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RESUME :

Le choc septique reste grévé d'une mortalité ingme malgré les efforts de

recherche expérimentale et clinique. Certains poi&s thérapeutiques cependant, ont permis
ces derniéres années de diminuer cette mortakt® niécanismes précis d’amélioration de ce
pronostic sont inconnus. Il est possible que ce gai survie soit du a une atténuation du
Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitocdriale du Sepsis.

Les travaux réunis dans une premiére partie deobteme ont permis de mieux
caractériser I'effet de différentes thérapeutigses la microcirculation, la vasoréactivité.
Thérapeutique annexe comme la sédation qui esséadilen pratique clinique dans nos
services de réanimation ou dans nos laboratoirez afos animaux, qui perturbe la
microcirculation. Thérapeutique directe comme latgine C activée qui est déja connue pour
étre bénéfique sur la microcirculation. La protéectivée dans notre modéle de choc au
LPS chez le rat a notamment un effet bénéfique auiaulatoire possiblement par une
dégradation moindre du glycocalyx, le manteau dmdi@l. Ce produit a également un effet
bénéfique sur la réponse vasculaire a la noradnénakstaurant cette réponse par rapport a
des rats septiques. Une amélioration de la fonatamtulaire et cardiaque est constatée avec
ce traitement, sans que l'on puisse affirmer quee camélioration soit le fait d’une action
directe bénéfique sur la microcirculation, la cellmusculaire lisse etc ou une amélioration
globale de la réponse de I'organisme au choc sbaisncommittante de médiateurs comme
le TNF-a, les dérivés nitrés, ou baisse concommitanterégsbxydatif.

Dans une deuxiéme partie du travail, 'implicataala mitochondrie par le biais de la
modulation de facteurs proapoptotiques et de lasightion du potentiel de membrane ouvre
des perspectives pour mieux caractériser cettaigtehez 'homme dans le futur. En effet
moduler la dissipation du potentiel membranaireoatibndriale module chez l'animal la
mortalité dans notre modele.

Nous proposons pour l'avenir d’essayer de miewadatariser ces anomalies chez

I’'hnomme.
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INTRODUCTION :

Le choc septique reste grevé d'une mortalité ingpde malgré une meilleure
compréhension de sa physiopathologie. De nombretisgapeutiques se sont révélées
inefficaces voire déléteres ces dernieres décennies modulation de «/l'orage
proinflammatoire » par exemple, s’est révélée atreéchec. Ldacteur temps par contre,
s’est avéré prépondérant dans le gain de survigbleotdans la célébre étude de Rivers de
2001, en agissant en amont de l'installation de défades d’organes supplémentaires. Lors
de ces dernieres années, la prise de conscienaaegy’ macrocirculation normale » n’était
pas forcément une garantie de « microcirculatiomade », définissant ce qu’'on appelle un
choc « cryptique » et que les anomalies microcirculatoires pouva@mné un marqueur
pronostic prépondérant chez le patient en étathde septique, ont ouvert le champ a une
expérimentation de plus en plus étoffée et poussédes atteintes microcirculatoires et
cellulaires (mitochondriales)au cours du choc septique. Le but en est de napprehender
les anomalies retrouvées dans ce contexte, maienégiat de développer deouvelles
stratégies thérapeutiquesavec des objectifs de réanimation « microcircilate voire
« cellulaire » pour améliorer le pronostic dansHec septique.

Le probleme majeur de cette réanimation microcatoite est le type de monitorage pertinent
concernant la microcirculation d’'une part -qui eepbur beaucoup a I'état de recherche dans
peu de services- l'invasivité, l'interprétabilitéesl données d’autre part. L’idéal serait
probablement d'utiliser des thérapeutiques « mi@e| « a téte chercheuse », qui seraient
bénéfiques aux endroits exacts de la microciradatioire de la cellule et des organites
pathologiques, sans que le clinicien soit obligditadu patient de reconnaitre des anomalies
compliquées ou difficiles a rechercher. D’autre tpdihétérogénéité des anomalies
microcirculatoires et/ou cellulaires peuvent rassurer ou inquiéter a tort le clinici€@e
médicament miracle n’est évidemment pas encorentBvéNéanmoins, a y bien regarder, la
précocité du remplissage vasculaire, la protéirsciivée, I'hnémisuccinate d’hydrocortisone,
linsulinothérapie intensive sont possiblement attde thérapeutiques agissant de facon
bénéfique (de facon consciente ou non de la pari@®Elecins) sur le plan microcirculatoire
et cellulaire. Quoiqu’il en soit, I'intérét grandent porté a cette entité physiopathologique
gu’est leMMDS (Microcirculatory and Mitochondrial Dysfunctio n Syndrome) a motivé

la réflexion et les travaux insérés dans ce volume.
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Les figures 1 et 2 montrent 'augmentation du nanibe publications concernant la
microcirculation et la mitochondrie dans le conéeglu sepsis que ce soit chez I'animal ou
chez 'homme et témoignent de cet intérét grandigsaur ces deux dysfonctions septiques.
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Figure 1: Nombre de publications sur microcirculation et sepis depuis B60
en anglais ou francais citées darRubmed

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre crééstia gq@s codes de champs de
mise en forme.

LE CHOC SEPTIQUE

|. DEFINITION-EPIDEMIOLOGIE

L’étude de I'épidémiologie du sepsis pose d’emhlégrobléme de définition Le
terme de sepsis ayant été souvent utilisé de fagtarnative avec choc septique,
bactériémié Les médecins sont conscients de cette diffituli@ 1992, un consensus
mené par un groupe d’experts redéfini le sepsis neema réponse systémique

inflammatoire & I'infectiofy Le tableau | reprend ces définitions.
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Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de
mise en forme.
Le choc septique est donc la forme la plus sévere déponse de I'organisme a
uneinfection qui s’accompagne d’une hypotension rédctaire au remplissage seul.
Le deuxieme écueil quand on s’intéresse a I'épidigie du sepsis est la

documentation de l'infection dans les difféerentes études de la littérature sere étude
de surveillance ont note que 68% des patients wmans 2 criteres de SIRSlans une
autre 44% chez 12759 pati¢h&ec seulement pour celle-ci une documentatioB08é¢
d’infection.
En France, chaque année voit environ 100 000 patagimis pour infection en unités de
réanimation. La mortalité associée au sepsis ge sititre 30 et 50% avec une morbidité
substantielle. Aux Etats-Unis, on considére que deis codtent 50 000$/patiént
résultant en un codt de 17 billions de $/aBiest la deuxiéme cause de mortalité en unités
de soins intensifs(a part soins intensifs cardiologiques), et laé&he cause de mortalité
aux Etats-Uni¥ et le sepsis réduit de facon importante la quali®é vie des
survivants®*2
Dans une revue récente américainen notait une augmentation de la mortalité lige a
sepsis et du nombre d’hospitalisation par an pousepsis, alors que la mortalité des
patients ayant un sepsis décroit en paralléle.

Une étude slovérd&concerne la mortalité comparée du sepsis au tiggmme: la survie
en réanimation est de 60 versus 74%, la survieh@pital 42 versus 62%, la survie
cumulative a deux ans 33 versus 57%. Par contneyila pas de différence dans les
morbidités étudiées : 60% des patients montrentsigees de dépression, 60 % ont des
difficultés pour les gestes de la vie quotidienee,56 % se plaignent de douleurs
chroniques. On voit donc gu’il est extrémementidli# de calculer le colt financier qui
doit concerner des paramétres divers et variéguetle colt humain semble lui aussi
enorme. Il est intéressant de noter que le sepeible étre plus qu'un phénoméne initial,
si la mortalité est augmentée dans les semainescis suivants le début du sepsis par
rapport au traumatisme, c’est probablement qu'iléeerse de facon profonde et durable
des fonctions physiologiques importantes.

En France, 'étude EPISEPSIS été menée en 2001 sur une période de deux s=main
sur 3738 admissions, 546 (14,6%) étaient en seyg@si@re ou choc septique, dont 30%

étaient acquis en réanimation. La mortalité es35fé a 30 jours, 41,9% a 2 mois. Cette
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mortalité était de 56% 10 ans avant et l'incideduesepsis sévere était de ®,4Cette
tendance a donc l'air d’étre internationale : plusde sepsis, donc plus de mortalité liée

au sepsis, mais une mortalité du syndrome lui-ménui baisse.

. SYNDROME CLINIQUE

Weil et Shobin ont classés en 1971 les états de @ho

* Hypovolémique (perte de volume intravasculaire)
e Cardiogénigue (altération de la fonction pompe)
» Obstructif

» Distributif

Le choc distributif qu’on retrouve dans le choc sefique est associé a une mauvaise
distribution du volume intravasculaire avec desnegyde dysfonction métabolique, mais

contrairement aux trois autres types de choc, it dardiaque reste normal ou élevé.

1. Le choc septigue est caractérisé par une diminution

du tonus vasculaire.
Cette diminution s’accompagne d’uneasoplégie intense (résistances vasculaires

systémiques effondrées) d'une part et d’'ufiminution de la réponse pressive aux
catécholaminesd’autre part. Cette diminution des résistanceswages systémiques a été
corrélée a un plus mauvais prono$tita figure 3 montre I'évolution hémodynamique d’un

choc septique d’aprés Dellingér
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2.1l peut s’y associer une dysfonction myocardigue
Cette dysfonction cardiaque est parfois plus diffi@ détecter cliniquement, ce d’autant

que le débit cardiaque est en général augnfenté@ dysfonction systolique peut étre
présente tres précocément dans I'histoire sepfilgupatient econcerne souvent les deux
ventricules.

L’existence d’unedysfonction diastolique est plus difficile a mettre en évidence. Cette
dysfonction dure 5 a 7 jours dans les cas favosadec un retour a une fonction cardiaque
normale. La figure 4 montre d’apres Mébazaa quésdes patients avec saturation veineuse
centrale abaissée en méme temps que le débit gaedisont d’aprés lui a mettre sous

traitement inotrope positif.

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise

en forme.

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre crééstia gpag codes de champs de mise en

forme.

lll. PHYSIOPATHOLOGIE GENERALE

Nous reprenons ici briévement les points principdiwne revue récente de HotchRiss

sur la physiopathologie et le traitement du sepsis.

1. L'inflammation est incontrélée au cours du sepsis

Une des premieres théories concernant la physiologflie du choc septique est celle de
Lewis Thoma® qui soutenait que nos défenses contre I'infectont si fortes que nous
avons plus a craindre de cette réponse que des-priganismes eux-mémes. Cettéorie
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de l'inflammation incontrolée devait étre tempérée par I'échec des thérapewiploguant

la cascade en amont : les corticoides (& forte)todébuproféne, les anticorps anti-TNF-
o??... En effet ces thérapeutiques qui avaient trouvécho dans des modéles animaux ot
linflammation était majeure, se révélerent inedfies une fois appliquées chez 'homme, sauf
dans des contextes particuliers (méningococcénmiexzmple).

