscle lisse voisines pour

venir se lier a la protéine hétérodimérique sGC (Guanylate Cyclase soluble) et activer la
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production du second messager 3',5'-guanosine monophosphate cyclique (cGMP) a partir du
guanosine triphosphate (GTP). A son tour, cGMP va se lier spécifiguement a une protéine
kinase (PKG) qui va activer par phosphorylation une cascade de voies cellulaires et entrainer
ains la réponse biologique. Le NO est un important médiateur intra- et intercellulaire
responsable, entre autre, de la vasodilatation endothélium-dépendante. Le cGMP est ensuite
dégradé en GMP par des phosphodiéstérases (PDE). Le NO est une molécule peu réactive aux
doses physiologiques (1-100 nM). 1l exerce un role inotrope positif via une augmentation de

la concentration d AMPc (adénosine mono-phosphate cyclique) et du Ca2+ intramyocytaire
[46]. Dans le cceur normal, le NO est produit par la NO synthase (NOS) endothélide «
constitutive » (eNOS) des vaisseaux coronaires et de I’ endocarde.

Le NO est capable, in vitro et & concentration élevée, d’ induire une diminution de la force de
concentration myocardique [47] . En revanche, a faible concentration (< 1puM/L), le NO
pourrait exercer un effet inotrope positif, lié au moins en partie a une augmentation d AMPc
et du calcium intracellulaire [46]. In vivo, chez le sujet sain, les effets cardiaques du NO
endogéne ou de donneurs de NO exogénes sont essentiellement des modifications de la
fonction diastolique avec relaxation plus précoce du ventricule gauche et augmentation de la
distensibilité [47]. L’augmentation de la production de NO dans les vaisseaux d animaux
septiques est principalement due a I’ expression d' une isoforme « inductible » de la NOS
(INOS) par les cellules musculaires lisses vasculaires qui peuvent produire de grandes
guantités de NO.

L’équipe de Finkel [48] a rapporté¢ 1’effet inotrope négatif précoce du TNF-a, de
I’Interleukine (IL) 2 et de I’1L-6 par I’intermédiaire du NO. En effet, I’ gout d inhibiteurs des
NO Synthases (NOS) prévient la dysfonction causee par ces médiateurs. Ces effets rapides
sexpliqueraient par une augmentation de I'activité des NOS congtitutives (eNOS). Ce
mécanisme ne nécessite aucune transcription génique. Depuis, d autres éudes ont pu
confirmer I’'importance du NO dans la dysfonction cardiaque induite par les cytokines [49],
[50]. TNF-a, IL-1PB, et IFN-y (interféron gamma) sont capables d’induire 1’expression de la
NOS inductible (iNOS) [51]. En effet, le NO peut atérer lafonction cardiaque vial’ activation
de la NOS inductible (iNOS) par le TNF-a, dans le cardiomyocyte par I’intermédiaire des
récepteurs TNFR-2 « TNF Receptor-2 ». Cette signalisation dépendante du TNFR-2 permet la
translocation du NFkB vers le noyau pour activer la transcription de geénes cibles tels le géne
codant pour le TNF-a ou encore celui codant pour la NOS inductible (iNOS). Le NO, produit
localement par I'iNOS, seraains responsable de certains des effets cardio-dépresseurs tardifs.
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CHANGEMENTSMETABOLIQUES

Au cours du sepsis et du choc septique, plusieurs changements métaboliques profonds ont été
décrits dans la cellule cardiague. Les patients en sepsis sévere et choc septique montrent une
augmentation de 30% de la consommation d'oxygeéne et du métabolisme basal par rapport aux
valeurs normales, mais une nette réduction par rapport au sepsis [52].Cependant, une fois que
le dysfonctionnement dorgane se développe, la consommation d'oxygene et le taux
métabolique au repos baissent, suggérant que, au cours de la défaillance multi-organes, les
patients semblent tolérer des valeurs plus faibles de I’ approvisionnement en oxygene [53]. En
outre, lors de I’ évolution du sepsis dans e temps, on constate une augmentation progressive
de la pression partielle en oxygene des tissus parallelement a la sévérité de la maladie [54],
[55]. Il a été suggéré, qu’'au cours du sepsis sévere, les cellules utilisent moins d'oxygene.
Dans le but de maintenir ses fonctions essentielles, la cellule utilise le métabolisme anaérobie
pour assurer une production minimale dATP. La mise en jeu de ce métabolisme anaérobie se
traduit par laformation de lactate et de protons.

Plusieurs études suggérent que les cellules seraient capables de diminuer leur métabolisme par
suppression de certaines syntheses (phénomene adaptatif appelé conformance) face a une
bai sse des apports énergétiques, afin de mettre en adéquation leurs besoins métaboliques et la
production limitée d'ATP par voie anaérobie. Malgré ces mécanismes adaptatifs, une
diminution brutale des apports en oxygene et en autres substrats tels que le glucose, expose a
deslésions cellulaires et a une dysfonction des organes.

Considérant gque le sepsis est généralement associé a une augmentation des taux sanguins de
lactate, le coeur septique chez I’homme présente une extraction positive entre lactate artériel et
le sang du sinus coronarien [56]. Dans une étude récente chez des patients qui avaient
succombés a un sepsis sévere, l'accumulation de lipides a été trouvée a l'intérieur des
cardiomyocytes [57]. Au cours du sepsis, les cardiomyocytes humains ont également une
diminution de la consommation des corps cétoniques, d’ acides gras libres et de glucose [58].
En outre, les souris septiques présentent une augmentation intra-cardiomyocytaire des dépots

de glycogéne [59].

ANOMALIE DE LA TRANSDUCTION DU SIGNAL B- ADRENERGIQUE

Apres lastimulation des centres autonomes cardiaques, |les catécholamines secrétées stimulent
les récepteurs P-adrénergiques (B-AR) des cardiomyocytes. Ces récepteurs sont couplés a

I'adénylate cyclase (AC), qui transforme I’ATP en AMPc. Les deux protéines-G, a la fois
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stimulatrice (GS) et inhibitrice (G|)' modifient la transmission du signal atraversla membrane

cellulaire. L’AMPc active la protéine kinase A (PKA), qui phosphoryle les enzymes clés qui
stimulent le métabolisme, la contraction et la relaxation du cardiomyocyte, et influencent le
débit cardiague.

La stimulation B-adrénergique aigué par les catécholamines augmente la contractilité
cardiaque et la fréguence cardiague. Toutefois, une stimulation prolongée et exagérée peut
conduire alanécrose cellulaire par surcharge calcique [60].

Le choc septique est marqué par une stimulation sympathique globalement élevée et soutenue,
plusieurs études ont montré des niveaux éevés de catécholamines chez les patients [61-63] et
les animaux pendant le sepsis [64], [65]. Le sepsisinduit une perturbation a différents niveaux
de cette cascade de signalisation, en partie par I'intermédiaire du NO. En effet, des éudes ont
montrés chez des patients [66] et chez des souris septiques [67], dont la fonction ventriculaire
gauche (LV) est réduite, une réduction de la réponse P-adrénergique ; cette dernicre est
associée ades niveaux élevés de NO [47], [68].

Chez les rats septiques, la densité des récepteurs f-adrénergiques myocardiques est diminuée
[69], [70]. D’autres auteurs ont écrit que la réponse contractile est affaiblie dans les
cardiomyocytes de rats apres stimulation par les cytokines, malgré une densité de récepteurs
normale [71].

Chez les lapins endotoxiniques, les protéines-G stimulatrices sont diminuées [72] alors que
pour les animaux qui n’ont pas survécus au choc septique [73] et les animaux septiques [74]
les protéines-G inhibitrices sont augmentées.

En résumé, au cours du sepsis, la stimulation B-adrénergique est diminuée (Figure 5) et la
sevérité de la dysfonction cardiaque septique peut étre secondaire a des modifications dans le

temps de lavoie de I’ adénylyl cyclase (AC) [75].
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Figure5: Atteinte du signal B adrénergique au cours su sepsis.

LESMEDIATEURS CIRCULANTS PRO-INFLAMMATOIRESDE LA
DEPRESSION MYOCARDIQUE

La dysfonction myocardique observée au cours du sepsis pourrait étre en rapport avec les
effets directs ou indirects des différents facteurs circulants ou produits localement par les
bactéries.

L’existence d'un facteur de dépression myocardique (MDF) de 2 kDa avec un profil
hydrophile a été démontré par incubation des cardiomyocytes isolés de rat avec du sérum
obtenu a partir des patients en choc septique, conduisant a une diminution d'amplitude et de
vitesse de raccourcissement des cardiomyocytes [76]. D’ autres études ont également montré

le c6té hydrophile de la molécule mais [ui ont attribué un poids moléculaire compris entre 10
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et 30 kDa [77], [78]. Au départ, une seule substance était soupconnée d’agir comme facteur
dépresseur myocardique, mais par la suite il a été montré que le sérum septique perdait sa
capacité a induire la dysfonction contractile lorsque le TNF-a et I’'IL1-B étaient immuno-
adsorbés [79].

Ces observations suggérent que le MDF pourrait provenir de différents médiateurs de
I"inflammation [79] et qui agissent de concert pour conduire & la dysfonction contractile dont
les principaux sont : ’endotoxine, TNF-a , Interleukine (IL-1, IL-2, IL-6), Platelet activating
factor (PAF), les dérivés de I’ acide arachidonique (prostaglandines, leucotrienes), les facteurs
d’ origine endothélide (monoxyde d azote NO, endothéline) et les dérivés réactifs de

I’ oxygene (anions superoxydes, peroxynitrite).

V.2 Dysfonction vasculaire

La défaillance vasculaire est caractérisée par une diminution du tonus artériel (vasoplégie) et
une hyporéactivité vasculaire avec une moindre sensibilité aux agents vasopresseurs. 1l en
résulte une vasodilatation et une hypotension artérielle persistante pouvant conduire au déces
du patient. Le choc septique représente |’ archétype du choc vasoplégique et en constitue la

cause la plus fréguente.

COAGULATION, INFLAMMATION ET SEPSIS

L'interaction entre inflammation et coagulation a été mise en évidence. Plusieurs études ont
démontré que le systéme de coagulation est activé par les médiateurs inflammatoires, eux-
meémes activés par le systéme de coagulation. L'endothélium est fortement impliqué dans ce
processus [80].

Lors de I'infection sévére, le facteur tissulaire est exprimé au niveau des monocytes et des
cellules endothéliales et sa concentration plasmatique s éléve. Paraléement, I’endothélium
activé exprime des molécules d’'adhésions leucocytaires. Il en résulte une génération
inappropriée de thrombine et la formation de fibrine. L’ efficacité des systemes de régulation
négative décroit avec la sévérité cliniqgue du sepsis. La concentration plasmatique des
anticoagulants naturels (le systéme protéine C - protéine S - thrombomoduline et
I’ antithrombine 111) est diminuée précocement lors des infections graves [81]. L’ efficacité de
lafibrinolyse est d’autant plus altérée que I’ infection est cliniguement bruyante [82]. Le tissue

factor pathway inhibitor (TFPI), qui limite I’ activation de la coagulation par interaction avec
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le facteur X, est moins actif lors du sepsis [83]. L’augmentation des phénomenes de
coagulation et la dysfonction des systémes régulateurs conduit a une coagulation intra-
vasculaire disséminée (CIVD) qui contribue ala défaillance multiviscérale.

Le role de la coagulation dans le sepsis ne se limite pas a la formation de micro-thrombi. Elle
est également al’origine d’une régulation de I’inflammation. Ainsi, le systéme de la protéine
C régule I'activation des phénomenes inflammatoires médiés par |I’endothélium via les
platelet-expressed G-protein-coupled protease activated receptors (PAR), dont I’ activation
provogue la production de cytokines pro-inflammatoires responsables de |ésions tissulaires
[84]. Une régulation du méme type a été décrite avec le TFPI. La protéine C est également
capable de limiter les phénoménes de mort cellulaire programmés en particulier de
I’ endothélium [85].

HYPOREACTIVITE VASCULAIRE

L’ hyporéactivité vasculaire peut étre définie par une augmentation moindre de la pression
artérielle pour une méme dose dagent vasopresseur. Son importance est appreciée
cliniguement par la posologie de vasopresseurs nécessaires au maintien de la pression
artérielle moyenne et par la chute de la pression artérielle diastolique traduisant la vasoplégie.

L’ évidence clinique démontre cette hyporéactivité vasculaire puisque les patients en choc
septique, réanimés sur un plan volémique, restent hypotendus malgré des concentrations
élevées de catécholamines endogenes, L’ administration de doses majeures de catécholamines
est alors nécessaire pour augmenter leur pression artérielle. Sur un plan expérimental,
Bellissant et Annane [86] ont comparés 20 patients en choc septique a 12 sujets sains. Des
courbes dose réponse a la phényléphrine, agoniste alpha-adrénergique pur, ont été établies et
ont montré une moindre réponse a la stimulation apha-adrénergique chez les patients

septiques.

Monoxyde d’ azote (NO)

Le NO est synthétisé a partir de I’ un des atomes de I’ azote terminal du groupement guanidine
de laL-arginine par voie enzymatique faisant intervenir les NOS, en présence d’ oxygene et de
cofacteurs. A ce jour plusieurs isoformes sont identifiées, une forme inductible (iNOS), une
forme neuronale (NNOS), mitochondriale (MNOS). Au niveau vasculaire le NO est produit
physiologiquement en faible quantité a partir de la L-arginine par laNO synthase endothéliae
congtitutive (eNOS). Une fois produit, le NO diffuse hors de la cellule endothéliale vers les
cellules musculaires lisses, |es macromolécules et les cellules du sang circulant.
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Le NO diffuse dans le muscle lisse vasculaire sous jacent et stimule la guanylate cyclase
soluble, induisant une augmentation de la GMPc intracellulaire. Ce dernier active adors la
phosphatase de la chaine légére de myosine, permettant le relachement de |’ appareil
contractile de la cellule musculaire lisse entrainant ainsi une vasodil atation.

Dans le milieu des années 1980, des éudes montrérent que les inhibiteurs des NOS étaient
capables de rétablir la réponse contractile aux agents vasopresseurs au cours du choc [87]. En
effet lors du sepsis et sous I'influence des cytokines pro inflammatoires, il y a une hyper
expression de la NOS inductible (iNOS) au niveau du muscle lisse de la paroi vasculaire, il
S ensuit une production excessive de NO qui aboutit a une atération de la réponse contractile.
MacMicking a démontré que des souris déficientes pour le géne de I'iNOS (iINOS-/-) résistent
particulierement bien au choc septique et ne présentent que tres peu d’ hypotension artérielle
comparées a des souris sauvages [88].

D’autres effets déléteres de la surproduction du NO ont éé considérés dans la
physiopathologie du choc vasoplégique. Ainsi, le NO peut interagir avec le radical anion
superoxyde et étre a |’ origine de la surproduction de peroxynitrite, puissant agent oxydant et
inhibiteur de la respiration mitochondriale, aboutissant ainsi a la réduction de la glycolyse et
de la production d’ ATP. Enfin le NO et le peroxynitrite sont également susceptibles d’ activer
les canaux potassiques ATP dépendants.

L’ ensemble de ces observations a conduit a I’ utilisation d’inhibiteurs non séectifs des NOS
comme le L-NAME (NG-Nitroarginine methyl ester) en expé&imentation animale puis chez
des patients en choc septique. Ces traitements permirent de restaurer des valeurs de pression
artérielle, malheureusement leur utilisation fut associée a une surmortalité [89]. Il a alors é&é
supposé que I’ utilisation d’inhibiteurs plus sdlectifs de I'iNOS, telles que |’ aminoguanidine ou
la L-canavanine, pouvait apporter un bénéfice aux patients mais aucun n’a été retenu a ce jour
pour un clinique. En effet, bloquer la production du NO pourrait ére a I’ origine de
nombreux effets dél étéres notamment une altération du flux microcircul atoire, une diminution
de I'activité bactéricide NO-dépendante, une diminution de I’ activité de neutralisation des
espéces radicalaires dérivées de I’oxygéne ou encore une diminution de la modulation de

I activation de la coagulation.

L es cyclooxygénases

La cyclo-oxygeénase est la principale enzyme impliquée dans la transformation de I’ acide
arachidonique (constituant des parois cellulaires) en prostaglandines et thromboxanes (Figure

6). Elle existe sous deux isoformes: la cyclo-oxygénase-1 (COX-1), qui est constitutive,
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trouvée dans des conditions basales dans les cellules endothéliales et |es plaguettes ; elles sont
peu ou pas modifiées par I'inflammation. La deuxieme isoforme est la cyclo-oxygénase-2
inductible (COX-2) responsable d une libération accrue de métabolites de la cyclo-oxygénase
localement dans les sites d'inflammation aigué ou dans la circulation lors des infections
systémiques. Les COX-2 sont produits dans certains tissus en réponse a des stimuli tels que
les cytokines et les facteurs de croissances [90]. Les médiateurs lipidiques générés via les
COX-2 agissent a travers un récepteur spécifique couplé ala protéine G, et in fine favorisent
I'inflammation, alterent le tonus vasomoteur et la perméabilité vasculaire. Les souris

déficientes PLA2, ou COX2, ou 5-Lipooxygenase, sont plus résistantes al’ endotoxine [91].
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Figure 6 : Biosynthese des prostaglandines et des thromboxanes.

Altération delarelaxation endothélium dépendante au coursdu sepsis

Initialement décrit comme étant une simple frontiere entre le sang et les tissus, I’ endothélium
apparait maintenant comme un organe a part entiére.