Par ailleurs ces cytokines montrées du doigt aariémmme responsables de tous les
maux peuvent aussi avoir des effets bénéfiques. eMBaguer la cytokine sensée étre la
plus néfaste, le TNFe, peut étre délétéredans certaines conditions chez I'anifi@omme
chez 'hommé”,

Bloquer I'endotoxine, composant de la paroi bactérienne des bactéri@sa@ Négatif,
est peut-étre aussi une id&ep simpliste. En effet, si on étudie les souris qui ont une
mutation du Toll-like Receptor 4 (TLR4), elles amte résistance a I'endotoxine, certes, mais

leur mortalité augmente lors d’un sep3f&

2. Une faillite du systéeme immunitaire ?

Les patients ayant un sepsis ont une perte de Llinisation retardée, une incapacité a
guérir de l'infection et une prédisposition auxeictions nosocomial&s
Le cours du sepsis se déroule selon un scénarithabitude, la phase initiale inflammatoire
(SIRS) fait place a une phase antiinflammatoire RGA
Les lymphocytes peuvent adopter un profil proinflaatoire dit Thl (type 1 helper cell) et
sécréter des cytokines proinflammatoires type TiNH--1, Interferony, IL-2, ou un profil
antiinflammatoire dit Th2 et sécréter des cytokiaesinflammatoires de type 1L-4 et IL-10.
Les facteurs exacts induisant I'un ou l'autre de phénotypes restent imprécis, mais il
semble que garder ou avoir une réponse Th2 tro@ $oit délétere ausdi
Il existe une anergie (par exemple tuberculiniqo&st-a-dire que les cellules T ne peuvent
pas sécréter des cytokines ou proliférer quand edlecontrent leur antigéne.
En fait au cours du sepsis, si une cellule meurhparose la réponse va étre une stimulation
immunitaire et une augmentaton des défenses al@mssigelle meurt paapoptose elle va
induire anergie et libération de cytokines anténimatoire$. Chez 'homme cette apoptose
des cellules immunitaires qui se retrouve dans sgges autopsiques, est confirmée par
I'analyse des lymphocytes circulaiftsEn méme temps, chez I'animal prévenir I'apoptose

lymphocytaire améliore la survfe
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3. La théorie de Munford et Puqin :

Pour ces auteur$a réponse normale de I'organisme au stress est uaetivation des

systémes antiinflammatoiresen dehors du tissu infeéfé Dans cette théorie, la phase
antiinflammatoire n’est pas une CARS. Elle n'ess mampensatrice, elle est d’emblée
activée, prédominante, comme certains débuts de Ipisaisse supposer. Dans ce cas, c’est la

récupération d’'une réponse inflammatoire normalesqgrvirait le pronostic des patients.

4. Et les neutrophiles ?
Jugés comme essentiels pour éradiquer le pathodgmeneutrophiles étaient également

considérés comme déléteres a cause de la séadéticadicaux libres de I'oxygene (ROS) et

de protéases. Augmenter leur taux par des factieucsoissance n’ameéliore pas le pronostic.

5. Les patients meurrent-ils guéris de leur infectior?
Des séries autopsiques suggerent que l'erreuiua élitable de déces des patients en sepsis

est I'échec d’authentification de la cause et detsaitement par une chirurgie adaptée ou un
traitement antibiotique bien condit

6. L’hibernation cellulaire est sans doute un mécanism

de dysfonction d’organe
Les séries autopsiques ne retrouvent que peu hldeseinortes dans le cceur, le rein, le foie

alors que les dysfoncions de ces organes étaiepbriemtes. La plupart des nécroses
tubulaires rénales vont étre temporaires. Le sepsizve peut-étre des mécanismes qui

induisent I'hibernation des cellules comme par ggdencomme dans l'infarctus du myocarde.
Proposer une thérapeutique immunologique « sur mesau patient en fonction de la

période pro ou antiinflammatoire dans laquellecilsue pourrait étre le début d'un réponse

pour améliorer le pronostic du sepsis.
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Erreur | Des objets ne peuvent pas étre créeestia gas

codes de champs de mise en forme.

MICROCIRCULATION NORMALE

. ANATOMIE

Le terme demicrocirculation fait référence a des vaisseaux de diameétre infede

150pm.
La partie proximale artériolaire est subdivisée a chaque embranchement par des

artérioles d’ordre croissant df @rdre (A1) d’environ 120pm au*4®d’environ 10pum (A4).

Le réseau capillairefait suite au réseau artériolaire et son diameédree de 3 a 7um
environ. Les capillaires sont généralement paesdldes uns aux autres et de nombreux
capillaires transversaux joignent les capillairestigus.

Enfin, leréseau veinulaireest de facon grossiéere le miroir du réseau aféém@oavec
20% de diamétre en plus pour des artérioles de noédne d’embranchement.
Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise

en forme.

. HEMODYNAMIQUE / RHEOLOGIE
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1. HEMODYNAMIQUE

L’essentiel de la réduction de pression artériowwese se fait au niveau des artérioles de

calibre <100um, c’est-a-dire au niveau des artésial’'ordre A3 et A4. L'onde de pression
liée au pouls est conservée tout au long du litregicculatoire y compris au niveau
veinulaire. Il existe de plus des fluctuations gpoges d’'une fréquence de période de 1 a 10
secondes, qu’'on nomnvasomotion

A l'état basal, il existe une grande hétérogenéigéla distribution des vitesses des
globules rouges (GR) dans le réseau microcircutatgi compris dans un capillaire donné
dans le temps.

2. RHEOLOGIE

La viscosité du sang dépend des propriétés des GR :

» Les GR peuvent s’agréger les uns aux autres paumefodesrouleaux
érythrocytaires
* Les GR ont une déformabilité qui peut varier selories conditions
Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise

en forme.

a. Effet Fahraeus et effet Fahraeus-Linqvist

L’effet Fahraeus correspond au fait que les GR mcbés au centre du vaisseau ont une
vitesse supérieure au plasma. Cela implique unsséaie I'hématocrite par rapport a la
circulation systémique, puisqu’il y a moins de GRegortionnellement au plasma.

L’effet Fahraeus-Lingvist est la réduction de lacasité apparente parce que le manchon

plasmatique qui entoure les GR réduit I'énergiessgaire a I'écoulement.

b. Répartition des flux de globules rouges au niveau
des bifurcations
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Parce qu’il y a un hétérogénéité des débits até@res, a chaque bifurcation du réseau
microcirculatoire, la branche de plus fort déb@eera une proportion de globules rouges plus
grande que l'autre. Cela induit une différence dessvaleurs d’hématocrites entre les

différentes branches du réseau.

c. Au niveau capillaire

Au niveau du réseau capillaire, les interactionseeles propriétés rhéologiques du
sang et les caractéristiques anatomiques du rége#uétre responsables de la répartition
ultime des flux érythrocytaires.

Dans les capillaires, les GR se déplacent en fidienne. En fonction de la
déeformabilité des GR, du diameétre du capillairdesta vitesse du flux qui entrainera le GR, |l
peut y avoir une grande hétérogénéité locale déquilibre est complexe et fragile.

Selon le principe de régulation métabolique inge, la vasodilatation dans les
tissus a haut métabolisme s’oppose au tonus vaswimbeur sympathique. Bien que la nature
des structures sensibles a l'oxygéne impliquéesnigaau tissulaire ne soit pas encore
compléetement bien comprise, il semble que le cameit la cellule endothéliale. Des gaps
jonctions permettent de transmettre entre les lesliiendothéliales par une vague de

dépolarisation/hyperpolarisation rétrograde pounieer par le muscle lisse vasculaire.

d. Rble des globules blancs

Les globules blancs jouent aussi un role dansdeogité sanguine. Malgré leur faible
nombre, leur viscosité est plusieurs milliers de fuus élevée que celle des GR tout en ayant
une déformabilité moindre. Les leucocytes créemmric dans les vaisseaux ou ils sont
présents une élévation importante de la viscoeitélé apparente. A I'extréme, ils peuvent
par obstruction empécher certaines branches dagslla'étre perfusées, ce d’autant si ces

leucocytes sont activés et si le débit local abtda

[ll. DELIVRANCE DE L'OXYGENE
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1. Délivrance locale en Q
Krogh décrit en 1919 un modéle mathématique despram de I'oxygéne basé sur une

géomeétrie cylindrique et sur le fait que chaquellzae devait concerner un volume tissulaire
unigué®. Maintenant notre vision des choses est un mamel®xygene diffuse des artérioles
et des capillaires dans n'importe quelle directmeti n’étant gouverné que par le gradient de
PO, (PG, /dr). La distance critique de la diffusion de 4'©st la distance maximale entre la
mitochondrie et la source d@our que la mitochondrie fonctionne de facon cieeCette
distance est déterminée par les parametres desidiffde I'Q, par la PQ capillaire et la
consommation tissulaire e Q.’adéquation de I'oxygénation tissulaire est doléterminée
par la délivrance locale en,Ola distance critique de diffusion de pCet la distance
intercapillaire.

Le globule rouge a priori détecte la PlOcale par une modification de conformation
de I'hémoglobine et donne un signal de vasodilataté la microcirculation (ATP, NO,

nitrosothiols).

2. Adaptation du flux microcirculatoire aux besoins

a. Facteurs neurogenes

Des lacis nerveux font synapse avec les cellulescolaires lisses ou la paroi vasculaire.
Le systeme sympathiquenotamment provoque uneasoconstriction dose-dépendante
dautant plus forte que le vaisseau est de peilireahu départ. D’autre part I'activation du

systeme sympathique diminuerait I'amplitude maisgnaenterait la fréquence de la

vasomotion.

b. Facteurs humoraux
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i. Théorie des médiateurs vasodilatateurs

Une augmentation du métabolisme cellulaire induilai formation de substances
vasodilatatrices qui diffuseraient en amont vessdeérioles. Les candidats potentiels pour
étre ces substances vasodilatatrices sont l'adémodibérée par I'ATP en condition

hypoxique, mais aussi le lactate, I'histamine deoonine, le CQ les ions K, les ions H.

ii. Théorie du besoin en @

L’augmentation de I'extraction en,Onduirait une vasodilatation selon des mécansmes

non élucidés.

c. Autres facteurs

iii. Facteurs myogénigues

Tout étirement de la fibre musculaire périvascelgrovoquera une contraction de

celle-ci. Si la pression de perfusion augmentey pebvoque une vasoconstriction.

iv. Facteurs endothéliaux

lls seront vus plus en détail aprés mais citon® jus
* Vasodilatateurs : NO et EDHF (endothelium derivgddrpolarising factor)

» Vasoconstricteurs: endothéline, anion superoxyste O

STRUCTURE ET FONCTIONS DES
VAISSEAUX

La figure 8 montre une coupe de vaisseau, dont albarss voir plus en détail la structure

en relation avec la fonction. Ainsi nous parlerates 'endothélium, chef d’orchestre du
vaisseau et de sa paroi avec ses interactionslasetellules endothéliales entre elles, les
cellules musculaires lisses, les éléments figueésaaivant dans la lumiere du vaisseau et les
facteurs de coagulation. Nous parlerons de la leelausculaire lisse en insistant sur le
phénomene de vasomotion. Enfin nous nous attarderanle glycocalyx, ce manteau de la

cellule qui au niveau de I'endothélium n’a probatdst pas encore tout révélé.
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Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre crées a gardes codes de champs de mise en

forme.