L'endothélium participe activement a la défense de |'organisme contre les agents pathogénes
en recrutant les leucocytes vers les sites infectés, en libérant des médiateurs inflammatoires et
en favorisant localement la coagulation, évitant ainsi la diffusion hématogene de I'infection.
L'endothélium contribue au contrdle de la pression en produisant des molécules vasoactives
qui régulent le tonus artériolaire. On retrouve des produits vasodilatateurs comme le
monoxyde d azote (NO) et la prostacycline (PGI2), ainsi que des vasoconstricteurs comme
I'endothéline, le thromboxane A2 et le Platelet Activating Factor (PAF) [92].
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Cependant, la réponse immunitaire systémique adaptée peut se généraliser et samplifier lors
dun sepsis et dééguler I’'homéostasie endothéliadle: on parle adors de dysfonction
endothéliale.

Physiologiquement, le NO d origine endothédliale, produit par la eNOS, régule le tonus
musculaire, |’ agrégation plaquettaire et le recrutement des leucocytes [93]. L’ expression de la
eNOS est stimulée par de multiples facteurs incluant les forces de cisaillement, VEGF
(vascular endothelial growth factor), I’ acétylcholine, les oestrogenes et lavoie de signalisation
Akt [94].

Par contre, au cours du choc endotoxinique, la défaillance de la relaxation endothélium
dépendante a bien été démontrée dans les vaisseaux. Cette défaillance observée peut étre le
résultat de plusieurs mécanismes : atération des récepteurs de surface endothéiaux,
modification de la voie de transduction des récepteurs, découplage de la eNOS, altération de
lafonction et de I'expression de la eNOS entre autre par les peroxynitrites. En effet, in vitro,
la stimulation de cellules endothéliales par le TNF-a ou le LPS induit une down-regulation de
I'ARN messager de laeNOS [95], [96].

Chez le rat, I'induction d'un choc septique s accompagne de la diminution de la densité
endothélidle de eNOS [97]. Chez le lapin, I'injection d une dose |étale de LPS altere la
relaxation endothélium-dépendante et cela pendant 5 a 20 jours [98]. Chez le volontaire sain,
une breve exposition a I’ endotoxine diminue la relaxation dépendante pendant plusieurs jours
[99], [100].

Ladiminution de la synthese endothélial e des molécul es vasorelaxantes NO et PGI2 contribue
également aux anomalies de perfusion, méme si I'induction des enzymes NO synthase (iNOS)
et Cyclooxygenase-2 (COX-2) permet au moins théoriquement, de relayer secondairement le
défaut de production initial de NO et de PGI2 [101], [102]. La production musculaire lisse de
ces molécules est multipliée par un facteur 1000 par rapport au niveau de production
endothéliade. Une étude a montrée que le Knock out du gene d'iNOS protége les artéres des
souris de la dysfonction endothéliale induite par le LPS[103].

En effet, le caractére d'adaptation du tonus vasomoteur est perdu avec I'atteinte endothéliale :
le vaisseau septique est en vasoplégie a cause notamment de I'excés de NO produit. Le
vaisseau n'est donc plus capable d'adapter son tonus aux stimuli locaux, en particulier aux

modifications du débit de perfusion, de la pression endoluminale, ou des apports en oxygene.



Désensibilisation des récepteurs adr énergiques

Cette désensibilisation ferait intervenir une diminution du nombre de récepteurs et/ou un
découplage entre les récepteurs et leurs messagers intracel lulaires.

La régulation des récepteurs adrénergiques a été beaucoup plus étudiée sur les bétarécepteurs
au niveau myocardique que les apharécepteurs au niveau vasculaire. En ce qui concerne les
alpharécepteurs, McMillan a observé une réduction du nombre de récepteurs a-1 hépatiques
dans un modéle de sepsis chronique chez le rat [104]. La désensibilisation des récepteurs
semble étre due a I’exces de catécholamines circulantes puisque celles-ci interviennent en

premier lieu dans la régul ation des récepteurs adrénergiques.

L es canaux potassiques AT P-dépendants (K™ atp)

Les canaux K™ atp sont impliqués dans I’ état de choc vasoplégique. A I’ état physiologique,
ces canaux restent fermés. Mais en situation de crise énergétique, comme c'est le cas dans
I’ éat de choc, on observe notamment une dépl étion des stocks intracellulaires en ATP et une
acidose lactique en raison de la mise en place des voies métaboliques anaérobiques. Ces 2
stimuli activent I’ouverture des canaux K-atp, de méme que I’augmentation de NO, de
peroxynitrite et I’ hypoxie [105]. Dans la membrane plasmique des cellules musculaires lisses
vasculaires, cette ouverture permet la sortie sélective d’'ions K* hors de la cellule, ce qui
provogue une hyperpolarisation et ainsi le blocage des canaux calciques voltage-dépendants.
Il en résulte une vasodilatation réfractaire aux catécholamines.

VI. TRAITEMENTSUTILISESDANSLE CHOC SEPTIQUE

La conférence internationale, la Surviving Sepsis Campaign, reprend les régles de bonnes

pratiques cliniques de la prise en charge du choc septique [3].
V1.1 L'éadication du foyer infectieux (Antibiothérapie)

Comprenant une antibiothérapie tres précoce, sans attendre |a confirmation bactériologique de
I'infection ou l'identification du germe. Le choix du traitement antibiotique est fonction du
mode d acquisition de I'infection (communautaire ou lié aux soins), du foyer infectieux
présumé et de |'épidémiologie générale et éventuellement locale (notamment pour les

infections hospitalieres) associée a ce type d’infection.
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V1.2 Traitement hémodynamique de la défaillance cardiovasculaire

L'objectif de la prise en charge hémodynamique dans le sepsis sévere et |e choc septique est la
restauration d'une perfusion adéquate des tissus. Les composantes vasculaire et cardiague de
la défaillance doivent étre distinguées.

La réanimation hémodynamique du choc septique consiste a mener de front une évaluation
des anomalies cardiovasculaires et leur correction par les mesures les plus adaptées :
expansion volémique, emploi dagents cardio-vasoactifs, corticoides, administration de

protéine C activée.

L'OPTIMISATION HEMODYNAMIQUE PRECOCE (EARLY GOAL
DIRECTED THERAPY).

Dans les 6 heures, comprenant en premier lieu une expansion volémique et I'utilisation
d'agents vasoactifs, en se fixant des objectifs de réanimation simple de restauration d'une
pression artéridlle, et de restauration d'un transport artériel en oxygene suffisant, permet de
faire baisser la mortalité d’ un groupe de patients septiques de 46,5 % a 30% [106].

= Expansion volémique

Une des premiéeres actions thérapeutiques dans le sepsis est 1a mise en ceuvre précoce d'un
remplissage vasculaire, qui a pour objectif de corriger I'hypovolémie et de restaurer les
paramétres hémodynamiques adéquats. La correction de |"hypovolémie permet une
restauration du remplissage des ventricules et, par voie de consequence, du débit cardiagque et
delapression artérielle.

Le remplissage vasculaire peut étre réalisé par deux types de solutés: les cristalloides
(isotoniques ou hypertoniques) et les colloides (naturels ou synthétiques). Leurs propriétés
physicochimiques les différencient au niveau pharmacocinétique et pharmacodynamique.
Leurs effets sont basés sur le pouvoir osmotique pour les premiers et le pouvoir oncotique
pour les seconds.

Le remplissage doit étre poursuivi jusqu’a I’obtention d’'une PAM > 65 mmHg. Il doit étre
rapide (fluid challenge) : I’administration de 1000 ml de cristalloides ou de 300-500 ml de
colloides doit étre faite sur 30 minutes, voire plus rapidement et de fagcon plus ample en
volume en cas de signes d hypoperfusion tissulaire. 1l doit étre ralenti ou stoppé s les
pressions de remplissage cardiaque s élevent sans amélioration concomitante des paramétres

hémodynamiques.
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= Agents vasopresseurs

L es catécholamines

Toutes les catécholamines vasopressives augmentent la pression artérielle de maniére dose
dépendante. L’ administration de catécholamines restaure la pression artérielle et, dés lors, la
perfusion des différents organes. Les catécholamines (noradrénaline, adrénaline, dopamine et
dobutamine) sont actuellement les agents vasoactifs les plus utilisés. Ces agents influencent
non seulement la pression artérielle mais également les circulations régionales et les besoins
métaboliques [107]. Si I'emploi des catécholamines permet d’améliorer la pression de
perfusion, leur utilisation est délicate en raison de I’inhomogénéité du tonus vasculaire d’ un

territoire al’ autre.

Phar macol ogie des principales catécholamines

La structure des catécholamines est ainsi principalement caractérisée par un noyau benzene,
une chaine latérale éthylamine (structure B-phényl-¢thylamine) et des radicaux hydroxyles
(OH) substitués dans les positions 3 et 4 du cycle aromatique. Cette particularité est en partie
responsable de I'importance de leurs effets agonistes a et f (Figure 7).

Les catécholamines endogenes sont synthétisées dans I’ organisme a partir d'un précurseur
commun : la L-tyrosine, acide aminé qui provient de I'alimentation, est présente dans le sang.
La synthése des catécholamines commence par I'hydroxylation de la L-tyrosine en L-DOPA
(dihydroxyphénylalanine) par la tyrosine hydroxylase. Cette étape est une étape limitante de
la synthese des catécholamines, latyrosine hydroxylase étant soumise a un rétrocontrole.

La DOPA est décarboxylée par la DOPA décarboxylase en dopamine, qui est ensuite oxydée
en noradrénaline, puis méthylée en adrénaline.

D'une maniere générae, les catécholamines ont une demi-vie tres courte, ce qui impose en
pratique une perfusion continue. Quelles soient endogénes ou administrées comme
meédicament, elles diffusent a travers I'endothélium pour se fixer aux récepteurs. Durant leur
distribution dans l'organisme, elles peuvent étre métabolisées par un captage tissulaire
ubiquitaire (uptake-2) ou un captage par les extrémités neuronaes sympathiques (uptake-1).
Le métabolisme initial des catécholamines est assuré de facon prédominante par la mono-
amine oxydase (MAO) et |a catéchol-O-méthyltransférase (COMT) [108].
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Figure 7 : Biosynthése des catécholamines endogenes.

Les effets pharmacodynamiques des catécholamines sont caractérisés par |'existence d'une
concentration seuil a partir de laguelle I'effet attendu est décelable (de I'ordre de 100 pg/mi
pour |'adrénaline et 1000 pg/ml pour la noradrénaline chez I'hnomme), puis d'un accroissement
lindaire de I'effet en fonction du logarithme des concentrations [109]. La posologie €t la
concentration plasmatique sont liées par une relation linéaire [110], [111]. L'effet maximal est
habituellement atteint pour des doses comprises entre 100 et 1000 fois la dose seuil chez

I'nomme.

L esrécepteurs adrénergiques

L es récepteurs adrénergiques font partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPG). Les effets viscéraux des catécholamines vont sexercer par l'intermédiaire de 3
grandes classes de récepteurs : les récepteurs o et P-adrénergiques et les récepteurs
dopaminergiques (DA) :

v Les récepteurs al-adrénergiques sont localisés de maniere prépondérante sur la
fiore musculaire lisse vasculare en regard dune terminaison nerveuse
noradrénergique (récepteurs post-synaptiques). Leur stimulation entraine une
vasoconstriction.

v Les récepteurs a2-adrénergiques sont localis€s, soit en position pré-synaptique et

leur stimulation entraine une diminution de la libération synaptique de
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noradrénaline, soit sur la fibre musculaire lisse vasculaire en dehors d'une
terminaison nerveuse noradrénergique et leur stimulation entraine une
vasoconstriction. Ces derniers récepteurs sont stimulés physiologiquement par
I'adrénaline circulante d'origine surrénalienne.

v Les récepteurs pl-adrénergiques sont localisés principalement sur la fibre
myocardique (récepteurs post-synaptiques) et leur stimulation entraine
principalement une augmentation de la force de contraction (inotrope +) et de la

fréquence cardiaque (chronotrope +).

v Les récepteurs 2-adrénergiques sont localisés, soit sur la fibre musculaire lisse
vasculaire (récepteurs post-synaptiques) et leur stimulation entraine une
vasodilatation, soit en position pré-synaptique et leur stimulation entraine une

augmentation de la libération synaptique de noradrénaline.

v Les récepteurs dopaminergiques DAL sont localisés principalement sur la fibre
musculaire lisse des vaisseaux rénaux et splanchniques et leur stimulation entraine

une vasodil atation.

v Les récepteurs dopaminergiques DA2 sont pré-synaptiques et leur stimulation,
comme celle des récepteurs 02, entraine une diminution de la libération synaptique

de noradrénaline.

Effets cardiovasculaires des catécholamines

Les diverses amines vasopressives agissent via la stimulation des récepteurs o et
adrénergiques. De maniére intéressante, la specificité de chacun de ces agents vient du fait
que le rapport de stimulation o / stimulation B varie en fonction de la nature et de la dose de

I" agent.
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L’ adrénaline.

L’ adrénaline est une hormone naturelle sympathomimeétique de référence. Elle est synthétisée
et secrétée par la médullosurrénale en réponse au stress, sa demi-vie est breve en raison de la
rapidité de son éimination par le métabolisme essentiellement hépatique, mais aussi par
I’importance de son recaptage neuronal. C’est une catécholamine B et o adrénergique d’action
directe. Son action est complexe du fait d’une part de I'inhomogénéité de la répartition des
récepteurs et d’ autre part des effets doses dépendants sur les récepteurs. L’ adrénaine a une
action essentiellement cardiaque inotrope 1. Ces effets au niveau cardiaque et vasculaire sont
différents.

Au niveau cardiaque, I’adrénaline est un puissant agent inotrope positif essentiellement par
action sur les récepteurs f1 du myocarde. Une action inotrope positive existe aussi par action
sur les récepteurs al. Elle a aussi un effet chronotrope positif, c'est-a-dire tachycardisant. Cet
effet chonotrope est contrecarré quand on emploie de fortes posologies d adrénaline car
I’action vasopressive entraine une augmentation du tonus cholinergique dont | effet
bradycardisant neutralise |’ effet chronotrope positif. Elle a un effet dromotrope positif, elle
augmente la vitesse de conduction au niveau du faisceau de His. Elle a un effet bathmotrope
positif, elle a un effet arythmogene. Les deux récepteurs a et § sont impliqués. Elle augmente
nettement le travail cardiaque.

Au niveau vasculaire, |’ effet sur la pression artérielle systémique est dose dépendant. A faible
dose, I’effet B prédomine entrainant une hypotension. Puis dés que les posologies augmentent,
I’effet o devient prédominant, entrainant une augmentation de la pression artérielle. Sur les

veines, |’ effet vasopresseur domine, il donne une veinoconstriction.

La phényléphrine.

La phényléphrine est une hormone de synthése aux propriétés al-agonistes. Elle differe de
I’ adrénaline par la perte d’'un groupe « OH » en position 4 du cycle aromatique et n’est donc
pas, pour cette raison, au sens strict une catécholamine. Pour des doses correspondantes a des
doses éevées d’ adrénaline, elle augmente les résistances vasculaires et donc la pression

artéridle.
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La noradrénaline.

La noradrénaline est une catécholamine naturelle trés proche cliniquement de I’ adrénaline.
Libérée par les neurones adrénergiques post ganglionnaires. Son catabolisme est strictement
comparable a celui de I’adrénaline. Son effet prédominant est la stimulation des récepteurs o.
Elle agit également sur les récepteurs f. Elle poss¢de des effets sur le ceeur, les vaisseaux et le
meétabolisme.

Au niveau cardiaque, les effets sont liés essentiellement a 1’activation des récepteurs 1. Ils
sont rapidement masqués par 1’effet dominant a sur les vaisseaux. L’effet inotrope positif
existe mais n'a pas de traduction en termes d’augmentation du débit cardiaque. L’effet
chronotrope se traduit le plus souvent par une bradycardie réflexe a I’ hypotension artérielle.
Sans augmentation du débit cardiaque, elle permet une augmentation de la post-charge.
L’ effet dromotrope négatif peut donner des troubles de la conduction.

Au niveau vasculaire, la noradrénaline entraine une vasoconstriction intense intéressant
I’ensemble du systéme artériel et veineux. Cet effet est dose dépendant.

Au niveau métabolique, les effets métaboliques de la noradrénaline sont beaucoup moins

marqués que ceux de |’ adrénaline : I’ hyperglycémie est peu importante.

La dopamine.

La dopamine est le précurseur immédiat de la noradrénaine dans la biosynthese des
catécholamines endogénes, elle diffeére de celle-ci par I'absence d'un groupe $-OH.