. LENDOTHELIUM

L’endothélium contribue de facon active a fanction cardiovasculaire Cette

monocouche qui souligne tout le systéme vascutepeésente une interface entre le sang et
les tissus de surfaces gigantesques : 28@anr les muscles squelettiques, 90 pour les
poumons. L’endothélium pese environ 1,5 kg pourkgOde poids. Il représenta plus
grande surface d’échange de l'organismeEn position stratégique entre les éléments
circulant du sans et la paroi vasculaire, il recoitegre et envoie des signaux centrifuges et
centripetes.

L’endothélium est constitué de cellules plates gohales, de 0,2 a 0,3 um
d’épaisseur, arrangées en « pavé » et en monocokchelus des organites habituels, la
cellule endothéliale possede a c6té des organiteacellulaires classiques, les corps de
Weibel-Palade (contenant le facteur VIII).

L’endothélium est unenembrane semi-perméablequi retient le plasma a l'intérieur des
vaisseaux et qui permet un passage rapide deseutis du sang vers les tissus.
Les deux structures qui gouvernent cette perméalsitint les jonctions intercellulaires et le

manteau de I'endothélium : tgycocalyx.

1. ACTIONS DE L'ENDOTHELIUM SUR LE SANG

a. Catalyse de la formation d’angiotensine |l

22



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitoddriale dans le Sepsis

L’enzyme de conversion de I'angiotensine -une caypeptidase a zinc- se trouve fixée a
la surface endothéliale et sert a convertir I'ategigine | - circulante et relativement inactive-
générée par les reins en angiotensinpuissant vasoconstricteur
C’est surtout la circulation pulmonaire qui va rdimpette tache car c’est la premiére grande
surface d’endothélium rencontrée par le flux samgyires les reins.

Par ailleurs I'enzyme de conversion dégrade leatagasoactifs que sont la bradykinine et la

sérotonine quand ils passent par les poumons.

b. Rble dans la coagulation, et I'inflammation

L’endothélium comprend dgsopriétés anticoagulantes et profibrinolytiques(voir la
figure 9). L’'endothélium est une surface physiolpgiment non thrombogene qui évite le
contact avec le sous-endothélium hautement throermgour sa part.

Les héparane-sulfates de sa matrice extracellufawverisent I'activité inhibitrice de
'antithrombine 1l (AT IlI), principal inhibiteurphysiologique de la coagulation par action
sur la thrombine. Les cellules endothéliales expritmen plus le tissue factor pathway
inhibitor (TFPI) dont le role est d’inhiber le facir IXa nécessaire a I'activité catalytique du
complexe facteur tissulaire / facteur Vila. De plus troisiéme systeme inhibiteur est celui
de laprotéine C qui module I'action de la coagulation apres lanfation de thrombine. La
protéine C est activée a la surface de I'endothélpar la thrombine formant un complexe
avec la thrombomoduline (TM) via le récepteur ehdbal de la protéine C. L’endothélium
synthétise également le facteur S, cofacteur dprdéeine C. Les cellules endothéliales
contiennent lesorps de Weibel-Palade qui sont des organites de stockage en forme de
batons composés de nombreux tubules longitudinalintgrieur d’'une membrane. Ces
tubules sont constitués dacteur von Willebrand (VWF), glycoprotéine endothéliale,
sécrétée de facon constitutive par I'endothéliundeeP-sélecting une protéine favorisant
'adhésion leucocytaire. Quand I'endothélium egivécpar un agoniste proinflammatoire, la
P-sélectine est transloquée vers la surface & Initapture des leucocytes circulants.

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise en
forme.
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c. Inhibition de I'agrégation plaquettaire par le NO € les
prostacyclines

Cette action antihémostatique du NO et des prosliaeg contrebalance I'effet du facteur
von Willebrand.
Quand le sang coagule, les récepteurs endothéhatixés de la thrombine causent non
seulement I'exocytose du vWF, promouvant l'adhéeenmaquettaire, mais aussi ils
augmentent la production de NO et de prostacyclidéssi les sécrétions endothéliales

permettent d’activer uprocessus limité et bien régulé

2. MODULATION DU TONUS VASCULAIRE

Le tonus vasculaire représente la tension activeaiscle lisse vasculaire qui est situé dans la
média des artéres. Les tissus capables d’'une Hpeh(augmentation du flux) importante
sont ceux qui ont un haut niveau de tonus vaseukair repos (par exemple dans le muscle
squelettique). Trois médiateurs sont synthétis@sontstockés par I'endothélium et peuvent
moduler le tonus vasculaire :

* Monoxyde d’azote (NO) (vasodilatateur)

* Prostacycline PGI2 (vasodilatatrice)

» Endothéline (vasoconstrictrice)

a. Le NO
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I. Quiestil?
Le monoxyde d’azote est un gaz facilement diffiesilbies lipophile, de courte demi-
vie. Il est synthétisé a un taux faible méme at'éasal. Il a des effets multiples :

* Le NO inhibe la vasoconstriction des cellules migoes lisses entrainant ainsi une
vasodilatation. Son réle physiologique est de medilg tonus basal des cellules
musculaires lisses. Certaines substances peuventlest la synthéese de NO comme
les bradykinines

* Le NO inhibe la prolifération des cellules muscrdailisses

* Le NO inhibe I'agrégation plaguettaire

* Le NO est un lien dans la cascade qui cause laatosm de «trous » dans
'endothélium veinulaire lors de l'inflammation

* Le NO inhibe la transcription nucléaire de molésutkadhésion leucocytaire comme
le VCAM endothélial

ii. Commentle NO provogue une vasodilatation ?

Synthétisé par les cellules endothéliales avoisesanl va de facomparacrine réagir
avec le groupement héminique deglaanylate cyclase Cette enzyme catalyse la formation
de guanosine monophosphate cyclique cGMP.cGMP active deskinases qui vont
phosphoryler des protéines entrainant une vasatidat
Par ailleurs, des concentrations élevées de NO gméudirectement activer les canaux
potassium calcium-dépendants, ld&c,, hyperpolarisant la membrane des cellules

musculaires lisses et entrainant une vasodilatation

iii. Sous guelles conditions est-il synthétisé ?

* Le NO est généreé a partir dellarginine et survit seulememuelques secondes
dans les tissus car il réagit rapidement diagon superoxyde Q. Il doit donc étre généré
en permanence pour avoir un effet biologique. Lyeme qui se charge de sa synthése
continue est |&NOS NO synthase endothéliale ou constitutive ou NIDQjlii est enchassée
a la partie interne de la membrane endothélialticpéiérement au niveau dmveolae

* L’eNOS a une activité stimulée par :

0 le shear stress
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C’est la stimulation probablement la plus imporgaeh temps normal et qui explique une
synthése continue de NO. Un blocage pharmacologitpuéa NO synthase provoque une
vasoconstriction. L’augmentation du flux dans lesgle pendant un exercice augmente le
shear stress et provoque une vasodilatation flypeggante.
0 des agonistes
Le complexe calcium-calmoduline augmente l'activilé I'eNOS. L'augmentation de
calcium intracellulaire promeut la formation de gexe calcium-calmoduline.
Cette augmentation de calcium dans la cellule pedidire par deux voies possibles :
* Jlactivation des ROC augmentant [linflux de calciunde
I'extracellulaire vers le cellulaire
e la libération des stocks calciques du réticulum optesmique : le
complexe récepteur/agoniste se lie a la phosplsdigaqui catalyse la
formation d’IP3 (inositol triphosphate) qui ouvresl store operated

calcium channels

EC Sher stgﬁj fgogt

2+
ca TCaz2*

(&) g
L-arginine g% -

NO

L-citrulline

NO

o
2NO + 2RSH
0,

Figure 10: La voie du NO et de ses composés dérivés entre glellendothéliale
et cellule musculaire lisse d’apres Triggle.

b. Pourquoi la régulation du tonus vasculaire est
fondamentale ?
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Le tonus vasculaire régule :
* Le flux sanguin local
e La pression artérielle
» La filtration capillaire

» La pression veineuse centrale

Le flux sanguin local tissulaireest controlé par le diametre des vaisseaux de
résistance : les arteres terminales et les aériddéme un changement minime du rayon r du
vaisseau va provoguer un changement de résistampatant, du fait de la loi de Poiseuille
faisant varier la résistance de facon proportidenali rayon & la puissance quatr®. (Au
niveau de la peau, du muscle par exemple, le fawt ptre multiplié par un facteur 20 pour

faire face respectivement a la régulation thermigfuge un exercice physique.

La pression artérielleest le produit des résistances périphériques totzde le débit
cardiaque. Elle est régulée en permanence pardalaton de la résistance des vaisseaux.

Le recrutement capillaire et la pression capillairgont régulés par le tonus
artériolaire. Ainsi, le tonus artériolaire influen€homogénéité de la perfusion tissulaire, le
taux de filtration liquidienne locale et par lahlume plasmatique.

La pression veineuse centrakest affectée par la distribution du sang entrevéses
périphériques et les veines centrales. La contmactes veines périphériques et des veinules
déplace un volume considérable de sang dans less/eentrales, élevant les pressions de

remplissage, et ainsi le volume d’éjection systaiq
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II. LA CELLULE MUSCULAIRE LISSE

La cellule musculaire lisse est le principal cansiiit de la média des arteres,
artérioles, veines et veinules. Cette cellule 28ita 60um de long et 4um environ de largeur
en son centre. Elle se distribue autour de 'axevalaseau de maniére hélicoidale, pour que
son tonus de contraction régule le diametre duseais. La contraction est gouvernée
principalement par la concentration calcique cyligee mais :

* Lespotentiels d’action ne sont pas nécessair@sla contraction contrairement a la
cellule musculaire cardiaque ou squelettique

e« C'est plus la myosine que l'actine qui est activéeLa myosine est activée
enzymatiquement par la phosphorylation suivantgraentation de la concentration
calcique

» La force de la contraction est régulée par la serslité des fibres au calcium et
par la concentration de calcium,et les agonistes vasoconstricteurs agissent sur ces

deux phénomenes

® La contraction est permanente dans les cellules mugaires lisses (c’'est le tonus
basal) alors qu’au niveau du cceur la contraction dure 300bm contraction
musculaire lisse doit donc plus étre vue comme augmentation du tonus plutbt
gu’une contractiorde novoet la vasodilatation comme une diminution de ceu$o

basal.

1. PROPRIETES CONTRACTILES DE LA CELLULE
MUSCULAIRE LISSE

a. Déclenchement de la contraction

La contraction peut étre déclenchée par des méuanis
* Neuronaux : nerfs sympathiqgues neuromoteurs libérant de ladrénaline
* Hormonaux endocrines :adrénaline, angiotensine Il, vasopressine
» Paracrines : endothéline (récepteurs K€t ETg), sérotonine (5HT2), histamine (H1),

et thromboxane
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®* En laboratoire)e potassium isotoniqueest souvent utilisé comme vasoconstricteur
non spécifique en agissant sur le potentiel trangonanaire

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise en
forme.

b. La contraction est lente mais soutenue

La vitesse de contraction des cellules musculdissss est jusqu’a 10 fois inférieure a
celle d’'une cellule musculaire squelettique. Lesassbridges » de myosine se défont plus
lentement que dans le muscle strié. Par contrégrigueur importante des myofilaments
permet unefraction de raccourcissement importante (jusqu'a plus que 50% de
raccourcissement). La force de contraction est ntajeement régulée par des stimuli
chimiques externes agonistes comme la noradréntii@eée aux extrémités sympathiques
nerveuseslLa durée de la contraction est soutenud.a plupart des artérioles et des arteres
maintiennent effectivement pendant toute leur vieertain degré de contraction.