La dopamine est un neurotransmetteur physiologique du systéme nerveux central et
périphérique. A I'éat physiologique, la dopamine diminue l'activité gastro-intestinale, la
synthése et |a sécrétion d'aldostérone, accroit le débit sanguin rénal et I'excrétion sodée rénale.
A des posologies variant entre 2 et 5 pg/kg/min, on note une augmentation du débit cardiaque
sans modification considérable de la fréguence, de la pression artérielle et des résistances
vasculaires systémiques. A des doses supérieures, on observe une augmentation plus
importante de I'index cardiaque, de la fréguence cardiaque et de la pression artérielle ; une
augmentation des résistances vasculaires systémiques peut étre observée, mais elle survient en
géné&ral pour des doses supérieures a 10 pg/kg/min. cependant cette drogue induit

fréguemment des troubles du rythme cardiague.
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Effets hémodynamiques des catécholamines dans le choc septique

Toutes les amines pressives augmentent la pression artérielle de maniere dose dépendante.
Les avantages théoriques de I’adrénaline sur la noradrénaline et |la phényléphrine résident
principalement dans une meilleure préservation du débit cardiaque grace a la stimulation f3
adrénergique. Qu'en est-il de la réalité ? Plusieurs éudes ont montré que |’ utilisation de
I’ adrénaline est associée a un débit cardiague plus élevé que celle de la noradrénaline. Contre
toute attente, les effets de la phényléphrine ne semblent pas différer de ceux de la
noradrénaline, deux études ayant comparé les effets de ces 2 agents sur le débit cardiague
nont pas montrés de différence [112], [113]. De méme, une tachycardie voire une
tachyarythmie est plus souvent attendue avec |'adrénaine gqu'avec la noradrénaline et la
phényléphrine. L’incidence exacte des tachyarythmies reste difficile a déterminer, mais
celles-ci sont facilitées par des désordres ioniques sous-jacents et surtout par |I” hypovolémie.
Différents facteurs vont affecter la réponse a ces agents et rendent parfois difficile la
comparaison des diverses études. Parmi ces facteurs retenons, e niveau de pression artérielle
avant et aprés traitement (une augmentation de pression artérielle de 20 mmHg n’aura pas les
mémes consequences Si la pression artérielle avant traitement est de 45 ou de 65 mmHg), le
niveau de réanimation liquidienne et, pour les modéles animaux, le type de modee
(endotoxine versus infection), les agents anesthésiques et I’ espece animale. Enfin, toutes ces
amines ont des effets métaboliques non négligeables. L’ adrénaline augmente fortement le
métabolisme cellulaire et est associée a une augmentation des taux de lactate, la dopamine a
des effets endocriniens et tous ces agents sont immunosuppresseurs. Cependant, I'impact de
ces effets sur I’évolution du patient reste indéterminé [114]. L’ éude CATS a montré qu'il
n' existait aucune différence entre I’ utilisation de noreepinephrine plus dobutamine versus
epinephrine seule dans | e traitement du choc septique [115].

Il est important de noter que le traitement du choc septique par les sympathomimétiques ne
fait que combattre les conséquences du sepsis mais pas les causes. C'est pourguoi le
traitement anti-infectieux est essentiel. Par ailleurs, d autres moyens thérapeutiques adjuvants

ont fait la preuve de leur efficacité (corticoides et protéine C activée essentiellement).
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V1.3 Traitement par la Protéine C activée

SYSTEME DE LA PROTEINE C

Connu comme inhibiteur physiologique de lathrombinoformation, le systéme de laprotéine C
possede des propriétés anticoagulantes, profibrinolytiques, anti-inflammatoires et anti-
apoptotiques (Figure 8).

La protéine C est une glycoprotéine synthétisée par le foie sous la dépendance de la vitamine
K et al'état de zymogene inactif. Elle circule dans le plasma sous cette forme avec une demi-
vie de 8h. Le systéme de la protéine C joue un role essentiel dans les processus d'inhibition
physiologique de la coagulation. Elle est activée par la thrombine (11a) en présence de deux
récepteurs membranaires présents a la surface des cellules endothéliales et des monocytes : la
thrombomoduline (TM) et le récepteur endothélial de la proténe C (EPCR). La PCa est
inhibée physiologiquement par 1’a-1 protéinase inhibiteur, I’a-2 macroglobuline et par un

inhibiteur plasmatique (PC inhibiteur) dont I’ activité est augmentée par I’ héparine.

IPc nativel |Fibrine|
Thrombine | — Anti-
™ [Thrombine |*====*| {\,; ombine
Va-Villa
EPCR — P5-C4b-BP
" PC activée
NF-B— Cox-2 Va-Villa
Apoptose inactivés
PAI-1
Action anti-inflammatsire TAFI Action anticoayulante

Action profibrinolytique

Figure 8 : Systeme protéine C-protéine C activeée, adapté de Rezaie [116]

EFFET ANTICOAGULANT

Unefois activée, laPCaseliealaprotéine S (PS) ala surface des cellules activées et dégrade
les cofacteurs Va et Villaen V et VIII. Indispensable au bon fonctionnement des complexes

tenase et prothrombinase, la dégradation de ces deux cofacteurs est responsable d une
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inhibition de la phase d amplification de la coagulation. Elle limite ainsi |la génération de
thrombine.

Dans cette réaction, la PS, glycoproténe hépatocytaire vitamine K-dépendante, se comporte
comme un catalyseur. La PS circule dans le plasma sous une forme libre et sous forme liée a
une protéine transporteuse du complément, la C4b binding protein (C4bBP). Le taux de PS
libre active dépend ainsi de cette liaison.

La PC exerce donc une rétroaction négative sur la production de thrombine, selon une cascade
d activation faisant intervenir le complexe thrombine-thrombomoduline comme mécanisme
activateur du zymogene synthétise par le foie, le récepteur cellulaire endothélia spécifique
(EPCR) comme modulateur de I'activation et la PS libre comme cofacteur de I activité
anticoagulante [117], [118].

ACTIVITE PROFIBRINOLYTIQUE

La fibrinolyse est le processus qui entraine la dissolution de la fibrine formée au niveau de la
bréche vasculaire. Ce processus fait intervenir le plasminogéne, une glycoprotéine
plasmatique de synthése hépatique, comportant dans sa structure cing boucles lui permettant
de sefixer au caillot de fibrine. Sous I’influence d’ activateurs, |e plasminogene est transformé
en une sérine protéase, la plasmine, qui scinde la fibrine en produits de dégradation solubles
dans le plasma qui seront emportés par le flux sanguin. Les cellules endothéliales synthétisent
I’ activateur tissulaire du plasminogene (tPA) et son inhibiteur, le plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1).

Le TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor) ou procarboxypeptidase B est synthétise
par le foie et présent dans le plasma. Il est transformé par le complexe thrombine-TM en
carboxypeptidase. Son activité carboxypeptidase élimine les sites C-terminaux de la fibrine
sur lesquels se lient le t-PA et le plasminogéne ayant ainsi un effet inhibiteur sur la
fibrinolyse.

La protéine C activée exerce son activité profibrinolytique en inhibant I'activité de deux
enzymes: le PAl-1 et le TAFI.

En ce qui concerne le PAI-1, I'inhibition est alafois directe et indirecte, d’ une part grace ala
formation d'un complexe stable PCa-PAI-1, et d' autre part gréace a la diminution de la

libération de cette enzyme par les cellules endothéliales.
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En ce qui concerne le TAFI, I’inhibition est indirecte : |’ activation du TAFI étant dépendante
des concentrations de thrombine, I’inhibition de la thrombinoformation par la PCa limite
indirectement |’ activation du TAFI.

La conjonction de ces deux phénomenes a pour résultante une levée de I'inhibition exercée

par le PAl-1 et le TAFI sur les deux acteurs de lafibrinolyse, t-PA et u-PA.

EFFET CYTOPROTECTEUR

Méme s I'on sait depuis longtemps que la PCa est capable de se lier a des protéines
membranaires (EPCR et TM), ce n’est que récemment que son mécanisme d’ action cellulaire
aété éucide. 1l semble en effet qu'une foisliée al’EPCR, la PCa devient capable de cliver le
Protease Activated Receptor 1 (PARL) présent a la surface de certaines cellules et conduit
ainsi al’activation de différentes voies de signalisation intracellulaires [119], ceci aboutit a un
effet cytoprotecteur. Cet effet cytoprotecteur inclut : une atération de I’ expression génique,
une activité anti-inflammatoire, une activité anti-apoptotique et une protection de la fonction
endothéliale [119]. Par ce mécanisme cytoprotecteur, la PCa limite la synthése des cytokines
pro inflammatoires, des radicaux libres oxygénés et diminue la perméabilité endothéliae au
cours du sepsis.

Il a éé démontré dans une étude récente [120] sur des aortes de souris stimulées in-vitro par
du LPS que la PCa, en dehors de ses propriétés anticoagulantes, améliore la dysfonction
endothélide et potentialise la réponse contractile d'un vaisseau septique. En effet, la PCa
possede un effet protecteur sur la dysfonction endothéliale induite par le LPS et potentialise la
réponse contractile. L’ améioration de la dysfonction endothéliale par |a PCa passe par lavoie

de signalisation AKt qui active I’eNOS et améliore la réponse dilatatrice des vai sseaux.

EFFET ANTI-INFLAMMATOIRE

La protéine C activée se trouve impliquée dans le processus inflammatoire par différents
meécanismes. Tout d’abord de fagcon indirecte par diminution de la génération de thrombine,
connue pour ses propriétés pro-inflammatoires, mais aussi de facon directe. Elle exerce des
effets anti-inflammatoires en diminuant la sécrétion de TNFo et d’IL-6, en modulant
I’ expression des molécules d’adhésion et |’ activation leucocytaire, en diminuant I’ activation
du NF-«B et les voies de I’apoptose cellulaire [116], [121-123].
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En bloquant I’expression des sous unités p50 et p52 de NF-kB, la protéine C activée induit
une inhibition de I’ activation et de la translocation nucléaire de ce dernier. Cette inhibition
existe méme en présence de TNFa, principal activateur de NF-«B, dont le role est central dans
la réaction pro-inflammatoire liée au sepsis. Sans ce facteur, |’ expression des genes codants
pour les molécules d'adhésion (ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine) et les cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8) ne peut étre induite. Ces médiateurs voient leurs taux
chuter, supportant ainsi |’ activité anti-inflammatoire de la protéine C activée. Il en résulte une
diminution de I’ activation, de I’ adhésion et du rolling des leucocytes.

Dans cette inhibition, la PCa n’agit pas seule : elle fait intervenir les deux récepteurs
membranaires d§a impliqués dans ses propriétés anticoagulantes, I'EPCR et la
thrombomoduline. Les mécanismes par lesquels I'EPCR et la PCa interviennent dans la
modulation de I’ expression des genes sont vraisemblablement multiples. Il est établit qu’ une
foisliee al’EPCR, la PCa est capable de cliver PAR-1, lequel blogque la voie de signalisation
du facteur nucléaire NF-xB. L’EPCR et PAR-1 font ainsi le lien entre la PCa et la modulation
de I’expression des genes sous la dépendance du facteur NF-kB. Toutefois, ce modele
n’explique pas par quels mécanismes sont régulés les génes ne dépendant pas de NF-kB. Dans
ce dernier cas, les propriétés de translocation intranucléaire de I’'EPCR seraient mises en jeu,
permettant au complexe EPCR-PCa d'agir directement comme facteur modulateur de
I’expression des genes. De plus, méme s I'implication de PAR-1 dans ce systéme a été
largement confirmée, il reste a élucider les mécanismes par lesquels la réponse est de type
pro-inflammatoire lorsque ce récepteur est clivé par la thrombine alors qu'elle est de type
anti-inflammatoire et lorsqu’il est clivé par la PCa. La réponse réside probablement dans la
différence des complexes activateurs, EPCR ou FT-Vlla-Xa.

Comme I'EPCR, la thrombomoduline intervient a plusieurs niveaux dans la régulation du
processus inflammatoire. D’une part, elle possede des propriétés anti-inflammatoires
indépendantes du systéeme de la protéine C, via un domaine homologue a la lectine et point de
départ d’une inhibition de la voie de NF-xB. D’autre part, elle est a I’origine de I’activation
massive de la PCa puisqu’ elle augmente d’un facteur mille son activation par la thrombine.
Ains, en initiant la voie de la protéine C, elle inverse les propriétés de signalisation de la
thrombine qui devient indirectement anti-inflammatoire viala PCaet I'EPCR alors qu’elle est

initialement pro-inflammatoire.
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EFFET ANTI APOPTOTIQUE

En plus des effets anti-inflammatoires de la PCa, cette derniere serait douée d une activité
antiapoptotique mise en évidence in vitro puis in vivo. Elle a en effet éé impliquée dans
I'inhibition de I’ apoptose sur un modéle de cellules endothéiales dans un premier temps, puis
in vivo sur un modéle d’'ischémie cérébrale murin. Cet effet nécessite la présence du site actif
de I’enzyme puisqu’ une PC mutée au niveau de son site actif en est dépourvue. Enfin, comme
pour ses effets anti-inflammatoires, il semble que la PCa doit se fixer al’ EPCR puis cliver le
PAR-1 pour induire un effet antiapoptotique [124]. La réduction de |'activité apoptotique est
associée a une réduction de la mortalité dans le sepsis. La PCa pour son action
antiapoptotique agit a plusieurs niveaux de lavoie de signalisation, incluant la dégradation de
I'ADN, l'activation des caspases-3, €t la trandocation de la phosphatidylsérine. A ce jour, la
voie de la PCa impliquée dans l'inhibition de I'apoptose n'a pas pu étre déterminée avec
certitude. Durant le stress hypoxique des cellules endothéliales cérébrales, la PCa réduit I’ up

régulation des Bax et maintient I’ action protectrice de la protéine Bcl-2.

V1.4 Lescorticoides

Les corticoides sont des hormones stéroidiennes naturelles synthétisées par le cortex de la
glande surrénae, elle méme contr6lée par I'’axe hypothalamo-hypophysaire. L’activité
hormonale des corticoides intéressent |es régulations métaboliques organiques, notamment le
meétabolisme protido glucidique. IIs exercent une action anti-inflammatoire, ce sont des anti-
inflammatoires stéroidiens (AIS) et ont une action immunosuppressive, ils tendent a
augmenter la destruction des lymphocytes qui maturent dans le thymus.

Depuis la découverte de la cortisone par Reichstein et Kendall en 1937, |a corticothérapie est

devenue le traitement de référence de la plupart des maladies inflammatoires et immunitaires.

Les corticoides sont subdivisés en deux sous classes en fonction de leur activité principale :
Les glucocorticoides comme le cortisol, qui agissent essentiellement sur le métabolisme
glucidique et protéique.
Les minéralocorticoides comme |'aldostérone, qui agissent sur le métabolisme hydro-
électrolytique (réabsorption de sodium, I’excrétion urinaire de potassium et de protons au
niveau renal).
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La synthese des corticoides est sous I'influence de la CRH (corticotropin releasing hormone)
aussi désignée sous le nom de CRF (corticotropin releasing factor), constitué de 41 acides
aminés, synthétisée au niveau hypothalamique puis véhiculée par le systéme porte de la tige
pituitaire jusqua I'nypophyse ou il stimule la sécrétion dACTH (adreno-corticotrophine
hormone), appelée aussi corticotropine. L'ACTH stimule la biosynthese et |a sécrétion de
cortisol, principal glucocorticoide endogene, par la glande corticosurrénale. L’arginine
vasopressine (AVP) stimule faiblement la sécrétion d ACTH, mais augmente |’ action de la
CRH. La sécrétion d ACTH est également stimulée par les catécholamines, |’ angiotensine 11,
la sérotonine et le peptide intestinal vasoactif (VIP).

Certaines cytokines inflammatoires stimulent la sécrétion d’ ACTH tellesque I’IL 1, IL2, IL6,
le tumor necrosis factor (TNF). D’autres cytokines inhibent la sécrétion d’ ACTH comme le
transforming growth factor . La production de CRH est stimulée par les agonistes
adrénergiques (noradrénaline), la sérotonine et inhibée par la substance P, les opiacés et
I’acide y-aminobutyrique. Il existe un rétrocontrole négatif des glucocorticoides sur I’axe

corticotrope : ilsinhibent la production d ACTH, de CRH et d AVP (Figure 9).
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Figure 9 : Régulation de la synthése de cortisol.
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Le squelette de base des glucocorticoides naturels est le 5 B-pregnane ou 10,13-diméthyl-
cyclopentoperhydrophénantréne auquel s ajoute une chaine a 2 atomes de carbone sur le cycle
D en position 17 (Figure 10).

Cortisone Cortisol ou
Hydrocortisone Dexaméthasone

Figure 10 : Structure chimique des glucocorticoides.

Les dérivés des glucocorticoides synthétisés a partir du cortisol (tableau 2) ont une durée
d’action plus longue, une activité anti-inflammatoire plus importante, et des propriétés
minéralocorticoides moindre que la molécule mére, parmi lesquels on trouve la
dexaméthasone, analogue synthétique éaboré a partir des corticoides naturels qui sont la

cortisone et I” hydrocortisone.

Activité anti- Activité minéralo- Demi-vie biologique

inflammatoire corticoide (heures)
Hydrocortisone 1 1 8-12
Cortisone 0.8 0.8 8-12
Prednisolone 4 0.8 12-36
Méthylprednisolone 5 0.5 12-36
Triamcinolone 5 0 12-36
Bétaméthasone 25 0 36-54
Dexaméthasone 25 0 36-54
Cortivazol 60 0 >60

Tableau 2 : Tableau comparatif de |'efficacité des différents glucocorticoides.
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PRINCIPAUX EFFETSPHY SIOLOGIQUESDES GLUCOCORTICOIDES

= Effetsimmunologiques et anti-inflammatoires

Le cortisol agit sur quasiment toutes les cellules de I’'immunité (polynucléaires neutrophiles,
lymphocytes, monocytes, macrophages, €osinophiles, basophiles) en modulant d’importantes
fonctions cellulaires telles que la migration, le chimiotactisme, |” apoptose, 1a phagocytose, le
meétabolisme anti-oxydatif, I’ adhérence et la production de cytokines. Il favorise la migration
des lymphocytes de la circulation vers les organes lymphoides et inhibe la migration des
neutrophiles et des macrophages vers les sites inflammatoires, ce qui a pour conseguence une
diminution de I’ inflammation locale.

L es glucocorticoides stimulent 1a production de multiples facteurs anti-inflammatoires comme
I”agoniste du récepteur a I’'lL1. L’ équipe de Skundric [125] a démontré que les corticoides
augmentent le taux d'expression de I’agoniste au récepteur de IL 1 dans les cellules de
Schwann ; d'autres auteurs ont montré une augmentation de |'activité de I'agoniste au
récepteur de IL1 dans les celules épidermiques [126] ; il a aussi été démontré qu’une
stimulation des cellules hépatocytaires avec de I'lL 1 ou de I'lL 6 conduisait a une
amplification de la libération d’IL1-ra (interleukin 1 receptor antagonist) [127]. Par ailleurs,
les corticoides augmentent le taux d’'IL-10 chez I’homme et chez la souris suite & une
exposition au LPS [128], [129].

Les glucocorticoides inhibent la synthése ou I'action de la plupart des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a) [130], [131], IL-2, interféron (IFN-y) [132], [133],
IL-5 [134]. Cadlandra et a ont démontré que les corticoides induisent la production de MIF
(Macrophage Migration Inhibitory Factor) [135], un produit de I'hypophyse qui fut la
premiere cytokine décrite en 1966. La production de MIF est down régulée par IL-10 [136].
Le MIF soppose aux effets inhibiteurs des corticoides sur la production de cytokines de
I'inflammation par les monocytes humains activés par le LPS. La production des corticoides
est également inhibée par I’a-defensine qui entre en compétition avec ’ACTH pour son
récepteur [137].

En favorisant la production de lipocortinel, les glucocorticoides inhibent la synthese de
phospholipase A2 et ainsi, la cascade de I'acide arachidonique permettant de réduire la
production des leucotrienes pro-inflammatoires [138]. Enfin, la synthése de la COX-2 [139] et
de la NO synthase inductible [140] est aussi inhibée par les corticoides (Figure 11). Il a é&é

montré que les corticoides inhibent I’ expression de I'iNOS [140], [141], mais pas son activité.
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Ce qui réduit la production de NO, connu pour étre un vasodilatateur, intervenant dans les

défaillances cardiovasculaires au cours du sepsis.
Les glucocorticoides augmentent la synthése et la transcription d’IkB, inhibiteur du NF-.B.
Au cours du sepsis la stimulation des cellules provoque |” addition de groupements phosphates

sur la protéine 1B, qui vont subir une dégradation protéolytique conduisant ala libération de

NF-B qui vatransoguer dans le noyau pour activer ses genes cibles[142].
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Figure 11 : schémaillustrant les propriétés des corticoides d’ apres Annane [143]

= Effet hémodynamiqgue des corticoides :
Les effets hémodynamiques des corticoides sur I'élévation de la pression artérielle sont

connus depuis fort longtemps. Un traitement prolongé par corticoide est souvent a I’ origine
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d’'une hypertension artérielle tandis qu'a I'inverse, I’hypotension artérielle est I'un des
symptdmes de I'insuffisance surrénalienne. L’inhibition du cortisol endogéne par
I’administration de RU486 est responsable, sur un modéle de rat Wistar, d’une baisse de 20
mmHg de la pression artérielle moyenne sans altération du débit cardiaque et témoigne donc
essentiellement d’ un abaissement des résistances vasculaires périphériques [144]. Toujours
dans cette éude, I'inhibition du cortisol par le RU486 s accompagne d une hypovaso-
réactivité aux catécholamines sans modification de I'activité de la vasopressine. Ces
constatations sont probablement plus en rapport avec I’activité glucocorticoide que
minéralocorticoide étant donné I’ absence de modification du bilan sodé par le RU486 et la
correction de I’ hypovaso-réactivité par I’ administration de corticoide exogene.

Sur un modéle de choc endotoxinique par LPS chez le rat, I’administration concomitante de
glibenclamide (inhibiteur des canaux potassiques ATP-dépendants) et de dexaméthasone
limite les effets correcteurs du glibenclamide sur la pression artérielle. A I'inverse,
I’administration de dexaméthasone seule corrige | hypotension. Les auteurs concluent que la
dexaméthasone limite I’ activation des canaux potassiques ATP-dépendants [145]. Cependant,
aucune étude n'a, par la suite, mis en évidence un rdle direct des glucocorticoides sur les
canaux potassiques ATP-dépendants. L’hypothese la plus probable est que les
glucocorticoides, en inhibant NF-«kB, bloquent la syntheése de iNOS et ainsi de NO, principal
activateur de ces canaux [146]. Par ailleurs, I'inhibition par la dexaméthasone de la
conversion de I’ acide arachidonique en prostacycline (PGI2) par la cyclo-oxygénase 2, au
niveau des cellules musculaires lisses vasculaires, participe aussi tres probablement a la
restauration de la vasoréactivité. Enfin, une étude in vitro sur des cellules musculaires lisses
vasculaires d'aorte de rat évoque I'implication du systéme des phospho-inositides.
L’incubation de ces cellules avec du cortisol (0,02 a 5 pg/ml) entraine une augmentation
d’inositol-3-phosphate avec libération de calcium du réticulum sarcoplasmique et
I’amélioration de laréactivité vasculaire [147].

Ces travaux expérimentaux sont concordants et sont complétés par les résultats des différents
essais cliniques menés chez I’homme. Une étude randomisée en cross over chez des
volontaires masculins montre que les effets vasculaires précoces de |’administration
d’ hydrocortisone (200 mg sur une période de 3 heures) ne sont pas liés au NO [148]. Ces
données chez le sujet sain confortent les résultats antérieurs du travail de Baghat et al. Dans
lequel I"hypotension induite par I'injection de LPS chez des volontaires était corrigée par

I’administration deux heures avant de 100 mg d hydrocortisone per os [149]. L’ utilisation
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d’inhibiteurs de la COX-2 ou de la NO synthase ne corrigeait pas, |a aussi, |’hypovaso-
réactivité. Chez les patients en choc septique, la réponse vasculaire a la noradrénaline est
rétablie une heure apres |’ administration de 50 mg d’ hydrocortisone en intraveineux [150]. Le
méme résultat est retrouvé dans un autre travail avec non-implication du systéme rénine
angiotensine ou du monoxyde d’ azote [86].

De nombreux essais thérapeutiques randomisés ont été réalisés avec de faibles doses de
corticoides sur une période prolongée et retrouvent de fagon concordante une amélioration de
I’hémodynamique périphérique et des résistances vasculaires sans augmentation du débit
cardiaque [151-155]. La rapide normalisation (< 3 heures) de la pression artérielle par les
corticoides oriente vers des mécanismes non génomiques tandis que, dans les suites,
I"inhibition d’'iNOS participe al’amélioration de la vasoréactivité.

PRINCIPAUX MECANISMESD'ACTION DESGLUCOCORTICOIDES

= Action génomique
La molécule de glucocorticoide (RG) traverse la membrane cellulaire par diffusion passive et
se lie ensuite a un récepteur spécifique intracytosolique. C'est une protéine de 94 kD,
ubiquitaire et présentant de nombreux isoformes. RGo est la forme se liant aux
glucocorticoides tandis que RGf a probablement une fonction inhibitrice sur RGa en créant
un hétéro dimére inactif RGo/RGPB [156]. Ce récepteur appartient a la superfamille des
récepteurs aux stéroides, on distingue 3 domaines fonctionnels (Figure 12):

e Domaine d'activation du gene (ou de régulation transcriptionnelle), ou domaine

immunogénique.
e Domainedeliaisonal’ADN

e Domaine deliaison au ligand

“Immunogenic™ domain DNA Ligand

NH, —| i A | |- cooH

Figure 12 : Structure du récepteur aux corticoides

Le RG est présent sous forme inactive dans le cytosol, lié a un complexe protéigue dont la
« heat-shock protein » HSP 90 (protéine de choc thermique) et I'immunophiline (IP) ainsi que
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d’ autres protéines encore mal connues [157], [158]. La liaison du ligand sur le récepteur va
provoquer la dissociation du complexe protéigue et I’ ensemble ligand-récepteur migre dans le
noyau. Le complexe interagit avec I’ADN au niveau de sites accepteurs appelés
« Glucocorticoids-Responsive-Elements » ou GRE, et exerce ainsi soit une activation soit une
inhibition de la transcription. Lorsgue la transcription est activée il se produit une
augmentation de production de protéines anti-inflammatoires comme la lipocortine-1 (ou
annexine-1), IL 10, protéine IkB [138], [159], [160], cette derniére participe auss a la
transrépression en empéchant la translocation nucléaire de NF-kB et sa fixation sur la
séquence NF-kB responsive element [161]. A I'inverse lorsque la transcription est inhibée par
régulation négative directe via un site de liaison négatif ou NnGRE, |a transcription des génes
de I'inflammation comme I’interleukine-1 (IL-1) ou I'interleukine-2 (IL-2) est réprimée par
I'interaction directe du RG activé avec des GREs négatifs [162]. Le complexe ligand-
récepteur peut entrer en competition directe avec les facteurs de transcription tels que AP-1
pour la fixation des co-activateurs nucléaires nécessaires a leur liaison aI’ADN, empéchant

ainsi la promotion de géenes pro-inflammatoires [163] (Figure 13).
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Figure 13 : Action génomique des corticoides




= Action non génomique
L’action non génomique peut étre specifique, avec la membrane elle-méme, des canaux
ioniques (Na’, Ca'™"), ou médiée par le récepteur aux glucocorticoides. Cette réponse est

responsabl e des effets rapides des corticoides (de quel ques minutes jusqu'a quel ques heures).

I nteractions non spécifiques avec la membrane cellulaire. Les glucocorticoides peuvent
interagir rapidement avec les membranes cellulaires cytosoliques et mitochondriales. Ils
s intercalent dans la membrane phospholipidique, modifiant ses propriétés physico-chimiques
et ses interactions membrane-proténes [164]. En diminuant les flux transmembranaires de
sodium dans les celules de I'immunité, les glucocorticoides participent & une
immunosuppression rapide et a une diminution de la réponse inflammatoire [165]. Il
semblerait aussi que la production d’ ATP soit diminuée dans les mitochondries des cellules

immunes, atérant ainsi laréponse inflammatoire et anti-infectieuse.

Interactions spécifiques avec un récepteur membranaire aux glucocorticoides. Les
récepteurs membranaires aux glucocorticoides sont de découverte récente, mis en évidence
sur les monocytes circulants par immunofluorescence. 1ls sont structurellement différents des
récepteurs cytosoliques et leur origine reste encore incertaine. Dans les pathologies
inflammatoires chroniques comme la polyarthrite rhumatoide, le nombre de récepteurs aux
corticoides membranaires est fortement augmenté sur les cellules de I'immunité comme les
monocytes ou les lymphocytes B [166]. Leur nombre, en particulier dans la polyarthrite
rhumatoide, peut d’ailleurs étre un stigmate de I’ activité de la maladie. L’ une des hypothéses
suggérées est que leur surexpression a la surface des cellules est un mécanisme protecteur
dans ces situations inflammatoires chroniques.

Les effets immunosuppresseurs ont récemment été expliqués par la découverte, chez les
lymphocytes T, des kinases p56lck (Lck) et pS9fyn (Fyn), de la famille des tyrosines kinases
Src, cibles cytosoliques des RG membranaires activés. Directement impliquées dans la
transduction du signal des récepteurs lymphocytaires T, ces kinases jouent un role crucia
dans la qualité de la transmission de I’activation lymphocytaire. Lck s associe avec les
corécepteurs CD4 ou CD8 tandis que Fyn est spécifique de CD3. Or, les glucocorticoides
inhibent in vitro I'activité de Lck et de Fyn par un mécanisme dépendant du RG activé. |l
semble aujourd’ hui certain que, dans les lymphocytes T, les RG appartiennent a un complexe

protéique incluant HSP 90 mais aussi Lck et Fyn lié étroitement au récepteur lymphocytaire
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T. Aingi, la fixation d’un glucocorticoide au RG digoint le complexe multiprotéque lié au
récepteur lymphocytaire T et redistribue les kinases Fyn et Lck, perturbant ainsi tres
rapidement la transmission de [I'activation lymphocytaire et favorise |'effet

immunosuppresseur des corticoides [167].

Effets médiés par le récepteur aux glucocorticoides. Le récepteur aux corticoides, dans sa
forme inactive, est retenu dans le cytoplasme par un complexe multiprotéique masguant ses
sitesde liaison al’ ADN. Cet ensemble comprend entre autres les HSP et une série de kinases
de la famille du systéme de signalisation MAPK (mitogen-activated protein kinase) dont fait
partie Src. Lors de I’ activation du RG, outre la libération du site de liaison al’ ADN ceuvrant
pour les effets génomiques, Src est libéré du complexe HSP90. Src inhibe tres rapidement le
relargage de I’ acide arachidonique de la voie de la phospholipase A2 (PLA2) en stimulant
I’activation de la lipocortine 1, tous deux importants mediateurs de la synthese des
leucotriénes pro inflammatoires [168]. Enfin, les glucocorticoides inhibent deux enzymes
clefs de la réponse inflammatoire : iINOS (inductible nitric oxide synthase) responsable de la
production de NO et la COX-2 (cyclo-oxygéenase 2).

CHOC SEPTIQUE ET INSUFFISANCE SURRENALIENNE AIGUE

La prise en charge de I’ insuffisance surrénalienne au cours du choc septique reste aujourd’ hui
débattue. L’abandon des fortes doses de corticostéroides au profit de faibles posologies
administrées sur de courtes périodes témoigne des hésitations encore récentes sur la
physiopathologie de I'insuffisance surrénalienne au cours du choc septique. En effet, ces
patients présentent une réponse inflammatoire exagérée en rapport avec |’insuffisance
surrénalienne relative.

La définition de I’insuffisance surrénalienne dans le cadre du choc septique recouvre deux
champs distincts. On retrouve la classique défaillance de I’axe corticotrope mais aussi,
démontrée plus récemment, |’ apparition d’ une résistance périphérique tissulaire al’ action des
corticoides.
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— Défaillance de I’ axe corticotrope

L’incidence globale de I’ insuffisance surrénalienne chez les patients en sepsis severe s éleve a
20 % mais atteint plus de 50 % chez les patients en choc septique [169]. Les mécanismes mis
en jeu sont complexes et, finalement, assez peu connus. |l existe une synthése non adaptée ala
demande tissulaire de CRH, d’ ACTH et de cortisol. Néanmoins, dans certains cas, I’ axe peut
étre physiquement atéré. De méme, certains traitements comme |'éomidate, agent
anesthésique largement utilisé en réanimation, inhibent les enzymes de la synthése du cortisol
comme la 11-B-hydroxylase qui permet la transformation du 11-fB-désoxycortisol en cortisol
[170]. De fagon plus anecdotique, le kétoconazole a fortes doses aboutit aux mémes
consequences [171]. Récemment, la physiopathologie de I’ insuffisance surrénalienne relative
s’est enrichie de I’implication du relargage de TNF-a et d’IL-1 au cours du choc septique. Le
TNF-a inhibe la stimulation de la synthése d’ACTH par le CRH [172], [173] et celle du
cortisol en bloquant les effets de I’ ACTH et de |’ angiotensine |1 sur les cellules surrénaliennes
[174]. La diminution de production du cortisol semble aussi en rapport, dans certains états
graves septiques, postopératoires ou chez les brilés étendus, avec un mangue de substrat dont
I"'HDL [175-177].

— Résistance tissulaire aux corticoides

La cortico-résistance est une conséquence bien connue des traitements prolongés par
corticoide, en particulier dans les maadies inflammatoires chroniques et la broncho-
pneumopathie obstructive. Néanmoins, I’ affirmation de son implication dans les phénomenes
aigus comme le choc septique est de découverte relativement récente. Ainsi, sur des modéles
expérimentaux, la capacité de fixation des récepteurs aux corticoides est abaissée et |e taux de
PLA2 augmenté malgré une cortisolémie élevée. D’ autres travaux ont par ailleurs démontré
gue I'activité dans le noyau des récepteurs aux glucocorticoides est altérée malgré des
concentrations suffisantes en cortisol.

CORTICOIDESET CHOC SEPTIQUE

L’ utilisation de corticoides pour traiter les infections séveres datent des années cinguante et
était une pratique courante jusgu’au milieu des années soixante-dix. Weitzmann [178] a

conclu que cette pratique ne reposait sur aucune évaluation rigoureuse d’ efficacité et de
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tolérance dans cette indication. Par la suite Schumer [179] a confirmé un probable effet
bénéfique des corticoides dans le traitement du choc septique. Mais |a encore des critiques
furent émises concernant la méthodologie employée et plusieurs essais thérapeutiques
contrélés, randomisés, ont alors été conduits pour évaluer I’ efficacité et la tolérance des
corticoides administrés a fortes doses pendant de courtes périodes. Ces éudes n'ont pas
permis de montrer de réel bénéfice d' une telle stratégie et leurs résultats ont abouti a
I’abandon de la corticothérapie dans le traitement des sepsis séveres [180]. Cette
thérapeutique initialement administrée sous forme de bolus a forte dose, avec I’ objectif de
limiter le relargage cytokinique, ne permettait pas de gain de survie.