Ainsi, la capacité d’augmenter le flux sanguin 8g¢e forcément une réduction du tonus

basal par dilatation.

c. La vasomotion (automaticité) est la contraction
rythmigue de certains vaisseaux

A l'échelle macrocirculatoire, les arteres et lesnes ont généralement un tonus
vasculaire stable, ainsi que leur potentiel menddraret leur niveau de calcium, en tout cas
jusqu’a ce qu’elles soient « stimulées ». Par opipos beaucoup d’artérioles ont la propriété
d’avoir des contractions rythmiques, plusieurs foés minute, et ce de fagon indépendante
des stimulations extérieures. Ceattsomotionest due a des oscillations coordonnées du taux
de calcium cytosolique. Cette coordination qui &xtsune cellule a l'autre, est probablement
transmise par les gap-junctions. Au niveau desial#g, une libération cyclique de calcium a
partir des stocks de calcium du réticulum sarcopiqge sensibles a I'inositol tri phosphate
(IP3), active les canaux ioniques de surfakgc4) qui cause ainsi une dépolarisation
rythmique.

La pertinence physiologique de la vasomotion resten débat actuef®. A priori un
vaisseau avec un diameétre oscillant augmente sductance et donc son flux. De plus, une
contraction oscillante est peut-étre moins colterséerme d’énergie. La prévalence de la
vasomotion est moindre dans le diabete, alors dast d¢'inverse dans I'hypertension

artérielle, dans les modeles animaux et chez I'henlm vasomotion semble étre bénéfique
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pour l'oxygénation tissulaire dans les situations la perfusion devient critique. Pour
Intaglietta®, les périodes de flux élevé avec basse fréquenceme c'est le typiquement le
cas au niveau des artérioles proximales homogérdesdistribution de I'Q aux tissus.

|. REGULATION DU TONUS VASCULAIRE

1. Facteurs intrinseques

Cette régulation intrinseque est responsable de Kkdorégulation du flux, de
I’hyperhémie réactionelle, du vasospasme

* Réponse myogénique a I'étirement

» Substances vasoactives endothéliales

» Métabolites actifs synthétisés par les tissus (@siéB...)

* Autacoides

e Température

2. Facteurs extrinseques

* Nerfs vasomoteurs

* Hormones circulantes : adrénaline, angiotensinegpr@ssine, insuline

lll. LE GLYCOCALYX

Décrit en 1963 par Bennett, le glycocalyx est utracture anionique polymérique. Ses

constituants comprennent la podocalyxine (une giwtoprotéine), I'héparane sulfate, et
I'acide hyaluronique.

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise en
forme.
Le glycocalyx est un manteau chargé négativemeunilisé en microscopie électronique il y

a 40 ans par Luftgrace au rouge ruthénium.

Son épaisseur varie en fonction notamment du drendét vaisseau considéré :
« 0,5 pum pour les capillaires musculaifes
« 2-3 pum pour les petites artétes

* 4,5 um pour les carotid®s
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Il faut se le représenter comme néiseau en mailledans lequel les molécules solubles issues
du plasma d’une part, et de I'endothélium d’autag p’'incorporent en permanence.

Le flux sanguin affecte en permanence la compasédid’épaisseur du glycocalyx.

Il existe par ailleurs un équilibre dynamique ersee biosynthése et sa dégraddtiosa

dégradation dépend de phénoménes enzymatiquesphmmet du shear stress d’autre part.

1. COMPOSITION DU GLYCOCALIX *

a. Protéoglycanes

Il est composé de protéoglycanes qui constituenk salonne vertébrale » composée de
protéine core et d'une association variable de afgminoglycanes variant selon les
circonstances et les stimtiliLes glycosaminoglycanes sont au nombre de 5 :

* Héparane sulfate

* Chondroitine sulfate

* Dermatane sulfate

» Kératane sulfate

* Hyaluronane =Acide Hyaluronique

Ce sont des polymeres linéaires de disaccharidd#igspar sulfation et (de)acétylation.
L’héparane sulfate représente 50-90% de la quadgtérotéoglycannes présent dans le
glycocalix****Le ratio heparane sulfate / chondroitine sulfase tgpiquement de 4 :1 au
niveau de I'endothélium vasculdifé’.

L’acide hyaluronique est une longue molécule polyque (jusqu'a 16 kDa). Par rapport
aux autres glycosaminoglycanes, I'acide hyaluromigiest pas lié a une protéine core, alors
gue son lien exact avec la membrane est mal cdhpeut par exemple étre attaché via le
CD44*® ou par ses protéines de synthéses, les syntiasige hyaluroniqu® situées sur le
versant cytosolique de la membrane. Une autre lpbssiest que I'acide hyaluronique soit en

partie non attaché. Contrairement a ses « collegukéscide hyaluronique, synthétisé donc a
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la surface interne de la membrane plasmique, né¢ pas subir de modifications post-
traductionnelles. Par ailleurs, des protéines fiXanide hyaluronique existent dans le cytosol
et pourraient faire évoquer un réle intracelldirconnu de I'acide hyaluroniqife™

b. Glycoprotéines

Elles représentent une autre épine dorsale emfdsaonnexion entre le glycocalyx
et la membrane endothéliale. Ce sont des chaines ael5 résidus osidiques. Les trois
familles de molécules d’adhésion cellulaire présgemans le glycocalyx sont lsélectines,
les intégrines et les immunoglobulines

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre crééstia gpes codes de champs de mise en

forme.
Les sélectinesetrouvées au niveau de I'endothélium sont leglEesines et les P-
sélectines, toutes deux impliquées dans les irtterscleucocyte / cellule endothélide

Les P-sélectines sont contenues dansdegs de Weibel-PaladeUne exocytose rapide de
ces corps de Weibel-Palade permet la translocat@rP-sélectine induite par des stimuli
comme la thrombine ou I'histamitfe* Un processus d'internalisation rapide également
explique une demi-vie d’activité courte. La E-sélex, par opposition n’est pas stockée dans
des granules et nécessite quelgues heures (2-&gupunécessitant une synthese protéique
de novo a partir d’ARN. Des médiateurs comme le -BiNFII1-f, et le LPS augmentent
I'expression de E-sélectine & la surface endotleglia

Les intégrines sont des molécules hétérodimériques avec domaitoplagmique et
domaine transmembranaire. Chaque intégrine esttéais®e par une association différente
de sous-unité alpha et b®tales intégrines sont retrouvées au niveau desulesl
endothéliales, des leucocytes et des plaguettesin@grines peuvent par ailleurs avoir des
interactions avec la laminine, la fibronectineestobllagéne.

La superfamille desimmunoglobulines comprend les molécules d’adhésion
intercellulaire 1 et 2 (ICAM-1 et ICAM-2), la moléle d’adhésion vasculaire cellulaire 1
(VCAM-1) et la molécule cellulaire d’adhésion enugiale/plaquette (PECAM-1).

Ces immunoglobulines servent de ligands aux imeégrisituées sur les leucocytes et les
plaquettes servant donc a l'adressage de ces dkerfigarés vers I'endothélium avec la
séquence rolling, adhésion, diapédeése. ICAM-1, ICAMt PECAM-1 ont une expression
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basale alors que VCAM-1 est seulement présente afirdulation cellulaire par les cytokines
qui de plus surrégule I'expression d'ICAM!1

En plus d'abriter ces molécules d’adhésion cdliejale glycocalyx abrite des
glycoprotéines impliquées dans la coagulation, laibrinolyse et I'hémostase Pour
exemple, le complexe glycoprotéique Ib-IX-V estxg@ sur les cellules endothéliales et les
plaquettes. Ce complexe se lie au facteur von Waled (VWf) et était connu initialement
comme le récepteur plaquettaire au VW2 De plus ce complexe se fixe aussi aux P-
sélectines, servant l'interaction plaquettes/cefiuéndothéliales activé&sTout comme les
plaquettes, les cellules endothéliales exprimems tes composants de ce complexe Ib-1X-V
qui d’un coté fixe le substrat du VWF au sous-ehéladm, et de I'autre le VWF issu des corps

de Weibel-Palade sécrété dans la lumiere par lkdeseendothéliales activées.

c. Les composant solubles

Les composés solubles se trouvant enchassés damsilées du glycocalyx dérivent soit
de [l'endothélium, soit du courant sanguin. Parmis ceomposés, dlbumine et
'orosomucoide par exemple contribuent a la sélectivité de laibar de perméabilité en

apportant des charges négatfves

2. FONCTIONS DU GLYCOCALYX

a. Rb6le dans la perméabilité vasculaire

A l'interface entre le flux sanguin et I'endothétiy le glycocalyx est un déterminant
primordial de la perméabilité vasculaire. Il paatiter I'accés de certaines molécules grace a
des propriétés de barriere stérique, de tailleeetlthrges ioniques. Ces charges ioniques
négatives sont apportées par les résidus sulfadesbreux sur les glycosaminoglycanes. En
effet, si on neutralise le glycocalyx, la captatam ’albumine par des cellules endothéliales
en culture augmerfte La loi de Starling sur les échanges capillaires &tre revisitée depuis

la découverte du glycocalyx.
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b. Rb6le dans les interactions éléments figurés / end@ium

Le glycocalyx repousse les globules rouges de faeotripéete. Ceci est observabie
vivo en observanine zone d’exclusion des globules rougesii flanque I'endothélium et qui
disparait si on perturbe le glycocalyx Les plaquettes sont aussi « rejetées par
'endothélium, mais si on dégrade le glycocalyx pas LDL oxydés, on augmente ces
interactions entre plaquette et endothéfitirhesinteractions avec les leucocytes sont plus
nuancées d'un coté, le glycocalyx arbore les moléculeadifiésion P-sélectine, ICAM-1,
VCAM-1, de l'autre c6té, il diminue I'adhésion dksicocytes a ces molécules. Dans les
conditions normales, il semble que le glycocalyssitnule les molécules d'adhésion
leucocytaire. Quand des stimuli appropriés dégratteglycocalyx ou du moins desserrent
ses mailles, comme des enzymes, cytokines, l'isaéeperfusion, les molécules d’adhésion
sont découvertes ce qui permet I'interaction elesdeucocytes et I'endothélidnt®

c. Rb6le dans la rhéologie

La présencén vivo d’une couche relativement épaisse de glycocalyrs da lumiére
vasculaire a des conséquences évidentes pour tdogne tout particulierement dans la
microcirculatiofi’®® En effet dans la microcirculation, il semble daeviscosité locale et
I'hématocrite soient modulés par le glycocafiix Des agonistes vasodilatateurs comme
'adénosine peuvent recruter du volume capillaireaegmentant I'accessibilité au glycocalyx
du plasma sans forcément changer I'accessibilix¢ghmbules rouges. Dans des conditions
contrbles, une épaisse couche de glycocalyx sauligmdothélium des capillaires et induit
une baisse de I'hnématocrite dans le capillaire afpatant de I'adénosine, I'accessibilité du
plasma au glycocalyx augmente, résultant en unmentation de ’hématocrite et du volume
de capillaire perfusé. Dans ce concept, la moduiatiu volume exclu de sang par le
glycocalyx pourrait révéler un mécanisme par ledeslsubstances vasoactives pourraient
augmenter le volume de capillaires perfusés fonotilement et la surface d’échanges, en

plus du phénomene de vasodilatation des vaisseatgsistance.
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d. R6le de mécanotransduction

Les éléments exacts responsables de la transkgi@mignaux biomécaniques (forces
de frottement, shear stress) en signaux biochirsigsynthése de NO) sont encore inconnus.
Cependant le glycocalyx est un candidat de choixr pexpliquer ce phénomene. Un
traitement par héparitinaSe(héparane sulfate) ou par hyaluronidagacide hyaluronique)
diminue laproduction de NO flux dépendante Un rétrocontréle positif semble exister
puisque I'exposition de cellules endothéliales humes de veine ombilicale (HUVEC) a un
shear stress double I'incorporation d’acide hyatigoe dans le glycocalyk

e. Rble dans la protection vasculaire et d’orchestratin de son
environnement

La dégradation du glycocalyx par traitement enzygoat augmente lI'adhésion des
leucocytes au niveau veinulditeprovoque un cedéme périvasculdiret altére la production
deNO flux-dépendante dans les artéréset dans des cellules endothéliales en cufture

Cette dégradation du glycocalyx peut étre décléachpar des facteurs
proinflammatoires comme [ENF-a’’ et des stimuli athéromateux, I'ischémie-reperi€io
par le biais des ROS, et la perfusion de lipopnegioxydées de faible densit¥.