Depuis quelques années, un regain d'intérét pour les corticoides dans le traitement du choc
septique est apparu suite aux résultats de nouvelles études, contrélées contre placebo,
randomisées, ayant évalué |’efficacité et la tolérance des corticoides administrés. Fait
important, les doses de corticoides étaient moindres comparées aux études précédentes et dites
supraphysiologiques, permettaient un sevrage complet des catécholamines avec une mortalité
faible chez les patients en choc septique dépendant des catécholamines. En effet, des
posologies de plus en plus faibles sur des périodes prolongées (< 300 mg/24 heures
d’ hydrocortisone pendant plus de cing jours) ont été étudiées et tendent a retrouver une
amélioration de la survie chez les patients en choc septigue. Néanmoins, une étude
multicentrique récente n’a pas mis en évidence de bénéfice sur la survie a 28 jours et en
souligne les effets secondaires déléteres (survenue d'un nouveau choc septique,
hyperglycémie) [181]. Ainsi, les recommandations les plus récentes en limitent I’usage au
choc septique ne répondant pas a |’ expansion volémique et aux vasopresseurs [182].

La derniére méta-analyse sur le sujet ne retrouve pas d’ améioration globale de la survie a J28
[169]. Cependant, les auteurs soulignent |'hétérogenéité des doses et des durées de
corticothérapie. Ainsi, I’ analyse préétablie en sous-groupes retrouve, pour des faibles doses (<
300 mg/24 heures) et des durées prolongées (> 5 jours), une amélioration significative de la
survie &J28 et de lamortalité hospitaliere.
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VIl. MATERIELSET METHODES

VIl.1 Modéeanimal

Pour éudier les nombreux et complexes mécanismes moléculaires du sepsis, divers modeles
animaux ont éé développés, le modée le plus souvent employé étant la péritonite, il S agit de
ligaturer et perforer le caecum des animaux (CLP) [183]. Ce modele animal constitue le gold
standard par sa pertinence clinique et sa prise en charge le rapprochant du choc septique
humain. C’'est un modele facile a mettre en place et ne nécessitant que peu de manipulation.
Dans ce modde, le sepsis provient d'un foyer infectieux poly microbien dans la cavité
abdominale, suivie de la trandocation bactérienne dans le compartiment sanguin, qui
déclenche alors une réponse inflammatoire systémique. L’évolution du sepsis sera plus ou
moins rapide en fonction du diamétre ou du nombre de perforations réalisés dans le caecum,
avec une évolution métabolique et hémodynamique au cours du temps proche de ce que I'on
retrouve chez I’homme [184], [185].

Ce modéele permet d’analyser de larges échantillons, de maitriser les variables confondantes,

et ce a des colts acceptables.

VI1l.2 Méthodologie

Toutes les expérimentations de cette étude ont éé approuvées par la commission
institutionnelle de Nancy sur les soins et I’ utilisation des animaux. Tous les animaux ont été
traités conformément aux principes de soin d'animaux de laboratoire du NIH.

Des rats males Wistar (Dépré, St Doulchard, France) pesant entre 300-350g, chaque animal
est hébergé en cage individuelle dans un environnement contrélé au sein d’une animalerie
réglementaire et certifiée pendant au moins 7 jours apres réception a une température de 22
C° et exposes a un cycle de 12 heures de lumiere pour 12 heures d’ obscurité avec une
humidité maintenue autour de 65%, les animaux ont acces a la nourriture et a I’eau ad

libitum.
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6 groupes de rats ont été définis:

v

Un groupe Contrdle: animaux sains et nayant subi aucune intervention
chirurgical e avant |a prise de mesures.

Un groupe Sham: animaux ayant subi une incision de |’abdomen avec
manipulation de caecum mais sans ligature et perforation caecale.

Un groupe péritonites « CLP» : animaux ayant subi une ligature et perforation
caecale.

Un groupe dexaméthasone « DEXA» : animaux ayant subi une CLP et perfuses
avec de la dexaméthasone (2mg/kg de H+4 a H+18).

Un groupe Protéine C Activée « PCa» : animaux ayant subi une CLP et perfusés
avec delaPCa (33ug/kg/h de H+4 a H+18).

Un groupe Dexaméthasone + protéine C activée «DEXA+PCa» : animaux
ayant subi une CLP et traités avec la dexaméthasone (2mg/kg de H+4 a H+18) et la
protéine C activée (33 ug/kg/h de H+4 a H+18).

Tous les groupes ont recu une expansion volémique de 10 mil/kg/h de H+4 apres lafin de

la chirurgie jusgu’ a H+18, excepté le groupe contrdle.

| Contréle | IShamI CLP m IDexaméthansone I Déxamétasone
+PCa

hémodynamiques hémodynamiques hémodynamiques

PROTOCOLE

Les rats sont anesthésiés a flux continu a I'isoflurane (un agent anesthésique volatil de la

famille des éthers halogénés) avec 95% d' oxygene et 5% de dioxyde de Carbone. Les

halogénés actuels permettent une réversibilité rapide de la profondeur de I'anesthésie
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(quelques minutes pour |I’isoflurane). Cela permet un réveil rapide et donc une diminution des
temps de surveillance postopératoire. L’animal est ensuite préparé pour la chirurgie. Il est
placé sur une plague chauffante afin de garder la température de I’ animal stable (aux environs
de 37.9-38°C pour lerat). Le rat est opéré dans | e respect des conditions d' asepsie.

Une incision médiane de la peau et de la paroi musculaire abdominale de 2 a3 cm est réalisee
afin de pouvoir atteindre le caecum. Celui-ci est ligaturé grace a du fil (3/0) et une partie de
son contenu libéré dans la cavité abdominale a I’aide d'une aiguille 21G, par la formation
d'un seul orifice. Le caecum est ensuite remis dans |’abdomen et la paroi abdominae
refermeée.

L’'artére carotide interne gauche ains que la veine jugulaire externe droite ont été
cathétérisées (PE-50). Les cathéters sont tunnelisés en sous cutané avec un orifice de sortie au
niveau de la région cervicale postérieure. La partie extériorisée du cathéter est reliée a un
dispositif de pivotement laissant la possibilité a I’animal de se mouvoir librement et évitant
gue ce dernier atteigne, arrache ou ronge les cathéters. Ce dispositif est lui-méme relié a des
seringues électriques.

La mise en place de cathéters tunnelisés permet de mesurer les parametres vitaux tels que la
pression artérielle moyenne et la fréquence cardiaque. Aprés avoir suturé les différentes
incisions, I'animal est placé dans une chambre de réveil. Immédiatement apres la chirurgie,
une injection de nalbuphine (Nubain® 1mg/kg) est réalisée a visée antalgique chez tous les
rats. A H+4, un remplissage vasculaire est débuté (serum physiologique 10mL/Kg/h) jusqu’ a
H+18 et une antibiothérapie alarge spectre est injectée (imipenem, Tienam® 10mg/Kg).

Les investigations sont débutées apres une période de 18 heures, soit 14 heures de perfusion
continue, avec acces libre al'eau et alanourriture. Ce délai permet d’ avoir un rapport optimal
entre le nombre d’animaux survivants et la gravité de la pathologie. Dans le groupe CLP non
traitée, la mortalité avoisine en effet les 50%, comparable au taux de mortalité du choc
septique en pathologie humaine.

En plus du groupe SHAM, un sixiéme groupe sert de comparateur. Il Sagit du groupe
CONTROLE, dans lequel les rats ne sont ni opérés ni perfusés chroniquement la veille des

investigations. Chague groupe est composé de six rats.
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Une fois I’ expérimentation et les prises des mesures hémodynamiques et les prélévements
sanguins terminés, les rats sont euthanasiés par I'injection d’'une dose létale de thiopental
sodique. Les cadavres sont ensuite stockés dans un container dans une chambre froide qui est

vidé unefois par semaine et envoyé al’incinérateur de la Faculté de M édecine.

ETUDE DE SURVIE

L’ éude de survie a été réalisée sur des animaux différents de ceux ayant permis d’ obtenir les
résultats hémodynamiques. Les groupes et le protocole sont identiques a ceux utilises
précédemment, exception faite de la pose d’'un cathéter fémora pour la mesure de pression

artérielle moyenne, chague groupe de rats est composé de quinze individus.
V11.3 Choix et dose du glucocorticoide

Le choix et la dose de glucocorticoides utilisés dans nos expériences doivent impérativement
répondre a ces deux critéeres:
1. leglucocorticoide employé doit avoir une demi-vie suffisante pour étre encore efficace
au dela de 18 heures aprés son injection
2. une dose dite supra-physiologique faible doit ére employée car seule reconnue comme
efficace.
La dexaméthasone, cing fois plus anti inflammatoire que I hydrocortisone, répond au premier
critere. En effet sa demi-vie plasmatique est élevée, de 36 a 54 heures. La dose de
dexaméthasone de 1mg/kg a été déterminée sur base des travaux de A. Mansart [186]

effectués dans notre laboratoire.
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V11.4 Dose de PCa administrée

La disponibilité de la rhAPC (Xigris®) sur le marché facilite sa procuration, de ce fait nous
avons utilisé la PCa recombinante humaine dans notre étude. De plus I’ activité anticoagul ante
de la PCa est espéce spécifique, par contre ses effets cytoprotecteurs ne sont pas espece
spécifigue. Dans notre étude nous avons cherché a nous rapprocher de la dose utilisée en
clinique (24pg/kg/h) et a limiter 'action anticoagulante de la PCa. Plusieurs doses de PCa ont
¢été testées au laboratoire et c’est la concentration 33pug/kg/h qui a montré son efficacité sur le

plan hémodynamique par amélioration de la dysfonction cardiovasculaire [187].

VI1.5 Mesureln-vivo
MESURESHEMODYNAM IQUES

= Mesurede pression

Au bout de 18 heures apres les premieres manipulations (péritonites et pose de cathéter) les
rats sont a nouveau anesthésiés a l’isoflurane, latempérature rectale est monitorée en continu
et maintenue a 37C°. L’artére fémorale est canulée (PE-50), la pression artérielle et la
fréguence cardiaque sont suivies en continu grace a une téte de pression et un moniteur
(Cardiomax 111 ®, Colombus Instruments, Ohio, USA).

Le cathéter introduit dans |’ artere fémorale est relié & un capteur de pression. Les variations
percues par le capteur sont transformeées en variations éectriques. En effet, une sonde de
pression est un dispositif destiné a convertir les variations de pression en variations de tension
électrique. Lorsque la sonde est reliée a un systéme numeérique, les variations anal ogiques sont
d’ abord converties en signaux numériques binaires par une interface avant d'étre transmises a

I'ordinateur de contréle et de gestion.

= Mesure du débit cardiaque
Le débit cardiague (Qc) est un volume de sang éecté par le ceeur sur un laps de temps donné.
Il est trés souvent exprimé en litre de sang par minute (I/min).ll dépend de la fréquence
cardiaque (nombre de battements par minute) et du Volume d gection systolique « VES»
(Volume de sang gjecté par le ceeur dans la circulation systémique a chague battement).
Qc (I/min)= VES (I) * Fc (contractions/min).
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Le débit cardiague est mesuré grace a un cathéter veineux et un cathéter artériel doté d’une
thermistance, apres injection par voie veineuse d'un indicateur thermique (sérum
physiologique entre 2et 8 C°). La thermistance du cathéter artériel permet d enregistrer une
courbe de thermodilution via un systéme d acquisition et un logiciel Cardiomax Il
(Colombus Instruments, Ohio, USA). Une certaine quantité de liquide (0.1ml) est injectée par
lavoie veineuse et la variation de latempérature par la thermistance située au bout du cathéter
artériel (donc, en aval du lieu d'injection) est enregistree.

Le déhit cardiaque est calculé selon e principe de Stewart-Hamilton (I’ aire sous la courbe de
la thermodilution est inversement proportionnelle au débit circulant). La reproductibilité de la

mesure du débit cardiaque répétée 2 a 3 fois et moyennée est tres fiable.

MESURE DESPARAMETRESPHY SIOPATHOL OGIQUES

= Mesure du taux de lactates
0,3 ml de sang artériel sont prélevésvial’ artére fémorale dans des seringues pour prélévement
de sang artériel. La concentration en lactate a éé déterminée avec un analyseur automatique

des gaz du sang (ABL 700 ; Radiometer, Copenhagen, Danemark).

— Mesure du taux de nitrites et nitrates

Les métabolites du NO (NO,/NO3) sont mesurés dans le plasma selon une méthode
colorimétrique. Les échantillons sont dilués dans un volume éga et déprotéinisés par
ultrafiltration dans des tubes avec un potentiel filtrant de 5 000 Dalton (Sartorius, Goettingen,
Allemagne) centrifugés a 3000rpm pendant 45 minutes a 4°C. Les échantillons sont ensuite
incubés a I’ abri de la lumiére en présence (10U/mL) de nitrate réductase, (629.2 ug/mL) de
NADPH et de FAD (Roche Diagnostics) pendant 30 minutes a 37°C afin de réduire les
nitrates en nitrites. Les nitrites totaux sont ensuite incubés 5 minutes en présence d'un volume
égal du réactif de Greiss préparé en combinant une solution de sulfanilamide 1% dans HCI
10N et de N-(1-naphthyl)éthyléne diamide 0.1% dans H3PO4 5% selon une proportion 1:1.
L’ absorbance est mesurée a 550 nm et la concentration de nitrites est déterminée a I’aide

d’une courbe standard linéaire.
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= Mesure du taux de cytokines

L’interleukine 6 a é&té dosé par la technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay),
C’ est une technique immuno-enzymatique de détection qui permet de visualiser une réaction
antigéne-anticorps grace a une réaction colorée produite par I'action sur un substrat d'une
enzyme préalablement fixée a l'anticorps. Les avantages de la technique sont I’ utilisation
d'anticorps monoclonaux qui rend la détection spécifique et la possibilité de quantifier grace a
la réalisation d'une gamme en paraléle. L’'inconvénient est que la réaction enzymatique rend

cette technique dépendante de la température et de lalumiére.

= Mesuredel’anion super oxyde et du NO

La Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) est la méthode la plus spécifique de
caractérisation des radicaux libres transitoires intervenant dans une multitude de réactions
chimiques parmi lesgquelles figure I’ oxydation. Les méthodologies utilisées ont été basées
principalement sur le piégeage de spin. Des ligands organiques ont été synthétises,
caractérisés puis appligués a la complexation du fer (I1) pour développer des piégeurs de spin
spécifiques de NO et du O2 -.

La production de I'anion superoxide est déterminée en présence de la solution
deferoxaminechelated Krebs-Hepes contenant 1 hydroxy- 3 methoxycarbonyl 2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidin (CMH, Noxygen, Germany) (500uM), deferoxamine (25 pmol/L) et
DETC (5 pmol/L). La production du NO est mesuré par utilisation de spin trape colloide
Fe(DETC)2.

VI11.6 Western blot

Les vaisseaux sont prélevés et congelés a-80°C, puis sont broyés et homogenéisés grace a des
billes de 3mm de diamétre, dans un tampon de lyse qui a la particularité de protéger les
protéines phosphorylées (Phosphosafe). Ensuite les protéines sont dosées selon la méthode
Bradford, qui est une méthode de dosage colorimétrique. Les lysats obtenus sont déposés dans
un gel de polyacrylamide pour migration, les protéines sont séparées selon leur taille. Par la
suite les protéines sont transférées sur une membrane en PVDF (polyfluorure de vinylidene).
Apreés saturation (2 heures) dans du TBS-T [Tris 100mM pH7,4, NaCl 150mM, Tween 0,1%)]
en présence de lait écrémé (5%), les membranes sont incubées toute la nuit a une température
de 4 degrés avec les anticorps primaires dirigés contre les protéines a doser iINOS, Akt, P-Akt,
et tubuline.
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Les membranes sont ensuite rincées 3 fois pendant 10 minutes dans du TBS-T et incubées a
température ambiante pendant 1 heure avec les anticorps secondaires couplés a la peroxydase.
La peroxydase est révélée par chimiluminescence, apres ringage dans du TBS-T (3 fois
pendant 10 min), grace a un kit de détection (ECL-Plus Chimiluminescence kit, Amersham) et
détectée a I’aide du systéme Fuji film Las-1000. Les résultats obtenus sont normalisés par
rapport alatubuline permettant d’ attester d’ une méme quantité de protéines.

L’ analyse quantitative du phospho-Akt a été normalisée par la quantification d'Akt total sur
les mémes membranes. Les membranes ont été incubées 20 minutes a 65C°, avec du tampon
de stripping (2% SDS, 62.5mM TRIS pH6.8, 100mM Betamercaptoethanol). Apres stripping
(deshybridation protéine-anticorps), les membranes sont lavées trois fois dans TBS-T0.1%,
bloquées et re-incubées avec | anticorps anti Akt.

VI11.7 Mesure Ex-vivo

Enfin une derniére série d’ animaux répartis dans les groupes et selon les protocoles utilisés
précédemment, a été réalisée. Apres anesthésie des rats, les segments d'aorte thoracique
(2mm) et artéres mésentériques sont isolés et installés dans un myographe. Deux tiges
meétalliques sont insérées dans la lumiére du vaisseau. L'une d elles est reliée a un support
dont la position peut étre modifiée gréace a un micrometre. L’ autre tige métallique est reliée a
un capteur de force (jauge de contrainte, mesure de force isométrique) relié a un amplificateur
et aun systeme d’ acquisition et de traitement des données. Chaque segment est immergé dans
une cuve de 10ml contenant une solution physiologique de composition suivante : 119mM
NaCl, 14,9mM NaHCO3, 4.7mM KClI, 2.5mM CaCl2, 1.2mM MgS0O4 7H20, 2,5mM CaCl2,
1,18 mM KH2PO4, 5,5 mM glucose. Le pH est de 7.4, la solution est bullée avec un mélange
de 95% O2 et 5% CO2 et rincée toutes les 15 minutes. Les segments d'aorte thoracique sont
étirés a une tension de 5mN, permettant |e dével oppement d'une tension suffisante pour qu'ils
puissent & nouveau exercer leur activité vasomotrice. Apres une période de stabilisation de 20
min, la contraction maximale des vaisseaux est mesurée en deux étapes ; dépolarisation dans
un bain de KCI (100mM), contraction au KCI (100mM) + phényléphrine (10uM).

La courbe « concentration-réponse » avec un agoniste vasoconstricteur (phényléphrine) (1nM
a 100uM) nous a permis de déterminer la concentration de phényléphrine nécessaire pour un
niveau de contraction identique dans les différents groupes. La courbe «concentration
réponse» avec un agoniste vasodilatateur (acétylcholine) est étudiée suite a une

vasoconstriction stable a la phényléphrine (1uM).
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Avec la myographie, nous voulons éudier la réponse aux agents pharmacologiques de I’ aorte
thoracique et de I’ artére mésentérique et cela par une évaluation de la contraction maximale
en présence de KCI + phényléphrine et de la relaxation a I'acétylcholine. L’ exploration des
voies de signalisation impliquées nécessite I’ utilisation d’ inhibiteurs.

Dans la physiopathologie du choc septique, les voies des NOS et des COX semblent étre les
plus impliquées dans I’ atteinte de la réactivité vasculaire. De ce fait, dans notre étude nous
avons testé la vasoréactivité des vaisseaux apres inhibition des métabolites des NOS par un
inhibiteur non spécifigue (LNAME) et des COX par une inhibition non spécifique

(indométhacine).

V11.8 Méthodologie statistique :

Les résultats sont exprimés en moyenne = SD. Pour les différences inter groupes, une analyse
de variance a une voie (ANOVA) est utilisée. Pour les différences intra groupes, une analyse
de variance a deux voies est employée. Les différences de survie ont été testées avec le test du
Log-Rank. En cas de résultats significatifs, une comparaison est effectuée al’aide du test de

Bonferroni. Un p < 0.05 est considéré comme significatif.
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VIIl. RESULTATS

Effet comparatif de la dexaméthasone et de la protéine C activée dans le traitement du choc
septique expérimental chez le rat. Compar ative effects of Recombinant Human Activated
Protein C and Dexamethasone in experimental septic shock. Bouazza, Y oucef; Sennoun,
Nacira; Charléne Strub, Véronique Regnault, Sebastien Gibot, Ferhat Meziani, Patrick
Lacolley & Bruno Levy. Intensive Care Med. 2011 Aug 18. (Voir texte intégral en annexe).

VI1I1.1 Objectifsdu travail

La Surviving Sepsis Campaign (SSC) recommande I’ utilisation de la proténe C recombinante
humaine (grade 11B) et des glucocorticoides (grade 11C) pour la prise en charge du sepsis
sevére et du choc septique [182].

Il a é&é démontré que la protéine C activee améliorait la survie chez les patients adultes
atteints de choc septique [4]. D’autres travaux démontrent que la protéine C activée agit
directement sur les cellules endothdliales, via son récepteur EPCR (endothelia protein C
receptor) [188] e PAR1 (protease activated receptor-1), pour exercer des effets
cytoprotecteurs multiples comme la down régulation de I'expression génique de certaines
cytokines pro-inflammatoires [85], une activité antiapoptotique [189], anti-oxydante et enfin
une préservation de I’ intégrité de la barriére endothéliale [190], [191].

Des études récentes chez |I’animal [192], [193] et en clinique [194] suggérent que la proténe
C activée améliore le dysfonctionnement vasculaire et myocardique et |a réactivité vasculaire
aux catécholamines au cours d’ un choc endotoxinique. En effet, la PCa modulerait I'état pro-
inflammatoire/pro-oxydant  induit  par  I’endotoxine,  diminuerait  I'interaction
endothélium/leucocyte et enfin favoriserait la stabilisation de la matrice extracellulaire [187].
De méme, les glucocorticoides améliorent la mortalité du choc chez les patients les plus
graves [169]. Le cortisol augmente la tension artérielle et la sensibilité aux agents
vasopresseurs tels que les catécholamines et |'angiotensine |1 dans e muscle vasculaire lisse.
Méme si les effets des glucocorticoides sur le NO restent complexes et encore mal connus, il
apparait cependant que les glucocorticoides augmentent I’ expression de laNOS endothéliale a
travers la protéine PI3K ainsi que |’ activation et la phosphorylation de la protéine Akt ce qui

permettrait le maintien de la perfusion micro vasculaire [195].
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Le cortisol ades propriétés anti-inflammatoires efficaces, y compris laréduction du nombre et
I’efficience de diverses cellules immunitaires, telles que des lymphocytes T et B, des
monocytes, des neutrophiles et des éosinophiles situées au niveau des sites inflammatoires. Le
cortisol diminue également la production des cytokines, des chimiokines et des e cosanoides
et augmente la production du MIF (macrophage migration inhibitory factor) [196].

Par conséquent la protéine C activée et les glucocorticoides possedent et agissent par des
voies communes (iNOS, eNOS, Akt) mais également par des voiesindividueles.

Sur la base de ces travaux, nous avons émis |I’hypothése selon laguelle I’ utilisation de la
protéine C activée et des glucocorticoides en association est bénéfique comparée a leur
utilisation seul.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons mis au point un modéle animal de choc septique par
ligature et perforation caecale pour évaluer in vivo les effets de la PCa et de |a dexaméthasone
sur les parametres hémodynamiques (débit cardiaque et pression artérielle moyenne) ains que
sur les marqueurs biologiques comme la lactatémie et le taux de nitrite/nitrate (NO circulant).
Par ailleurs, nous avons testé I'impact en ex vivo de ces traitements seuls ou en association sur
laréponse contractile des aortes ala phényléphrine et sur larelaxation des aortes et des artéres
meésentériques al’ acétylcholine.

Enfin nous avons également étudié les effets des différents traitements sur les principales
voies cellulaires probablement impliquées dans ce processus. . L’ objectif général de ce travail
de recherche est d’améliorer et/ou d évaluer I'intérét des stratégies thérapeutiques utilisées

dans le traitement de la dysfonction cardiovasculaire observée au cours du choc septique.

VI11.2 Résultats

MESURESHEMODYNAMIQUES

La pression artérielle moyenne (PAM) est significativement plus basse dans le groupe CLP
non traité (81+6 mmHg) comparée au groupe controle et Sham (114+11mmHg) (p<0.05),
I” administration de protéine C activée ou de dexaméthasone seule ou en association permet de
restaurer la pression artérielle qui est significativement augmentée par rapport au groupe
péritonite (PCa: 97+12 mmHg; Dexa: 101+5 mmHg; Dexa + APC: 110+11 mmHg) (p<0.01).
(Figure 1.A)
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Figurel : Vaeurs hémodynamiques.

A. Pression artérielle moyenne (PAM) en mmHg

B. Débit cardiaque (Qc) en mi/min.
Les données sont en moyenne + SD; n = 6 rats pour chaque groupe.* P < 0.05 versus tous les
autres groupes.
De méme, comparé au groupe contrdle (11819 ml/min), le débit cardiague est diminué chez le
groupe sepsis (7813 mi/min) P < 0.01. Il est significativement augmenté avec tous les

traitements (PCa: 99+11 ml/min; DEXA: 102+7 ml/min; PCa+DEXA : 110£5 ml/min).
72



MARQUEURSBIOLOGIQUES

L’ acidose lactique est le principal stigmate dosable de |a souffrance tissulaire durant I’ état de
choc quelle que soit son étiologie. Les dosages réalises immédiatement apres le sacrifice de
Ianimal retrouvent une augmentation majeure de la lactatémie dans le groupe CLP non traité
(9£2 mmol/l, p<0,01). Dans les trois groupes traités, il N’y a pas de différence significative du
taux de lactates (PCa: 5£2.3 mmol/l; DEXA: 72 mmol/l; PCatDEXA : 5.7+1 mmol/l). Mais
ils sont significativement diminués par rapport au groupe péritonite (Figure 2 A).

Les préévements sanguins effectués, pour tous les groupes, montrent que les taux de nitrite/
nitrate (Figure 2B), d'interleukine 6 (Figure 2 C) sont significativement supérieurs pour le
groupe sepsis n'ayant pas de traitement comparé au groupe Sham. L’administration de
dexaméthasone et/ ou de protéine C activée permet de diminuer ces différents taux de maniere
significative.

Le groupe CLP présente un taux de NO et d’ anion superoxyde trés éleveé au niveau des aortes.
Ces niveaux accrus ne sont que légerement diminués par la dexaméthasone, diminués par la

protéine C activée et compléement normalisés par |’ asscociation des deux (Figure 2D, 2E).
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Figure 2 : Marqueurs biologiques

A : Concentration plasmatique en Lactates.

B : Concentration plasmatique en nitrite/nitrate.

C : Concentration plasmatique en Interleukine 6.

*p< 0, 05 **p<0, 01 ***p<0,001 vs CLP // n=6, moyenne £ SD.
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Figure 2 : Marqueurs biologiques

: Concentration plasmatique en Lactates.

: Concentration plasmatique en Interleuk

: Concentration aortique du NO.

m o O © >»

: Concentration plasmatique en nitrite/nitrate.

ine 6.

. Concentration aortique de I’ anion superoxyde.

*p< 0, 05 **p<0, 01 ***p<0,001 vs CLP // n=6, moyenne £ SD.
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REACTIVITE VASCULAIRE

Nous avons étudié I'impact des traitements sur la réponse contractile a la phényléphrine mais
auss I'impact de ces traitements sur la relaxation a I'acétylcholine sur des anneaux issus
d’ aortes thoraciques et des arteres mésentériques. L’ exploration des voies de signalisation
impliguées nécessite I’ utilisation d’ inhibiteurs. Dans la physiopathologie du choc septique, les
voies des NOS et des COX semblent étre les plus impliquées dans I’ atteinte de la réactivité
vasculaire. De ce fait, dans notre étude nous avons testé la vasoréactivité des vaisseaux apres
inhibition des métabolites des NOS par un inhibiteur non spécifique (LNAME) et des COX
par une inhibition non spécifique (indométhacine ; indo).

La phényléphrine provoque une contraction dose dépendante au niveau des aortes et des
artéres mésentériques dans le groupe contréle. Dans le groupe péritonite non traité la
contraction est altérée que ce soit au niveau des aortes ou des artéres mésenteériques (p<0.01).
Les traitements seuls ou en association restaurent la contractilité maximale des aortes et des
arteres mésentériques comparés au groupe contrdle (p<0.01) (figure 3).

De méme, I’ acétylcholine conduit a une relaxation dose dépendante des aortes et des artéres
meésentérigques dans le groupe contréle. Laréponse vasculaire al’ acétylcholine est altérée dans
le groupe péritonite non traité comparé aux groupes contrble et Sham (P < 0.05).
L’ administration de protéine C activée, de dexaméthasone seuls ou en association améliorent
la relaxation vasculaire des aortes et des artéres mésentériques, exception faite pour la
dexaméthasone qui conduit a une amélioration partielle (Figure 3).

Chez tous les groupes traités (PCa, DEXA, PCa+ dexa) I’ addition de LNAME (inhibiteur non
sélectif des NOS) et d’ indométhacine (inhibiteur non sélectif des COX) diminue de 50% la
relaxation vasculaire des aortes et arteres mésentériques induite par la péritonite. Cependant
chez le groupe CLP, I’'incubation avec le LNAME ou I'indométhacine ne modifie en rien la

réactivité vasculaire.
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Figure 3. Etude de la vasoréactivité, impact de la phényléphrine et de I’ acétylcholine sur la
contraction et la relaxation des aortes et artéres mésentériques. N=6 par groupe, *p<0,05 Vs
CLP.

EXPRESSION PROTEIQUE

L’ expression de certaines proténes clés impliquées dans la relaxation vasculaire a été étudiée.
Dans le groupe de rats péritonites (CLP), nous avons mis en évidence une augmentation de
I’expression de la NOS inductible comparée au groupe Sham. Cette augmentation est
prévenue par I’administration de protéine C activée et/ ou de dexaméthasone seules ou en
association (Figure 4A).

Enfin, les résultats obtenus montrent que la ligature et la perforation caecale (CLP) entraine

une modification d’expression ou de phosphorylation de la protéine Akt. En effet, le ratio
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phospho Akt (ser 473)/Akt est diminué chez les groupe sepsis (Figure 4 B) comparé au
groupe contréle et Sham. Cette augmentation est restaurée a son niveau initial par les

traitements PCa, DEXA et PCa+ DEXA (p<0,05 vs CLP).
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Figure 4. Expression par Western Blot des protéines iNOS, tubuline et Akt phosphorylée (P-
AKT), Akt. (A : ration INOS/Tubuline ; B : phospho-Akt/Akt).

Un dépot de protéines (20 pg) sur gel SDS-PAGE a 12% a été effectué a partir des aortes de rats non traités (CTL et SHAM)
et des rats péritonites (CLP) et des groupes traités (PCa, DEXA, PCa+DEXA). La protéine tubuline est utilisée pour
normaliser les dépbts protéiques. Une diminution de la phosphorylation d’ Akt est observée chez le groupe CLP et restaurée
par les traitements, alors que la protéine iINOS est augmentée chez le groupe péritonite et diminuée par les traitements. (N=6

par groupe).

LA SURVIE

La mortalité parmi les rats du groupe «péritonite non traitée» est de 100%. En effet notre
modéle est tres sévére et |étal, tous les rats décédent précocement, au plus tard dans les vingt
cing heures apres la fin de la chirurgie. La protéine C activée n"améliore pas la survie (26
heures).

En revanche, nous avons observé une amélioration du temps de survie chez e groupe traité a

la dexaméthasone comparé au groupe péritonite non traité (34 heures Vs 25). La combinaison
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protéine C activée et dexaméthasone améliore le temps de survie de fagon significative et

synergigue comparée atous les autres groupes (moyenne 42 heures) p<0,01.
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Figure 5. Courbe de survie *p<0,05 // n=15 par groupe.
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I’X.DISCUSSION

Cette étude est le premier travail ayant évalué I'impact de la combinaison de la protéine C
activée et des glucocorticoides sur les parametres hémodynamiques et la survie dans le
traitement du choc septique. Conduite sur un modéle anima de choc septique, la péritonite
par ligature et perforation caecale, modéle cliniqguement pertinent dans sa présentation et sa
prise en charge. Nous avons montré que la protéine C activee et les glucocorticoides ont un
effet bénéfigue sur les parametres hémodynamiques, | oxygénation tissulaire et la
vasoréactivite. Nous avons également montré que I’association des ces deux traitements
améliore le temps de survie en agissant d’ une maniére synergique. Le mécanisme d’ action de
ces deux traitements est une augmentation de |’ expression et de la phosphorylation de laNOS

endothéliadle ainsi qu’ une diminution de I’ expression de la NOS inductible.

Effets vasculaires

A l'instar des études précédemment publiées sur différents modeles de choc septique, nous
confirmons que la protéine C activée et les glucocorticoides augmentent |a pression artérielle
moyenne et le débit cardiague. Ces traitements inhibent I’inflammation induite par le sepsis
ainsi que la production de NO et de radicaux libres [186], [187], [197], [198]. L’ originalité de
notre travail réside dans I’ étude de I’ effet de I’association de la protéine C activée et des
glucocorticoides, il s’ avére que cette association est synergique sur le temps de survie.

Le sepsis induit une réduction progressive mais importante de la phosphorylation de la NOS
endothéiale [199], une atération des récepteurs de surface au niveau endothélial, ainsi gu’ une
modification du signal de transduction tel que le découplage du récepteur eNOS ce qui aboutit
a la perte du réle protecteur du NO [200]. Le NO est I'un des principaux facteurs de
relaxation produit par eNOS, le NO d'origine endothéliade régule le tonus musculaire,
I” agrégation plaguettaire et le recrutement des leucocytes [201], I’ expression de la eNOS est
stimulée par de multiples facteurs incluant les forces de cisaillement, VEGF, |’ acétylcholine
et les oestrogeénes. L’ activité enzymatique [94] est régulée par une cascade de phosphorylation
delavoie de signalisation Akt.
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Il a été montré que le choc septique induit par le modele CLP évolue sur un mode biphasique :
au stade précoce |’ activité de la NOS endothéliale augmente et par |a suite, la NOS inductible
[146]augmente jouant un réle de feedback négatif sur I’ expression de laeNOS [202].

Nous sommes en mesure d affirmer que la protéine C activée et les glucocorticoides seuls ou
en association améliorent la dysfonction endothéliale, d’ une part via une augmentation de la
phosphorylation de la protéine Akt qui & son tour active la phosphorylation de la NOS
endothéliale et d’ autre part, via une diminution de I’ expression de laNOS inductible.

Il est bien démontré que le sepsis atere la relaxation vasculaire a I’ acétylcholine endothélium
dépendante, en induisant a la fois une dysfonction de la résistance et de la conductance
vasculaire [146].

La protéine C activée et les glucocorticoides améliorent la dysfonction vasculaire induite par
la péritonite en diminuant la vasorelaxation induite par |’ acétylcholine probablement par
activation de laNOS endothéliale et des cyclooxygénases [120].

Cependant, en gardant a |’esprit, les données rapportées sur la dysfonction endothéliale
induite par le LPS, nous pouvons faire |'hypothése que la protéine C activée et la
dexaméthasone réduisent I’ expression de la NOS inductible ainsi que I’ activation du NFkB,
ce qui a pour effet de corriger partiellement la dysfonction endothéliadle et d’améliorer la
contraction vasculaire. Une éude récente du laboratoire a montré que | es effets bénéfiques de
la protéine C activée semblent davantage liés a ces effets cytoprotecteurs qu’'a son réle
anticoagulant [187].