Le tableau | montre les molécules que le glycocpbemet de faire fonctionner correctement.
La capacité antioxydante de D extracellulaire en réduisant le nombre de molécules
d’anion superoxyde, permet dans le méme temps diaater la biodisponibilité du NO qui
aurait pu réagir avec/ pour donner du péroxynitrite lui aussi pro-oxytia

De nombreux anticoagulants importants peuvent se fixer au glycocalyx, comme
I'antithrombine 11l qui se fixe & 'héparane sull le cofacteur 2 de I'héparine activé par le
dermatane sulfatg la thrombomoduline, et le TFPI inhibiteur du faat tissulaire. La
thrombomoduline est une protéine contenant du alodinte sulfate capable de convertir la
thrombine d’une enzyme procoagulante & un activatelavoie de la protéine ¢,

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre crééstia g@s codes de

champs de mise en forme.
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3.LE GLYCOCALYX EN
PHYSIOPATHOLOGIE

a. Le diabéte

Une des caractéristiques du diabete est une absengee résistance a l'insuline, diminuant
les capacités de protection de I'endothéfitimugmentant la perméabilité capill&feet un
mauvais fonctionnement de la NO syntifis€hez des volontaires sains, 6 heures aprés
linduction d’'une hyperglycémie aigue, le volume glycocalyx est divisé par dellx La
technique utilisée consiste a comparer le volumalidiibution d’'un traceur perméable et
imperméable au glycocalyx. Dans une étude trésagtégNieuwdorp et collaboratetfts
montrent que chez les patients ayant un diabétéyme 1 le volume du glycocalyx est
diminué de moitié voire plus chez les patients ayare microalbuminurie et que les taux
d’acide hyaluronique circulants étaient augmen&soignant probablement d’'une synthése
et/ou d’une dégradation rapide du glycocalyx.

b. Autres pathologies

L'ischémie-reperfusion intestinale réduit I'épaisseur du glycocalyx ddes
veinules mésentériques de %fatCes effets sur le glycocalyx peuvent étre présean
bloquant la xanthine-oxydoréductase, enzyme endopgeduisant des ROS et qui se fixe aux
domaines d’héparane sulfate du glycocdlyx’injection d’acide hyaluronique exogéne, ou
'administration de toxine botulinique (qui inhida perte de GAG par les protéines G)
diminue les dommages liés a I'ischémie-reperfu€iofoutes ces données suggeérent un role
important de I'altération du glycocalyx dans legpbmenes d’'ischémie-reperfusion.
L’'athéromatose est une autre pathologie, ou I'ingtion des ROS est importante aussi et ou

le glycocalyx semble dysfonctionfiér

4. VISUALISATION DU GLYCOCALYX
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Un des écueils de la visualisation directe du gitatyx est safragilité importante,
notamment lors de manipulations des vaisseaux, ionesx-ci sont déshydratés. Des
protocoles de plus en plus sophistigués sont égilipour visualiser le glycocalyx en
microscopie électronique qui sous-estiment de memmoins son épaissétr-. L'équipe de
Vink utilise pour la premiere fois en 1996 dessures indirectes en microscopie intravitale
dans des capillaires de muscle crémaster de hafdBatte méthode indirecte consiste a
mesurer le diamétre anatomique du vaisseau etsbastraire I'épaisseur de la colonne de
plasma marquée par du dextran fluorescent. Cetthoué a été utilisée a de nombreuses
reprises depuis chez le ham&té? et la sourit™*** L’autre méthode utilisée en imagerie par
microscopie orthogonale par polarisation spect(@PS) en sublingual consiste a estimer
I'épaisseur du glycocalyx entre la colonne de dleburouges a I'état basal (diameétre
fonctionnel) et la colonne aprés passage de letes¢giamétre anatomiqd&)

Des approches de visualisation directe du glycacatyt été faites avec des marquages
par des lectines qui vont se fixer aux partiesatisaridiques des glycosaminoglycaiigs®
ou des anticorps dirigés contre [I'héparane sulfate, syndecan-1 ou I'acide
hyaluroniqué®*% Ces marqueurs sont attachés & d’autres margflienmsscents.

Une technique prometteuse est le TPLSM microscapiec laser scanner biphotonique
permettant une visualisation du glycocalyx dansw@esseaux plus larges qu’'avec les autres
technique®*?’

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre crées a

partir des codes de champs de mise en forme.
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ALTERATIONS
CARDIOCIRCULATOIRES DANS LE
SEPSIS

|. LA POMPE

1. Mécanismes supracellulaires

a. Substances cardiodépressives

Les principaux médiateurs qui peuvent étre respgmesad’une dysfonction contractile
sont lescytokines proinflammatoires, le TNF, I'lL-1 3, I'lL-6 %, Les mécanismes proposés
de la dysfonction myocardique liée au TMEont I'activation de la sphingomyélinase neutre,
la suppression des transitoires calciques et la &aiNO. Le TNFx peut également activer
des protéases intracellulaires. Par exemple, le-d [dEut induire I'activation des calpaines,
des caspases et pourrait participer a la dégradas protéines contractiles elles-mémes
comme les troponines. Apres stimulation par le igal¢ les calpaines peuvent cliver la
troponine 1.

Les caspases peuvent quant a elles, cliueadtine, la-actinine et la troponine®¥”.
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Le TNF- peut également jouer sur le métabolisme de I'aaidehidonique, des protéines
kinases, des ROS, du NO, la transcription d’'ungét@rde génes cytotoxiques, I'ADP-

ribosylation et potentiellement la fragmentatiorcl@aire.

b. Leucocytes et ROS

Le radical superoxyde, £ et ses dérivés, issus pour une partie importaggdalicocytes
sont supposés étre une cause importante d'altésatle la fonction cardiagti@ Les ROS
provenant de la mitochondrie sont une autre squossible dans le cceur et elles possédent de
nombreuses cibléS. Des niveaux élevés de ROS peuvent en effet alEserotéines et leur

fonctionnement, les membranes cellulaires et lefeaqucléiques.

c. Anomalies de perfusion

Typiquement, une ischémie globale n’'a pas été wetecomme facteur explicatif
proéminent dans la dysfonction myocardique lorssdpsis chez I'homme. Cependant les
données expérimentales peuvent suggérer qu’'uneortysln microvasculaire est
envisageable dans le cceur égalemé&ht’ avec une dysfonction endothéliale, des shunts
microcirculatoires, des « pluggings » de leucocytless les capillaires et de l'oedeme
interstitiel. Des zones d’unités microcirculatoifesgiles ont été retrouvées dans le cceur par
fluorescence de NADH et par imagerie par émissienpdsitron§™ dans des modéles

animaux.

2. Mécanismes cellulaires

a. Down-réqgulation des récepteurg-adrénergiques

La réponse auxpB-stimulants dans les modéles LPS est biphasique ave
augmentation de la réponse pendant 12 heures,upeigdiminution aprés 36 heures. Ceci

suggere des modifications de la voie de l'adénytgtdase avec une augmentation de son
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activité dans un premier temps, puis une diminutians un deuxiéme temps a cause de
l'internalisation des récepteurs d'une part, et paugmentation de la sous-unité oGi
(inhibiteur de I'adénylate cyclase) d’autre pHttCette diminution de I'effet de la stimulation

B a aussi été décrite chez 'homitfe

b. Calcium et myofilaments

Des anomalies du transitoire calcique et des dlbdiade la sensibilité des fibres au
calcium sont possibles.

La diminution de la sensibilité des fibres au aaitiest dose-dépendante et réversible
dans le temp¥. Méme si les mécanismes exacts de cette déséswtibih ne sont pas
completement élucidés, des phosphorylations desndéihts semblent intervenir, de la
troponine | notammeht™* et pourquoi pas suite & l'activation de kinases!P@-
dépendantes par le NO. Cette diminution de la b#éibdi des fibres au calcium qui
s'accompagne d’'une augmentation de la longueureefaddistensibilité ventriculait&
pourrait au moins en partie expliquer la dilatatsentriculaire gauche retrouvée lors du
sepsis.

L’efficacité du lévosimendan a restaurer la fonuticardiaque chez I'animaf*?*
comme chez I'homni& plaide pour cette théorie de la désensibilisatitms fibres au

calcium.

c. Voie du NO et du péroxynitrite

L’incubation de LPS sur des cardiomyocytesvitro leur fait sur-exprimer I'INOS.
Cependant, le NO semble avoir e indirect*?® dans cette cardiodépression puisque chez
'animal comme chez 'homme, l'inhibition des NO&\& la pression artérielle mais elle
baisse le débit cardiaque.

Le NO par contre en se combinant avec l'anion sagyele va donner naissance au
péroxynitrite . Ce dernier, en dénaturant des protéines, en fanties flux calciqued’, en
inhibant la respiration mitochondriaf& peut induire une dysfonction myocardique lors du

sepsis®.

d. Apoptose cardiague
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Malgré un taux extrémement faible d’apoptose nudéane activation des caspases, a
été impliquée dans des modifications des sarconei@sns une dysfonction contractife

L’activation des caspases participe a la régulatienla contractilité cardiaque, a la
diminution de la production des cytokines et sdmnliition peut réverser cette dysfonction. De
nombreux sites de clivage au niveau des protéiopsactiles et structurelles sont possibles
au vu des motifs possibles de clivage des caspaaemspase 3 activée cliveactine, I'a-
actinine, la troponine T et la chaine |égére desimg™.

. LES ANOMALIES HEMODYNAMIQUES
REGIONALES LORS DU SEPSIS

La vasodilatation retrouvée dans le sepsis petrtasi@ire par une baisse des résistances
vasculaires périphériques jusqu’a 25% de leur valeumale, responsable d’'une chute de la
pression artérielleCette baisse des résistances n’est pas uniformrendant I'analyse d’'un
chiffre isolé de résistances vasculaires globatesé par un cathétérisme cardiaque droit
probablement futile. Par exemple, le débit sanglins le muscle cardiadid&'** pour un
travail donné ou dans le muscle squelettique autgreors que le débit diminue au niveau

rénal et dans la région hépatosplanchnique.

1. La circulation coronaire

La réponse globale de la circulation coronaire lorsdu sepsis est une
vasodilatation. Cette réponse est peut-étre reliédamgmentation de I'NOS dans le
muscle lisse vasculaire mais d’autres facteurs comme la bradykinine peuvétre
impliqués>413°

Dans un modéle de choc endotoxinique c&hite perfusion coronaire est hétérogéne
mais spatialement redistribuée a un niveau de gerfuglobale et a un niveau de travalil
donné, suggérant des augmentations de perfusios damains territoires au dépends de
diminutions dans d’autrekes effets des catécholamines sont modifiekes effetau-1 etp-2

semblent diminués, alors que I'effeR semble augmenté dans le lit coronaf&e™
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La vasodilatation endothélium-dépendante coronaireest souvent diminuée
(production de NO par la eNOS) que ce gaitvivo ou in vitro mais certains auteurs
retrouvent une vasodilatation endothélium-dépereimmactd?®*43

Des réponses en vasoconstriction peuvent se vale@gnt, médiées dans ce cas par
le thromboxane A2 ou I'endothélité qui sont moindres si le substrat des NOS, la L-
arginine, est apportée de facon exod&h&inalement il se peut que le NO dérivé de INNOS
et produit en grande quantité sans régulatisensibilise la guanylate cyclase aux
donneurs de NOet contribue a une tendance a la vasoconstrigtialgré 'induction de
'iINOS™,

Chez I'hnomme, le débit sanguin coronaire augmergelegnent et deux études
semblent exclure I'ischémie myocardique (en towt glbbale) dans les mécanismes de la
dysfonction ventriculaire du sep&i§**® Cependant, I'existence de shunt ou d'unités
microcirculatoires faibléé® (voir plus loin dans le texte) expliquerait qu’udgsoxie puisse

exister dans certains territoires.

2. La circulation mésentérigue
Que ce soit dans des modeles hypokinétiqgues ouddensiodeles hyperkinétiquiesflux

sanguin mésenteérique est diminudl semble qud’augmentation du tonus sympathiqueet
l'activation du systeme rénine-angiotensinesoient responsables de cette vasoconstriction
plus que I'endothélirfd®*>2

La aussi, la voie du NO peut étre impliquée : urposition suffisamment longue a

§%31%% pouvant ainsi

'endotoxine sous-régule I'eNOS alors quelle ségule I'NO
diminuer la réponse en vasodilatation endothéligpetidante. Néanmoins, I'inhibition de la
synthése de NO peut avoir des effets inverses iuies études et les especes animales
étudiées* ™’

Par ailleurs une étude de microscopie intravitaleomtré réecemment chez la souris que
lapplication systémique ou topique d’endotoxinetrgimait une vasodilatation NO-

dépendante associée & une diminution de perméabiéstinal&®

3. La circulation hépatique
Le débit sanguin hépatique est relativement biefsg@wé voire augmenté dans

certains modeéles animaux, mais diminué dans d'slatrg® Les résistances au flux au niveau
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de l'artere hépatique et du tronc porte semblerg dues essentiellement au NO et a
'endothéline. Le NO au niveau hépatique peut iehiles interactions leucocyte/endothélium
comme cela a été montré sous vidéomicroscispiévo chez la sourf$* et donc peut-étre

avoir des conséquences bénéfiques, mais d’'un abiigealtérer la fonction hépatocellulaire a

cause des médiateurs proinflammatoires produitgsacellules de Kupffer.

4.La circulation rénale
Le débit sanguin rénal est généralement diminué éemodéles animaux, méme si

certains modéles avec normotensfémpeuvent retrouver un débit sanguin rénal normal ou
méme augmenté lors du sepsis. La nécrose tubaligué du choc septique semble résulter
d’épisodes intermittents d’hypoperfusion et/ou dsoconstriction rénale sélectf&'®
Contrairement a la circulation mésentérique, cleerat, 'endotoxine provoque une
diminution de la vasodilatation endothélium-dépenédaet une production de NO 2 heures
seulement aprés exposition, donc sans passer gantlzese de NO par NNOZ.
Apres une longue exposition a I'endotoxine la vaatation endothélium-dépendante

est diminuée sans altérer la réponse vasoconisteictr

5. La circulation cérebrale
Dans les modéles expérimentaux, le débit sanguisbea est habituellement maintenu

méme dans les modeéles hypokinétigueitro, la vasoconstriction des carotides de lapin est
inhibée par une voie I'hypertension/NO dépendadteprétraitement par endotoxine chez la
souris sur-régule 'INOS dans les arteres caroteleiminue la réponse vasoconstrictrice des

prostanoides.

6. La circulation musculaire squelettigue
Le muscle crémaster de rat a été beaucoup étudi@éomicroscopie lors du sepsis. |l

existe une vasoconstriction des larges artérialeg, vasodilatation et une diminution de
I'action vasoconstrictrice de la norepinéphrinedeu’endothéline des petites artérioles.
La vasodilatation endothélium-dépendante pourtagheenter dans les premiers stades du

sepsis puis diminuer ensuite.
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lll. VOIES RESPONSABLES DES
ANOMALIES DU TONUS VASCULAIRE

La réponse aux agents vasoconstricteurs adrénesyigtilisés dans le contexte du
choc septique devient de moins en moins forte tdepatients septiques au fur et & mesure
de I'évolution de leur pathologi¥.

La réponse vasoconstrictrice récepteur-dépendanteéaepteur-indépendante est
altérée ainsi que la réponse vasodilatatrice egtloth-dépendante et endothélium-
indépendant&®*”® La perte de la vasodilatation peut étre en paxjgiquée par la sécrétion
de médiateurs vasoconstricteurs comme I'endothébecrétée a partir des cellules
endothéliales qui agit principalement au niveau desulations pulmonaires, hépatiques et
rénales et par I'activation adréno-sympathique. dfléeurs, I'état « vasoplégique » du sepsis
pourrait en partie étre du aux cytokines comme N--Blpha ou a INOS. Des études
animalesin vitro et in vivo ont montré une augmentation de I'expression ddd$
différentes suivant les différents tissus étudiéais les anomalies de la redistribution du flux
ne sont pas paralléles a celle de I'expressiofi®$.

Chez 'lhomme, les taux de nitrates/nitrites ciratdasont €levés, et les taux sont corrélés avec
la baisse des résistances vasculaires systémidqués taux d’extraction de I'oxygene.
Néanmoins, le ratio entre les taux élevés d’endioinésasoconstrictrice et des taux de
nitrates/nitrites vasodilatatetif$ est encore mieux corrélé avec les résistancesuheass
systémiques et I'extraction de I'oxygene qu’aucutrefacteur isolé.

Du sérum de patients septiques dilate des vaisseamxaux de rat$>. Stoclet démontre que
'INOS est surexprimée dans les arteres omentdletiées lors de laparotomie de patients
septique¥’®. La diminution de la réponse vasoconstrictricedests cette étude partiellement

NO-dépendante et partiellement prostaglandine-digpen. Le déficit en vasopressine peut
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contribuer aussi a I'état de « vasoplégie » etélaonse pressive peut étre améliorée apres

traitement par la vasopressifie

1.Voie du NO

Les distinctions majeures entre le systeme eNQIS@$ pourrait étre résumées par

* eNOos: synthése limitée de NO avec rétrocontrolatifég

* INOS: synthese massive de NO sans rétrocontr@atiié
Il est bien entendu tentant de rapprocher la vésation intense trouvée lors du choc
septigue avec cette synthese excessive de NOekEstliste ?
Une autre caractéristique du choc septique surelbxjuous reviendrons est la présence
d’indicateurs de perfusion tissulaire inadéquatéd(@se lactique...) qui pourrait étre expliqué
par les effets du NO sur la chaine respiratoireochiondrialé’® Une étude humaine avec
biopsies musculaires a montré récemment une cborélantre une réduction de la fonction
mitochondriale, des taux plasmatiques de dérivésl@uet les besoins en vasopressEtrs
L’excés de NO pourrait aussi étre délétére suohetfon myocardique comme nous l'avons
vu. Méme si elle est séduisante, cette théorie et ptre suffisante en soi pour étre
pleinement satisfaisante. De nombreuses cellulesades (spécialement chez les rongeurs)
peuvent sécrétées des taux extrémement élevés dpaN@ voie de I'INOS suite a des
stimuli appropriés. Ainsi les dérivés du NO (niesthitrites) peuvent augmenter jusqu’a 20
fois. Chez les patients en choc septique, cettenantation est plus de I'ordre de 2-3 fois la
normale. Par ailleurs, il n'y a toujours pas aaér jde preuve de I'expression de I'INOS dans
les tissus vasculaires des patients en sepsis. Mi@ame les modeles animaux, il existe des
arguments pour dire que les modifications hémodygaes ne sont pas toutes reliées a
'INOS : les souris transgéniques knocked-out (Kgur I'NOS n’augmentent pas leur
production de nitrates/nitrites mais les effets bdymamiques sont seulement partiellement
corrigés et la mortalité est inchan§&e®*
L’hypotension artérielle du choc septique a éterade dans des modeles animaux et chez
’'homme avec inhibiteurs des NO synthases non igaes, mais certains modeles animaux

et une étude de phase Il chez I'honifient montré une aggravation du pronostic vital.
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Le fait est que cette inhibition n'est pas spécéigde I'NOS et qu'on bloque aussi la
synthése de NO par I'eNOS, ce qui pourrait expligue excés de vasoconstriction (un des
arguments en faveur de cette hypothese est queebede mortalité vue dans I'étude chez
’lhomme apparait étre due a des défaillances aqds). Un autre mécanisme d’aggravation
lite a linhibition de I'eNOS est I'aggravation die vasodilatation flux-dépendante dans la

microcirculation.

2.Voie du monoxyde de carbone (CO)

Le CO endogene peut étre produit par 'heme oxggérde type 1 (HO-1) qui est la
forme inductible gu’on pourrait comparer a 'iNOSageii peut elle aussi étre stimulée par les
cytokines ou les médiateurs inflammatoires rené&sntians le sepsis.

La production supranormale de CO provoquée padu@tion de I'HO-1 peut étre détectée
dans l'air exhalé (méthode du condensat) chezdésmis de réanimation. La production de
CO augmente lors du sepsis pulmonaire. Une étudmrgaré chez des patients en état de
choc septique, les taux d’ARNmM de I'eNOS, de I'IN@6de I'HO-1 dans les leucocytes
mononucléés et dans des cellules musculaires bssatelles mésentériques prélevées lors de
laparotomie pour péritonite pour le groupe septigiepour carcinome dans le groupe
« controle 33 Cette étude rapporte de facon intéressante qu&l@S sont sous-régulées
alors que I'HO-1 est sur-régulée, ce qui pourrétieé &ne piste intéressante. Dire si cette
augmentation est délétére est une autre questisyymule CO peut avoir des effets

bénéfiques comme on le verra un peu plus loin tasspsis.