Enfin, I’inhibition des NOS par le LNAME et des COX par I'indométhacine a partiellement
bloqué les effets bénéfiques de la protéine C activée et de la dexaméthasone sur la dysfonction
endothélidle. D’autres meécanismes sont probablement impliqués dans la dysfonction

vasculaire endothéliale induite par |e sepsis [146].

Effets hémodynamiques

Tous les traitements se sont avérés bénéfiques sur |e remplissage puisque les rats traités ont eu
un débit cardiaque plus éevé que des rats en péritonite non traités. Néanmoins, malgré un
remplissage conséquent, notre modéle demeure hypokinétique. Les premiers résultats d’ une
€étude en cours dans notre laboratoire demontrent que ce modéle est associé a une défaillance
vasculaire et une hypo contractilité myocardique sévere. Bien gue non exploré dans notre
étude, nos résultats suggerent que la protéine C activée et les glucocorticoides agissent

également sur lafonction myocardique [192].
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Effet sur lasurvie

L’ administration conjointe de protéine C activée et de glucocorticoides améliore le temps de
survie comparé a leur administration seule, cependant nous n'avons trouvé aucun effet
synergiqgue de la protéine C activee e de la dexaméhasone sur les parameétres

hémodynamiques et sur laréactivité vasculaire.

Particularité et limitedel’ éude

Afin d’ améliorer la pertinence clinique de I’ é&ude, nous avons utilisé un modele de sepsis poly
microbien par ligature et perforation caecale défini comme le Gold standard. Pour cela nous
avons apporté quelques modifications a la CLP classique, en effet dans notre protocole nous
avons utilisé un modéle non-anesthésié afin d' éviter les effets des agents anesthésiques sur
I hémodynamique et |e tonus vasculaire mimant un état de vasoplégie. Nous avons égal ement
€U recours a une expansion volumique et une antibiothérapie. Tous les traitements on éé
débuté tardivement (4 heures apres lafin dela chirurgie).

La limitation majeure de notre protocole est que le modele utilisé est hypokinetique et
représente seulement 20% des patients admis en choc septique [203], cependant notre modele
présente un débit cardiaque diminué comme décrit par Rivers [106] lors du stade précoce du
choc septique. D'ailleurs, notre modéle est clairement associé a dysfonctionnement vasculaire

et myocardique.
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X. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

A ce jour aucune nouvelle thérapie n’a prouvé son efficacité pour prévenir les altérations
cardio-vasculaires au cours du choc septique et les mécanismes exacts de cette pathologie
restent obscurs. La Protéine C Activée et les corticoides sont deux thérapeutiques
recommandées dans le traitement du choc septique de I'adulte. Leurs potentiels effets
bénéfiques sur la dysfonction cardiovasculaire n'ont pas été étudiés lorsque ces deux
traitements sont administrés ensemble.

Comme nous venons de le voir, nos résultats montrent que la protéine C activée et la
dexaméthasone améiorent les paramétres hémodynamiques, la contractilité vasculaire ainsi
gue la dysfonction endothéliale induite par la péritonite chez le rat. Enfin nos résultats
suggérent un effet synergique de la protéine C activée et de la dexaméthasone sur le temps de
survie mais nous ne sommes pas parvenus a déterminer les mécanismes cellulaires
responsables de cette synergie.

Afin d’ élucider les mécanismes d action de ces deux traitements, une étude complémentaire
évaluant leurs effets sur la dysfonction myocardique au cours du choc septique chez le rat en
péritonite est en cours. |l s agit d’ explorer lafonction myocardique au moyen d'un cathéter de
conductance (Millar). Les résultats préliminaires sont prometteurs et montrent que le
traitement par PCa et/ou dexaméthasone permet une nette amélioration de la dysfonction
myocardique septique, tant au niveau de la performance contractile que lors de la phase
diastolique. Les paramétres de contractilité, dépendants (dP/dtmax) ou non (ESPVR, PRSW)
des conditions de charge se normalisent tous sous |’ effet de ces médicaments, utilisés seuls ou
en association. L’évaluation de la relaxation ventriculaire gauche (dP/dtmin) met également
en évidence une correction des anomalies diastoliques retrouvées dans le groupe non traite.
Nos futures pistes de travail sont: |I'éude des espéces radicalaires de I’oxygene, avec un
intérét particulier pour le peroxynitrite, évaluation de la voie d'iNOS, et étude des dérivés
adénylés (AMP, ADP, ATP) cardiomyocytaires.

Nos résultats suggerent que la protéine C activée et les glucocorticoides devraient étre
réévalués en association dans le traitement du choc septique. En conséquence, ce travail
contribue a lever une partie du voile sur les mécanismes de la dysfonction cardiovasculaire au

cours du sepsis, et pourrait avoir un impact thérapeutique.
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Annexel. Comparative effects of Recombinant Human Activated Protein C and
Dexamethasone in experimental septic shock. Bouazza, Youcef; Sennoun, Nacira;
Charléene Strub, Véronique Regnault, Sebastien Gibot, Ferhat Meziani, Patrick Lacolley &
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EXPERIMENTAL

Comparative effects of recombinant human
activated protein C and dexamethasone
in experimental septic shock

F. Meziani

Strasbourg and Laboratoire de
Biophotonique et Pharmacologie, UMR
7213 CNRS, Université de Strasbourg,
Faculté de Pharmacie, 74 route du Rhin,
67401 Illkirch, France

Abstract Purpose: To compare
the effects of recombinant human
activated protein C (APC) and glu-
cocorticoids alone and in combination
in non-anesthetized resuscitated sep-
tic shock induced by cecal ligation
and puncture (CLP) on (a) survival,
(b) hemodynamics, and (c) vascular
reactivity. The effects of treatments
on major cellular pathways likely
implicated were also studied. Meth-
ods: Four hours after CLP, rats
were continuously infused with either
saline (10 ml/kg/h), saline + APC,
saline 4+ dexamethasone (Dexa), or
saline + APC + Dexa. Eighteen
hours after CLP, arterial pressure,
cardiac output, nitrite/nitrate ratio,
and lactate concentrations were mea-
sured. Aortic rings and mesenteric
arteries were isolated and mounted in
a myograph, after which arterial
contractility and endothelium-depen-
dent relaxation were measured in the
presence or absence of nitric oxide
synthase (NOS) or cyclooxygenase
(COX) inhibitors. Protein expression
was assessed by Western blotting.
Aorta NO and superoxide anion con-
tent were measured by electron
paramagnetic resonance. Results:

All treatments improved hemody-
namic parameters and vascular
reactivity and decreased lactate and
nitrite/nitrate levels.In treated aorta
and mesenteric arteries, contractility
and endothelial dysfunction were
improved. This effect was associated
with an increase in the phosphory-
lated form of protein kinase B as well
as an increase in COX vasodilatory
pathways and a decrease in iNOS
expression suggesting that these
pathways are implicated in the vas-
cular effect of the treatments. CLP
was associated with a marked
increase in aortic NO and superoxide
anion content (p < 0.05), which were
decreased by APC and Dexa and
totally abolished by APC 4 Dexa

(p < 0.01). Survival length was sig-
nificantly increased by the APC-
Dexa combination. Conclu-

sions: Both APC and Dexa improve
arterial contractility and endothelial
dysfunction resulting from septic
shock in rats. Moreover, their com-
bination increased the length of
survival. These findings provide
important insights into the mecha-
nisms underlying APC- and/or Dexa-
induced improvements of arterial
dysfunction during septic shock.

Keywords Septic shock -
Glucocorticoids - Activated
protein C - Nitric oxide


http://dx.doi.org/10.1007/s00134-011-2327-9

Introduction

Endothelial dysfunction with impaired release of endo-
thelial nitric oxide (NO) and prostacyclin, reduction of
vascular reactivity to vasoconstrictors associated with
leukocytes, and platelet aggregation are all hallmarks of
the pathophysiology of septic shock [1]. Moreover,
amongst the most prominent features of sepsis contribut-
ing significantly to its outcome is activation of coagulation
with concurrent downregulation of anticoagulant systems
and fibrinolysis. Inflammation-induced coagulation in turn
contributes to inflammation [2]. Several hypotheses have
been proposed to explain sepsis-induced vascular failure
including the presence of activated leukocytes and the
effects of various pro-inflammatory cytokines. Most of the
effects of pro-inflammatory cytokines have been attributed
to massive production of nitric oxide (NO) and perox-
ynitrite [2].

International guidelines for management of severe
sepsis and septic shock recommend both stress-dose ste-
roid therapy and recombinant activated protein C (APC)
in patients with septic shock [3]. Nevertheless, the ben-
efits of both APC and corticosteroids in septic shock
remain controversial. Indeed, there is only one large
randomized controlled study that fully supports the use of
APC and steroids in septic shock. Moreover, the Surviv-
ing Sepsis Campaign proposed only an average level of
recommendation, namely grade 2B for APC and grade 2C
for corticosteroids.

Recombinant human rhAPC has been demonstrated to
reduce the mortality rate of adult patients with septic
shock [4]. This effect was thought to be related to its
anticoagulant and anti-inflammatory processes in severe
sepsis. Post-PROWESS investigative areas have been
associated with a myriad of cellular studies [5] demon-
strating that APC, through reactions mediated by
endothelial protein C receptor (EPCR) [6] and the effector
receptor, protease activated receptor-1, acts directly on
cells to exert multiple cytoprotective effects including
(a) downregulation of pro-inflammatory gene expression
[7, 8], (b) anti-apoptotic activity [9], (c) antioxidant
properties, and (d) protection of endothelial barrier
function [10, 11]. Recent animal [12—-14] and human [15]
data have suggested that APC may improve both vascular
and myocardial dysfunction and vascular reactivity to
catecholamines during endotoxin and/or septic challenges
[16].

Similarly, glucocorticoids during septic shock
improve shock reversal and mortality in the most severe
patients [17]. Cortisol increases blood pressure through
several mechanisms involving the kidney and vasculature
[18]. In vascular smooth muscle, cortisol increases sen-
sitivity to vasopressor agents. Although the effect of
glucocorticoids on nitric oxide is complex, it appears to
increase endothelial nitric oxide synthase (eNOS),
through phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and protein

kinase AKT activation thereby maintaining microvascular
perfusion [19]. Cortisol decreases the production of
cytokines, chemokines, and eicosanoids and enhances the
production of macrophage migration inhibitory factor
[20].

Therefore, APC and corticosteroids may act through
common pathways (iNOS, eNOS, AKT) but also through
well-individualized particular pathways (coagulation).
We therefore hypothesized that the combination of
APC + steroids would be beneficial compared with their
use individually. Contrary to myocardial infarction ther-
apy in which therapies have been tested both individually
and concomitantly, there are currently no data to support
the concomitant use of APC and corticosteroids despite
the fact that both are recommended in sepsis bundles.

Hence, the aims of the present study were to compare
the effects of APC and dexamethasone (Dexa) alone as
well as in combination in resuscitated septic shock
induced by cecal ligation and puncture (CLP) on (a) sur-
vival, (b) hemodynamics, and (b) vascular reactivity. We
also studied the effects of treatments on the main cellular
pathways likely implicated in this process.

Materials and methods

Animal preparation and monitoring

This study was approved by the Nancy Institutional
Committee on Animal Care and Use. All animals were
treated in compliance with the principles of laboratory
animal care of the National Institutes of Health (NIH).

Shock model

Adult male Wistar rats (Depré, St Doulchard, France)
weighing from 280 to 320 g were used in the study. Rats
were anesthetized with isoflurane using 95% oxygen and
5% carbon dioxide as a carrier gas. A 2-3 cm ventral
midline incision was performed. The cecum was ligated
immediately distal to the ileocecal valve to avoid intes-
tinal obstruction and punctured with a 21-gauge needle.
The cecum was gently compressed to extrude cecal con-
tents and returned to the abdomen after which the incision
was closed with sutures. The left internal carotid artery
and right external jugular vein were cannulated (tubing
PE-50) under sterile conditions. These lines were tun-
neled subcutaneously to the back of the neck where they
were attached to a swivel device. Four hours after the
surgery, all rats received a continuous infusion of saline
(10 ml/kg/h), analgesic (nalbuphin, 1 mg/kg), and anti-
biotic (imipenem, 10 mg/kg). At this point, rats were
randomized to receive either APC or dexamethasone.
APC (drotecogin alpha activated, Xigris®, Lilly, Indian-
apolis, USA)was diluted in saline and infused at 33 pg/kg/h



as previously used [16]. Dexamethasone was diluted in
saline and injected intravenously at a dose of 1 mg/kg/day
as previously used [21].

Experimental design

Animals were randomly divided into six groups: control,
sham operated rats, CLP, CLP + Dexa, CLP 4+ APC, and
CLP + Dexa + APC.

A first group of rats was used to study the effects of
septic shock and treatments on survival (n = 15 per
group). The second group was used for hemodynamic
measurements, vascular reactivity studies, and tissue
analysis.

In vivo measurements

Arterial blood pressure was recorded from the carotid
artery catheter. Cardiac output was measured by ther-
modilution using Cardiomax III (Colombus Instruments,
Ohio, USA) 18 h after surgery.

Lactate concentrations were determined with an
automated blood gas analyzer (ABL 700, Radiometer,
Copenhagen, Denmark).

Nitrite and nitrate were measured as described previ-
ously [21] and in the electronic supplementary material
(ESM).

Plasma levels of interleukin 6 (IL-6) were measured
by ELISA (Quantikine ELISA kit, R&D Systems)
according to the manufacturer’s instructions.

Ex vivo measurements

Vascular reactivity

Vascular reactivity of aortic rings was studied on a wire
myograph (Danish Myo Technology, Aarhus, Denmark)
as described previously [22] and in the ESM.

Western blot analysis

Western blot analyses were performed on aorta for iNOS,
alpha-tubulin, phospho-AKT, and AKT. Detailed meth-
ods are provided in the ESM.

NO and superoxide anion determination by electron
paramagnetic resonance (EPR) in the aorta

NO production was measured by EPR spectroscopy
analysis with the use of the spin-trap colloid Fe(DETC), as
described previously [16]. Superoxide anion production

was determined by EPR analysis with deferoxamine-
chelated Krebs-Hepes solution containing 1-hydroxy-3-
methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CMH,
Noxygen, Germany) (500 pM), deferoxamine (25 pmol/l),
and DETC (5 pmol/l).

Statistical analysis

Results are expressed as mean £+ SD. A repeated mea-
sures one-way analysis of variance was used to evaluate
within-group differences. Difference between groups was
tested using a two-way analysis of variance (repeated time
measurements and treatment as independent variables).
When the relevant F values were significant at the 5%
level, further pairwise comparisons were performed using
Dunnett’s test for the effect of time and with the Bon-
ferroni correction for the effects of treatment at specific
times. The protection against CLP lethality by treatments
was assessed by comparison of survival curves using the
log-rank test. Differences were considered statistically
significant at p < 0.05. A software package was used for
all statistical analyses (PRISM 4, GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

Results

Effects of treatment on survival length

The median survival in the CLP group was 25 h (Fig. 1).
APC did not improve survival length (median survival
length 26 h). Mortality was delayed in the dexamethasone
group when compared with the CLP group (median sur-
vival length 34 vs. 25 h) (p < 0.05). The combination
Dexa—APC further improved the length of survival when
compared with all groups (median survival length 42 h)
(r < 0.01).
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Fig. 1 Survival curves for CLP (filled circles), CLP + APC (open
squares), CLP + Dexa (filled squares), and CLP +APC + Dexa
(triangles). *p < 0.05



APC, Dexa, and their combination improve arterial
pressure and cardiac output

When compared with the sham group (114 & 11 mmHg),
CLP was associated with a decrease in mean arterial
pressure (MAP; 81 +£ 6 mmHg) (p < 0.05), which was
significantly increased following all treatments (APC:
97 £ 12 mmHg; Dexa: 101 £ 5 mmHg; Dexa +APC:
110 £ 11 mmHg) (» < 0.01) (Fig. 2).

Similarly, when compared with the sham group
(118 £ 9 ml/min), cardiac output significantly decreased
in the CLP group (78 %+ 13 ml/min) (p < 0.01), which
was significantly increased with all treatments (APC:
99 + 11 ml/min; Dexa: 102 &= 7 ml/min; Dexa +APC:
110 & 5 ml/min) (p < 0.01).
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Fig. 2 Evolution of MAP and cardiac output. *p < 0.05 versus
sham group

APC, Dexa, and their combination decrease the CLP-
induced rise in lactate and nitrite/nitrate concentration

CLP was associated with a marked elevation in plasma
lactate (9 = 2 mmol/l) when compared with the sham
group (2.1 £ 0.5 mmol/l) levels; this elevation was sig-
nificantly decreased by all treatments (APC: 5 £ 2.3
mmol/l; Dexa: 7 £ 2 mmol/l; Dexa +APC: 5.7 £ 1
mmol/l) (p < 0.05) (Fig. 1, ESM). APC and the APC-
Dexa combination further decreased the lactate level
compared with Dexa alone (p < 0.05).

The nitrite/nitrate concentration increased in the CLP
group (30 £ 9 pmol/l) when compared with the sham
group (12 & 4 pmol/l). All treatments significantly
decreased the nitrite/nitrate ratio in septic animals (APC:
15 &+ 6 umol/l; Dexa: 14 £ 5 pmol/l; Dexa +APC:
15 &+ 5 umol/l) (p < 0.01).