Le CO peut étre vasodilatateurpar plusieurs mécanismes
a) Il active la guanylate cyclase au méme titre lgudO pour produire du GMPc, entrainant
une vasodilatation. Il faut cependant souligndiaieque le CO, parce qu’il ne se fixe pas de
la méme maniere sur la guanylate cyclase, ne Vaaue 100 fois moins que le NO. Cette
notion a été retrouvé dans un modele de surexpredsi I'hnéme-oxygénase-1 par des cellules
musculaires lissé¥. Dans un de nos travaux, nous avons retrouvé régale une

vasoconstriction liée & I'exposition au CO, proleatént lié & une baisse du NO biod€Rif

b) il peut activer directement les canaux potassgalcium-dépendants (canawg K
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Dans les modeles expérimentaux, le monoxyde deoparla des effets bénéfiques
respiratoires chez le cochdff et dans un modéle de LPS I'hémine, un inductehéme-
oxygénase a des effets bénéfiques sur la respiratitbchondriale au niveau du myocarde,
du diaphragme, diminue les taux de dérivés du Nrpatiques, et diminue les marqueurs de
lésions tissulaires par le stress oxydatif (peratignh lipidique et protéines carbonylé&$)

Le CO peut aussi par exemple moduler I'adhésioodeytaire microvasculait&’
La seule étude humaine concerne le modele d’endptiexchez le volontaire sain ou les
résultats sont décevants : l'inhalation de 250 m@CO n’a pas d’effet bénéfique dans ce

modelé®.

3. Voie de la vasopressine

En temps normal, la vasopressine est sécrétéepaxbnes terminaux des neurones
gigantocellulaires de I'hypothalamus et provoques wasoconstriction par le biais des
récepteurs V1 du muscle lisse vasculaire et unidiardgse par le biais des récepteurs V2 au
niveau du tube collecteur rénal.

A la phase initiale du sepsis, les taux plasmascuggmentent d’'un facteur 10 a la
fois chez 'hommE® et dans les modéles animaliX®® Au-dela de 24 heures cependant, les
taux redescendent & des taux norm#tiR> Dans les modéles endotoxiniques, le blocage des
récepteurs V1R aggrave I'hypotension artértéflet la survie est moindre chez des rats
déficients en vasopressifie Ce profil d’évolution n’est probablement pas catitple avec
une responsabilité de la vasopressine pour la \&gepet le choc distributif du choc septique
au moins a la phase initiale.

Lors du sepsis, on a retrouvé des taux de vasapeesisculante tres abaissés, et méme si des
études randomisées manquent la perfusion de vasipeesemble chez le patient en état de
choc septique baisser les besoins en catécholamogenes. D’'une part, ce n'est pas parce
gue la perfusion d’un médiateur vasoconstricteurnaocorrige I'’hypotension que cela en
prouve la responsabilité dans la physiopathologiecdoc septique. De plus, les taux de
vasopressine ne s’abaissent qu’apres une phasdeirotl il y a déja une « vasoplégie ».
D’autre part, des ischémies des extrémités etidestin sont survenues chez des patients en

cours de traitement.
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4.Voie de I'endothéline

Le systéeme de I'endothéline n’a été découvert qde88. La baisse de son activité a
été tres vite recherchée dans des modéles animalmez ’nomme dans le contexte de choc
septiqgue avec une déception immédiate car ses dantx élevés dans le contexte du choc
septique. A fortiori, les taux d’endothéline étaiearrélés a la gravité du sepsis en général, de
la dysfonction cardiague et rénale également. Lecamiéme de surproduction de
'endothéline semble étre expliqué par une atteamdothéliale par les leucocytes activés
d’'une part et par la perfusion de catécholaminesitce part. Cette hypersécrétion pourrait
peut-étre expliquer en partie I'hnétérogénéité diésts vasodilatateurs du sepsis dans les
différents tissus.

Le Bosentan, inhibiteur de I'endothéline, a monirée certaine efficacité dans le
maintien d’'une perfusion splanchnique adéquatedemnodéles de sepsis chez I'animal.

5. Métabolites de I'acide arachidonique

Les prostaglandines, les leukotrienes, les thromibes augmentent dans le plasma
des patients septiques. Suivant leurs spécificité#s, retrouve dans leurs propriétés :
vasodilatation, activation leucocytaire, dégradatie I'endothélium.

* Prostaglandines :

Elles ont été découvertes dans les années 193Ggdblatt®® et Von Euler dans des
glandes séminales humaines accessoires d’ou previenr nom. Différents sous-types D, E,
F, G, H, et I. La plupart sont des meétabolites rmtliaires instables de l'acide
arachidoniqu€® La PGI2 ou prostacycline est synthétisée a partir d'acides gras
polyinsaturés et est le principal métabolite fidella voie de I'acide arachidonique dans le
tissu vasculaire et la PGI2 synthétase a été @&tefdans tous le tissus chez les mammiféeres
et semble donc ubiquitaire. La prostacycline esirblysée en 6-oxo-PGklet excrétée par le
rein. Sa demi-vie est courte (3-5 minutes).

» Inhibition de I'agrégation plaquettaire
La PGI2 augmente I'AMPc intracellulaire dans leaquiettes en activant I'adenylate cyclase
qui induit une inhibition réversible de I'agrégatiplaquettaire et qui en paralléle, via TAMPc
inhibe la phospholipase et la cyclooxygénase plagoe. Il semblerait que la PGI2 inhibe

'agrégation plaquettaire par une voie AMPc-indéjamerie également.
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* Inhibition de l'interaction plaquette/leucocyte
en réduisant I'expression du récepteur du fibrimeg&lib/llla et de la P-sélectine sur les
plaquettes au cours d’hémofiltratf8fh Par ailleurs, le récepteur Glib/llla module égabat
I'adhésion des plaquettes activées aux cellulestbitiales veineuses.

* Vasodilatation
La PGI2 est un vasodilatateur puissant et ellei@iggée comme traitement intraveineux chez
les patients ayant une hypertension artérielle pobire primitive de grade Il ou IV

» Modulation de la réponse immunitaire

« Endotoxémie : I'loprost réduit 'adhérence leuctise chez le rat*
De plus, les taux plasmatiques de prostaglandinele ¢hromboxanes sont corrélés avec la
sévérité des atteintes d'organes chez les pagenthoc septiqd&.
Il est connu que la COX-2 (cyclo-oxygénase induejilest surrégulée dans des conditions
inflammatoires incluant le sepsis. L'indométhaciimhibiteur de la COX-2) a été trouvé
bénéfique il y a longtemps chez I'animal, mais Ujiipofene n’améliore pas la réponse
cardiovasculaire dans des modéles d’endotoxinéiméz ¢e volontaire sain, et n'a pas de
bénéfice dans le choc septique. L'étude de Beraambllegues en 1997 a probablement mis
un point final a I'espoir de voir les inhibiteurgd prostaglandines efficaces un jour chez

I’'hnomme.

6. CYTOKINES

Les cytokines, en plus d’induire la formation diast cytokines en cascade, de
récepteurs de cytokines, stimulent I'expressiomldsieurs enzymes comprenant I'iNOS, la
COX-2Z% La production de TNF; IL-1p, IL-6 aprés une stimulation par le LPS passe par
un meécanisme régulé par le facteur nucléairecRF-

Les cytokines induisent des genes qui vont syraeti’autres cytokines et plusieurs
autres médiateurs comme les prostanoides, lestteroes, le NO, la bradykinine, les ROS et
le Platelet Activating Factor (PAF).

« Exposition de courte durée

Des récepteurs au TNFe et a I'lL-1 p existent sur les cellules endothéliales et sur

les cellules musculaires liss€¥?% Le TNF, I'lL-6 et I'lL-10 vasoconstrictent des artéres
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distales mammaires internes humaines de manieraetteidim-dépendante passant par les
récepteurs EF*°°. Par contre dans des vaisseaux de résistancesst#éTNFe. et I'lL-1f ne
vasoconstrictent pas des vaisseaux précontfAttéBans des artérioles musculaires
squelettiques chez le rat, le TNNRY’a pas d’effet vasomoteur direct, mais si onraitg ces
artérioles avec du LPS, le TNF-provoque une vasodilatation probablement par un
mécanisme impliquant la NOS et la C8%X De plus, une heure d’'incubation avec de I'f.-1
ou de I'lL-6 provoque une vasodilatation importadéeces artériolds vivo mais pasn vitro,
suggérant que des facteurs parenchymateux ou astalaires sont responsables de cet
effef®. L'IL-10, une cytokine anti-inflammatoire n’affexti les réponses de phényléphrine
(un agonistex pur) ni celles de I'acétylcholine, mais elle petila chute du tonus vasculaire
dans le muscle squelettique des artérioles expasgeBS pendant une hetife

Chez le mouton, le TNE-diminue 20 minutes apres le début d'une perfusésn
résistances vasculaires bronchiques puis les dlgusqu'a 2 heures aprés la perfusion a
cause d'une sécrétion d’'ET*L De la méme facon, le TNé&fait augmenter la sécrétion de

I'ET-1 a des cellules endothéliales en cultlfe

+ Exposition de longue durée

Les expositions de longue durée au TNEt a I'lL-1B induisent une hyporéactivité
aux agents vasopresseurs. L'application de BtNFsur les artérioles cérébrales induit une
vasodilatation progressive avec un maximum attinbout de 4 heures. Cette vasodilatation
est inhibée par 'aminoguanidine et la dexaméthasenggérant une implication importante
du NO dérivé de 'INOS. D’'un autre cote, les cytws peuvent augmenter les réponses de
plusieurs substances vasoconstrictrices : de ladn@naline, de I'endothéline, de la
sérotonine. Par ailleurs, le thromboxane A2 issliadtivation de la cyclooxygénase de type
2,I'0,° et I'H,0,

7.STRESS OXYDATIF

Les catécholamines peuvent étre dégradées parekss sixydatif : 'Q°” oxyde les
catécholamines dopamine, noradrénaline et adrénakm produit oxydés stables

adrénochromes et dopachromes.
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Donner un équivalent de superoxyde dismutase pated’hypotension artérielle, de
la baisse de réactivité aux catécholamines et dienia mortalité dans un modéle d’injection
d’E. coli vivant injecté chez le rat conscient aeatibiothérapig

DYSFONCTION
MICROCIRCULATOIRE DU SEPSIS

Les trois éléments anatomiques constitutifs dei@auirculation, artériole, capillaire
et veinule peuvent étre atteints lors du sépsises cellules endothéliales sont une cible
privilégiée du sepsis.

|. ALTERATIONS ENDOTHELIALES

1. Altérations « physigues »
L’endothélium répond de facon différente & I'agiress™ suivant la nature du pathogéne,

certains aspects génomiques de I'6tE® rage’’® les comorbidités associées et la
localisation dans le lit vasculaire.