CLP markedly increased IL-6 levels when compared
with sham rats (from 37 £5 to 331 &£ 40 pg/ml)
(»p <0.01). These levels were significantly decreased
by Dexa alone (129 &£ 20 pg/ml) (p < 0.05) and the
combination APC-Dexa (70 £ 15 pg/ml)(p < 0.05).
IL-6 levels decreased but not significantly with APC
(169 % 20 pg/ml).

APC, Dexa, and their combination improve
contractile capacity and endothelial dysfunction
induced by CLP

Phenylephrine (PE) caused a dose-dependent increase in
tension in aortic rings and small mesenteric arteries
(SMA) in control rats (Fig. 3). CLP blunted the
PE-stimulated contraction in aortic rings and SMA
(p < 0.01), whereas all of the studied drugs significantly
restored the maximal contractile capacity of aortic rings
and SMA to control levels (p < 0.01).

Acetylcholine (ACh) produced a concentration-
dependent relaxation of isolated aortic rings and SMA.
Compared with the control and sham groups, vascular
responses to ACh were significantly decreased in aorta
and SMA of CLP rats (p < 0.05). Conversely, the addi-
tion of all the drugs studied alone or in combination
significantly blunted the endothelial dysfunction induced
by CLP. The only exception was recorded with CLP-
Dexa where the observed effects in SMA showed a partial
improvement only.

In rats treated with APC, Dexa, and APC-Dexa, the
adjunction of NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)
or indomethacin diminished ACh-induced vasodilatation
by 50% in the aorta (p < 0.05) and in SMA (p < 0.01).
Conversely, in non-treated vessels harvested from CLP
rats, neither L-NAME nor indomethacin modified this
reactivity.
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APC, Dexa, and their combination restore
phosphorylated Akt-to-Akt ratio, while reducing CLP-
induced upregulation of iINOS expression (Figs. 4, 5)

To investigate the mechanisms involved in the beneficial
effect of treatments on endothelium-dependent dilation,
the role of the Akt/PI3K pathway was assessed, since the
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Fig. 4 Evaluation of arterial wall enzyme expression and activa-
tion. Western blot analysis of protein kinase B (Akt) and phospho-
Akt, in aorta isolated from sham or CLP rats in the presence or
absence of rhAPC and/or dexamethasone. Data are presented as
phosphorylated Akt-to-Akt ratio. Values are expressed as means +
SE (n = 6 per group). *p < 0.05 compared with sham

decrease in activity of this pathway may be attributable to
altered eNOS phosphorylation. Akt, phosphorylated Akt
(Akt Ser*”® phosphorylation) expression levels, and the
phosphorylated Akt-to-Akt ratio were decreased in the
aorta of CLP rats. APC, Dexa, and APC-Dexa treatment
blunted these decreases. The expression of iNOS protein,
as assessed by Western blotting, increased in CLP rats
(compared with rats from control and sham groups). This
increase in iNOS expression was significantly reduced by
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Fig. 5 Western blot analysis of iNOS protein in aorta isolated from
sham or CLP rats in the presence or absence of rhAPC and/or
dexamethasone. Values are expressed as means £+ SE (n = 6 per
group). *p < 0.05 compared with sham



the administration of Dexa, APC, and combination ther-
apy (p < 0.05).

Effects of treatments on aorta NO and superoxide
anion content

As previously described, CLP increased NO and super-
oxide anion content in the aorta. These increased levels
were decreased by APC and normalized by APC + Dexa.
On the other hand, aorta NO and superoxide anion content
were only slightly decreased by Dexa (p < 0.05) (Fig. 2,
ESM).

Discussion

The present study suggests that APC and glucocorticoids
are beneficial in terms of hemodynamics, tissue oxygen-
ation, and vascular reactivity in our model of
experimental septic shock. Moreover, their combination
further normalized the aorta NO and superoxide anion
content and improved the length of survival. These effects
appear to be associated with an increase in in situ acti-
vation/expression of eNOS and a reduced expression of
iNOS. To our knowledge, this is the first study reporting
new insights into the comparative benefits of the in vivo
effect of rhAPC and/or glucocorticoids on sepsis-induced
cardiovascular dysfunction and mortality in a clinically
relevant model of septic shock.

Vascular effects

We and others have previously demonstrated that APC
and glucocorticoids improve arterial pressure and cardiac
output [16, 21, 23, 24] in different models of experimental
septic shock through the modulation of sepsis-induced
inflammation, NO, and reactive oxygen species (ROS)
production. In the present study, we were not able to find
any differences in the various cellular pathways explored
since both APC and glucocorticoids display a myriad of
genomic and non-genomic effects including anti-inflam-
matory effects, endothelium protection, and decreased
ROS production [7, 20]. Nevertheless, we found that the
combination APC + Dexa was able to normalize aorta
and superoxide anion content. During sepsis, vascular
hyporeactivity has been related mainly to NO overpro-
duction. In this study, APC + Dexa normalized the aortic
NO content and superoxide content. Although we did not
evaluate peroxynitrite production at the vessel level, it is
well demonstrated that when both superoxide and NO are
synthesized within a few cell diameters of each other,
they will combine spontaneously to form peroxynitrite by
a diffusion-limited reaction. Further evidence supports the

concept that the final effector mechanism of vascular
failure in shock may be due to the peroxynitrite-mediated
activation of poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)
because vascular hyporeactivity occurring in experimen-
tal models of both septic and hemorrhagic shock was
ameliorated by inhibitors of PARP or its genetic deletion.

Interestingly, all of the treatments were associated
with a marked improvement in sepsis-induced hypore-
sponsiveness to vasopressors and in sepsis-induced
endothelial dysfunction. This improvement appeared to
be linked to a profound modification in the NO pathway
because both an increased phosphorylation of Akt and a
decrease in iNOS expression were observed. Sepsis cau-
ses a progressive and profound reduction in
phosphorylation of eNOS [25] Alterations in endothelial
cell surface receptors and modified signal transduction
pathways such as receptor—-eNOS uncoupling have been
shown to result in a loss of the protective role of NO [26].
Our results support such a hypothesis, because CLP-
induced endothelial dysfunction is due in part to
decreased eNOS activity, which is most likely associated
with a decrease in Akt phosphorylation in the arterial
wall. Interestingly, APC and Dexa overcome the delete-
rious endothelial effect of CLP. Indeed, the beneficial
effect of APC and Dexa on ACh-induced relaxation could
be explained by eNOS activation and COX vasorelaxant
metabolites [22]. NO is one of the major endothelial
relaxant factors produced by eNOS, allowing the endo-
thelium to regulate smooth muscle tone and proliferation,
leukocyte recruitment, and platelet aggregation. The
expression of eNOS is increased severalfold by multiple
factors, including shear stress, vascular endothelial
growth factor, ACh, and estrogens [27]. Phosphorylated
eNOS, via the Akt/PI3K pathway, is known to regulate
enzyme activity [28]. CLP challenge involves eNOS
activity in its early phase and induces a later increase in
iNOS expression [29] that can exert a negative feedback
on eNOS expression [30]. It is well documented that
sepsis impairs endothelium-dependent relaxation to ACh,
leading to endothelial dysfunction in both resistance and
conductance arteries [29]. Moreover, in keeping with
reported data in the field of lipopolysaccharide (LPS)-
induced endothelial dysfunction [16], we can hypothesize,
as others have done [31], that APC and Dexa reduce NF-
kB activation and iNOS expression leading to improved
endothelial dysfunction and vascular contractility. As
recently demonstrated [16], at the relatively low dose
used, thAPC in rats did influence coagulation parameters.
Thus the beneficial effects of APC appear to be driven by
its cytoprotective properties rather than its anticoagulant
effects.

Finally, NOS and COX inhibition only partially
reversed the beneficial effects of APC and/or glucocor-
ticoids on endothelial dysfunction, thus further
implicating other mechanisms in sepsis-induced endo-
thelial dysfunction.



Effects on blood flow

All treatments were also found to improve the response to
volume resuscitation since treated rats had a higher car-
diac output than peritonitis-only rats. Nevertheless,
despite the large amount of infused fluids, our model
remains hypokinetic. Recent unpublished data from our
group using a cardiac conductance catheter demonstrate
that this model associates both vascular failure and severe
myocardial hypocontractility. Although not explored in
the present study, our results suggest that APC and glu-
cocorticoids also act on myocardial function [12].

Effects on length of survival

All of the combined actions of APC plus glucocorticoids
herein led to an enhanced survival in this lethal sepsis
model. Although we did not explore all of the putative
pathways implicated in APC and glucocorticoid effects,
our results nevertheless suggest that the combination of
APC plus glucocorticoids is more efficient than treatment
alone in decreasing NO and superoxide anion tissular
production, two mediators intricately implicated in sepsis
cardiovascular failure.

Particularities and limits of the study

Since the endotoxemia model is certainly not a true
reflection of the actual clinical setting, we modified the
classical CLP model (a) by using a non-anesthetized
model of peritonitis in order to overcome the effects of
anesthetic agents on vasculature that may mimic a vaso-
plegic shock state mainly by decreasing vascular
responsiveness to vasopressors through activation of
vascular ATP-sensitive potassium [32]; and (b) by using
volume resuscitation, antibiotics, and delayed treatment
(4 h after CLP induction).

One persistent limitation is that the current model is a
hypokinetic model and represents only 20% of septic

shock patients [33]. Nevertheless, it features the unre-
suscitated, low cardiac output state associated with the
early phase of septic shock as demonstrated by Rivers
et al. [34]. Moreover, because our study used a lethal
model instead of a sublethal model, we were unable to
measure the effects of treatments on actual survival.
Nevertheless, our model is clearly associated with vas-
cular and myocardial dysfunction and certainly appears to
be suitable for mechanistic studies.

Finally, the choice of dexamethasone, which is five-
fold more anti-inflammatory than hydrocortisone, as well
as the dose delivered, should be discussed. In clinical
practice, low-dose corticosteroid therapy is preferred to
high doses because high dosages have been associated
with an increase in the risk of death [17]. Nevertheless,
when reviewing the experimental literature, all of the
studies reported an improvement in survival indepen-
dently of the molecule, the dose, and the presence of
mineralocorticoid effect. This might be explained by the
fact that the deleterious effects of high doses are generally
related to superinfections which are not present in a short
and lethal model of septic shock.

Conclusions

Both APC and Dexa improved arterial contractility and
endothelial dysfunction resulting from septic shock in
rats. Moreover, their combination increased the length of
survival. These findings suggest that APC and glucocor-
ticoids should be further re-evaluated in combination in
septic shock.
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Supplementary material

Detailed methods

Vascular Reactivity.

Aortic rings and isolated small mesenteric arteries (SMA) (200-230 um diameter) were carefully
dissected and mounted on a wire myograph (Danish Myo Technology, Arhus, Denmark). The
experiments were performed at 37°C in a physiological salt solution (PSS) with the following
composition (mM): NaCl 119; KC1 4.7; NaHCO3 14.9; MgS04.7H:0 1.2; CaCl; 2.5; KHP04 1.18;

glucose 5.5, continuously bubbled with 95% 02 and 5% CO..

After an equilibration period (at least 20 min) under optimal passive tension, two successive
contractions in response to the combination of KCl depolarization (100 mM) and phenylephrine
(PE) (10 uM) (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) were used in order to test the
maximal contractile capacity of the vessels. After a 20-minute washout period, concentration-
response curves to PE were elicited by cumulative administration of this vasoconstrictor agonist
(1nM to 100uM) in order to determine the same concentration producing an equal level of
contraction in the different groups. To study endothelium-dependent relaxation, aortic rings
with functional endothelium were precontracted with PE (1uM) and then exposed to increasing
incremental concentrations of acetylcholine (ACh) (1nM to 100 puM; Sigma, St Louis, MO, USA).
The presence of functional endothelium was confirmed with acetylcholine (1uM), which elicited

a relaxation greater than 50%.

To investigate the mechanisms involved in the endothelial effect of rhAPC and DEXA,
particularly with regard to the role of NO and COX-induced prostanoids, all of the above vascular
experiments were consecutively conducted in the presence or absence of the NO synthase
inhibitor NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME 100 pM; Sigma-Aldrich) or COX inhibitor

(indomethacin 10 uM; Sigma-Aldrich). The inhibitor was added in the bath 30 min prior to the



addition of ACh. The first curve obtained with ACh was used as a control, while the effect of the

inhibitor was tested on the second curve.

Western Blot Analysis.

Aortic tissue was homogenized (Tissue-Lyser 1], Qiagen, Courtaboeuf, France) with beads (3 mm
diameter) in lysis buffer consisting of PhosphoSafe Extraction Reagent (Novagen, Merck
Biosciences, Nottingham, UK). Protein content was measured by the Bradford method using a
BCA Protein Assay Kit (Pierce, ThermoScientific, Brebieres, France). Protein extracts from aortic
tissue (20ug) were separated by a 4 to 12% Criterion XT Bis-Tris Gel (BioRad, Marnes-la-
Coquette, France) and transferred electrophoretically onto a polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane (Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France). Nonspecific binding sites on the
membrane were blocked with 5% nonfat dry milk in tris-HCl containing 0.1% Tween 20 buffer
(TBS-T) and incubated overnight at 4 C° with mouse anti-rat-iNOS (1:1000; Abcam, Paris,
France), mouse anti-rat-a-tubulin (1:1000 (St. Quentin Fallavier, France), rabbit anti-rat-
phospho-Akt and anti-rat-Akt (1:1000; Cell Signaling, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France).

a-tubulin was used as a protein loading control.

After washings in TBS-T0.1%, the membranes were exposed to horseradish peroxidase-
conjugated (HRP) IgG secondary antibody (1:2000, St. Quentin Fallavier, France) for 1 h at room
temperature. Finally, membranes were washed three times with TBS-T0.1%. Acquisition and
quantitative signals of bound antibody density analyses were performed by LAS-4000 imager
(FSVT, Courbevoie, France) and Multi-Gauge software (LifeScience, Fujifilm, France).
Quantitative analysis of phospho-Akt was normalized by the quantification of total Akt on the
same membranes. After stripping, the membranes were incubated for 20 min at 65C°,
submerged in stripping buffer (2% SDS, 62.5mM TRIS pH6.8, 100mM Beta-mercaptoethanol),
washed three times in TBS-T0.1%, blocked and re-probed with rabbit anti-rat-Akt (1:1000; Cell

Signaling, Ozyme).



After densitometric analyses, optical density values were expressed as arbitrary units (AU).

Measurement of nitrite and nitrate.

NO, and NOj3- are the primary oxidized products of NO reacting with water and therefore total
concentration of NO2- /NO3- in plasma was used as an indicator of NO production in vivo. Briefly,
the nitrate in the supernatant was first reduced to nitrite by incubation with nitrate-reductase
(10U/mL) and NADPH (629.2 pg/mL) at room temperature for 30 minutes. Thereafter, total
nitrite concentration in the samples was measured by Griess reaction following the addition of
100 pl of Griess reagent to 100ul of sample in a 96-well plate with a flat transparent bottom. The
optical density at 550 nm (OD550) was measured by an enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) microplate reader and normalized with OD550 of standard saline solutions.



Figure 1.

Evolution of lactate and nitrite+nitrate.

* p< 0.05 vs all group; ** p < 0.05 vs all group, *** p < 0.05 vs all group
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Figure 2

Evolution of aorta NO (top) and superoxide anion (bottom)

. p < 0.05 vs sham, ** p < 0.05 vs all group
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RESUME

Le choc septique est la principale cause de mortalité dans les services de réanimation. Les
glucocorticoides (GC) et la protéine C activée (APC) sont deux traitements adjuvants
recommandés au cours du choc septique. Ce travail a pour objectif d’évaluer I'impact de la
combinaison d' APC et des GC sur les parametres hémodynamiques et la survie. Le sepsis
expérimental se caractérise par une hypotension artérielle avec acidose lactique et une
hyporéactivité vasculaire. L’ administration de Dexa et/ou d’ APC permet de diminuer les taux
de lactates, d'interleukines et de nitrate/nitrite. Chez les groupes traités, la contraction est
améliorée ains que la relaxation vasculaire des aortes et des arteres mésentériques.
L’administration d APC et de Dexa, seul ou en association, entraine une diminution de
I’ expression induite d'iNOS et |a restauration de la voie Akt. La combinaison APC et Dexa
améliore le temps de survie de fagon synergique. Nos résultats suggerent que I’ APC et les GC

devraient étre réévalués en association dans le traitement du choc septique.

Motsclés: choc septique, glucocorticoides, protéine C activee, NO.

ABSTRACT

Sepsis remains the major cause of death in intensive care units. International guidelines for
management of severe sepsis and septic shock recommend both stress-dose steroid therapy
and recombinant activated protein C (APC). The ams of the present study were to compare
the effects of APC and dexamethasone (Dexa) aone as well as in combination in resuscitated
septic shock on survival, hemodynamics, and vascular reactivity.

Sepsis was associated with a decrease in mean arterial pressure, elevation in plasma lactate
and nitrite/nitrate concentration. Administration of APC, Dexa, and their combination
improve arterial pressure and decrease lactate and nitrite/nitrate concentration. Both APC and
Dexa improved arterial contractility and endothelial dysfunction resulting from septic shock
in rats. The expression of INOS was significantly reduced by the administration of Dexa,
APC, and combination therapy. All treatments restore the Akt pathway. Moreover, their
combination increased the length of survival. These findings suggest that APC and

glucocorticoids should be further re-evaluated in combination in septic shock.

Keywords. Septic shock, Glucocorticoids, Activated protein C, Nitric oxide.
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