Le bolus de LPS a longtemps été utilisé comme ugemau laboratoire pour dénuder
I'endothélium. Cela nécessite cependant selon ledétas des doses seuils suffisantes,
suggérant une certaine résistance de I'endothéiwa type d’agression. Par exemple, une
dose «faible » de LPS peut provoquer seulemendétachement cellulaire sans vraie
dénudation et s’accompagne dans le méme temps diugeentation de la réplication
endothélialé®®. Dans un modeéle endotoxinique chez le lapin, igede Vallet démontre une
dénudation endothéliale au niveau de I'aorte abdamiavec un maximum de Iésion &35
Il montre qu’environ 25% de I'endothélium est déawthns ce modele et que la réparation
demande 21 jours. Dans un modeéle de LPS chez letrd lapin, les altérations de
'endothélium sont présentes au bout de 15 minsgedement, avec vacuolisation nucléaire,
une protrusion et un gonflemment du cytoplasme et degré de détachement de

I'endothélium variablé> Chez I'homme, il a été montré qu’on pouvait diétedes cellules
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endothéliales circulantes au cours du choc sepfigdnl) mais aussi du sepsis (16/ml) par
rapport & des patients ventilés (2,6/ml) ou desntaires sains (2/nf>. De plus, le nombre
de cellules endothéliales détectées était corrélé enortalité. L’activation des cellules
endothéliales par les médiateurs inflammatoirevqoe une adhésion leucocytaire et des
troubles de la perméabilite.

L’endothélium comme nous I'avons vu précédemmeptime des molécules d’adhésion
leucocytaire. Ces leucocytes adhérents aux celkidsthéliales vont produire deOS et
des protéasegjui vont léser physiquement la cellule endothéli@lette altération structurale
endothéliale provoque umeodification membranaire et un trouble de la perméailité. Le
TNF-o ou la thrombine par exemple peuvent augmenteeda@abilité endothélial®?* Les
mécanismes exacts de ces troubles de la perméal@lisont pas tous connus, par exemple
pour le TNFe, le mécanisme fait intervenir une GTP binding eimtpuisque la toxine
pertussique inhibe le proces8lusEn attendant de mieux caractériser ce phénomempaide
de «facteur de perméabilité vasculaire ». Le tmulble la perméabilité apparait
approximativement 6 heures apres le déclenchememthdnoméne (cf EGDT) et devient
maximal en 12-24 heur&& L'cedéme cellulaire au niveau interstitieldiminue d’une part la
lumiére endothéliafé®, d’autre partaugmente la distance intercapillairepour I'apport en
O, pour les tissusl.’adhésion des éléments figurés augmente égalemdns résistances

dans le vaisseau.

2. Modifications de la coagulation

Le sepsis induit une activation de la coagulatidi’®**? en paralléle avec celle de
linflammation. Ainsi, le facteur tissulaire estminé de facon plus importante au niveau des
cellules endothéliales (et également des monocystesbphages), ce qui active la voie
extrinseque de la coagulation, la génération dmtbine et la formation de fibrine.

En plus d’activer la coagulatiore sepsis désactive les voies de l'anticoagulation
réduction de I'expression de la thrombomodulline lpa cellules endothéliafe§ réduction
des taux circulants de protéine C actiV&eet d’antithrombine If*>. De plus,dans le sepsis
I'activité fibrinolytique diminue %*®: I'activateur tissulaire du plasminogéne est piben
plus grande quantité par les plaquettes et lesleslendothéliales.

De plus, des microparticules procoagulantes sonérgés a partir des plaquettes et des

cellules endothéliales.
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En résumé de ces altérations sur la coagulakoosepsis va globalement favoriser la
formation de microthrombi et de coagulation intravasculaire disséminéejoutant encore
a la diminution de la perfusion tissulaire.

Une fois activée la coagulation a son tour actirdldammation enclenchant un cercle

vicieux.

3. Apoptose endothéliale

Un autre facteur expliguant la dysfonction endo#iél est 'apoptose des cellules
endothéliales Le TNFo*"?% I'll1, I'interféron, les ROS sont autant de faote favorisant
I'apoptose endothélid®’. L'apoptose des cellules endothéliales, elle aussavoir des effets
proinflammatoires, en passant par I'expressionuscd’ICAM-1, VCAM-1, 'augmentation
des ROS, la diminution des prostacyclines, un affecoagularff® et enfin une adhésion
plaguettaire augment&é Le LPS induitin vitro une apoptose des cellules endothélfafes
bovines et ovines et promeut I'apoptose des callatedothéliales humaines sans passer par
I'expression de nouveaux géh¥s Cette apoptose induite par le LPS a été proueéales
modifications morphologiques caractéristicffésdu laddering d’ADN", des techniques
TUNEL*®2% et du clivage de PAR®® Le LPS n'a pas besoin d'intermédiaire pour

provoquer I'apoptose endothéli&f

II. ALTERATION DE LA VASOREACTIVITE
ARTERIOLAIRE

Apres injection d’E. coli vivante ou d’endotoxirles artérioles Al et A2 se vasoconstrictent
alors que les A3 et A4 se vasodilatent et queidenétre veinulaire reste stable®! Les
facteurs de régulation intrinséques et extrinséqaewent tous les deux étre altérés selon la
circulation intéressée. Par exemple, la vasorégulaintrinséque cérébrale semble étre
préservée. L’hyperhémie post-occlusive est altéléas le muscle squelettidte et
lintestin®®3, 'hyperhémie fonctionnelle est altérée dans lscrisquelettiqud”.

Au cours du sepsis les artérioles sont moins néeth la fois aux vasoconstricteurs et a la

fois aux vasodilatate s,
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Le monoxyde d’azote, IBIO, joue probablement un réle trés important dante deisse de
réactivité. Un des facteurs majeurs évoqué poulicugr la baisse de réactivité vasculaire
dans le cadre de I'endotoxémie et du choc septagieen fait la sécrétion de quantité
substancielles de NO par I'INOS qui est dans cdeste activée par les cytokines. Dans la
paroi vasculaire, la « paralysie » de la fonctioe th cellule musculaire lisse est
principalement due a I'inhibition de la réponsa&obradrénaline.
= La perte de réponse a la stimulation des nerfatimgues et/ou a I'administration
de catécholamines persiste méme quand les vaissEmixétudiés in vitro sans
contact avec les substances vasodilatatrices airted. Cette constatation suggere que
la machinerie cellulaire est altérée. Dans une et Stoclet publiée en 1989, la
dépression de la réponse a la noradrénaline pergigéime apres dénudation de
'endothélium, suggérant un mécanisme endothélnmépendant. En revanche,
inhibition de la voie de la L-arginine/NO, suggeun mécanisme impliquant la
formation de NO par synthése enzymatique. Les t@u@&MPc sont augmentés en cas
d’endotoxinémie et baissent lors de l'inhibition te voie de la L-arginine/NO,
montrant que le phénoméne est GMPc-dépendant.téedsi formation de NO par
I'INOS est la cellule musculaire lisse elle-méme.
= Les inhibiteurs de la voie de la L-arginine/NO saique les inhibiteurs de l'effet du
NO sur la guanylate cyclase (bleu de méthylendauesnt la réponse a la stimulation
nerveuse sympathiqgue ou a la noradrénaline ciril&h ce dans des modeéles
animaux d’endotoxinémie et de péritonite par CLP
La diminution de I'activité de la eNOS et l'actii@t de I'INOS dans des tissus autres que
'endothélium (cardiomyocytes, macrophages...) oatoé¢n documentées. Dans des modeles
animaux de sepsis, I'inhibition sélective de 'iN@$nontré une amélioration de réactivité.
Dans un modéle de CLP chez la sodtfsla réponse a la noradrénaline a été testée sur de
artérioles de type A3 sensées représenter la patub importante de la chute de pression
dans I'arbre artériel et donc un des déterminaessrésistances périphériques. Avec ce méme
modele, la réactivité vasculaire était amélioréezcles souris KO pour I'INOS, et leur survie
était améliorée avec du remplissage vasculairesadtibiotiques®”.
Les effets délétéres du NO peuvent aussi étre dusedfet radicalaire des espéces réactives
nitrées comme le péroxynitrite ONOO-.
Une autre possibilité est I'effet de dénudationl’dedothélium qui peut étre enclenché par

linterleukine 1 (111)%*®

54



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitoddriale dans le Sepsis

Ill. ALTERATION DE LA PERFUSION
CAPILLAIRE

Les anomalies de la circulation capillaire ont lweay été étudiées au niveau du muscle
stri€™°. Chez les animaux étudiés en choc septique date émide de Ellis, il existe de
nombreux capillaires a flux arrétét¢pped-floy. Dans le méme temps il y a de nombreux
capillaires a flux tres rapide. De plus le nombeecdpillaires estopped-flonest corrélé a la
gravité du sepsis dans les modeéles anirffduke sepsis réduit le nombre de capillaires
perfusés. Ce phénomene a été étudié dans un mddetat normotendu par CLP avec
microscopie intravital€®® et préparation de muscle long extenseur de dbig. auteurs
retrouvaient une réduction de 36% de la densitélamp, et une augmentation de 265 %. La
distribution spatiale des capillaires était 72%sgwétérogene. La vélocité des globules rouges
était 17% plus élevée.
L’augmentation du nombre de capillaires ou sonbretés des stops de flux était reliée a :
» Des lésions des cellules endothéliales capilla@vwes ballonisation, ce qui peut
diminuer le diametre capillaire et la viscositégaine
= La réduction de la fluidité des globules rougesltéat en une augmentation
de la viscosité sanguine
= Des obstructions des capillaires par des amasudedgtes
= De l'adhésion leucocyte-endothélium dans les vemybostcapillaires qui
résulte en une augmentation de la résistance arl@ £t une réduction du
shear rate
Ensemble, la distribution hétérogéne du flux miocmdatoire, les vélocités plus élevées des
globules rouges peuvent expliquer la difficulté wdjmenter le flux la ou la demande
meétabolique locale peut s’en faire sentir, et paient expliquer la possibilité d’'une saturation

veineuse semblant normale au décours du choc geptiq
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Dans d’autres organes, la microcirculation pewg étrérée : dans un modeéle de péritonite par
CLP ?®2 |a réponse contractile des artérioles pulmonairsphényléphrine est atténuée et il
y a une augmentation du nombre de leucocytes steties et une fuite protéique dans les
alvéoles pulmonaires. Dans le méme modele de pédtpar CLP, le nombre de capillaires

perfusés de l'intestin gréfé* est diminué.

IV. REPONSE INFLAMMATOIRE
VEINULAIRE

En temps normal, les leucocytes interagissent pee dendothélium : des forces de
dispersion hydrodynamiques et des interactions tréiatiques (notamment via le
glycocalyx) les repoussent. Dans le sepsis on wbseapidement un rolling des
polynucléaires. L'endroit de prédilection de ceteiiactions leucocytes/endothélium est la
veinule post-capillaire, soit pour des raisons teas stress, soit pour des densités de
récepteurs exprimés. On observe une augmentatiotrafia leucocytaire veinulaire par
augmentation de l'expression de glycoprotéines hBatbn au niveau de la surface
endothéliale et une augmentation de I'extravasal®iieau et des protéines plasmatiques a
cause d’'une diminution de la fonction de barriezd’@ndothélium veinulaire.

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise

en forme.

V. LE GLOBULE ROUGE
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Le role du globule rouge dans le sepsis a beaucooips été étudié que celui des
leucocytes. Déja en temps normal, le globule ralmese déformer et adapter sa taille pour

passer dans des capillaires de 2 a 3 um alorsmasblre environ 7 um.

1. La déformabilité des globules rouges
Dans le sepsis, la déformabilité des GR peut étmpcomise par plusieurs

mécanismes*:
° L i les | e€°
L’interaction avec les leucocyt
® |e stress oxydatif
® Les augmentations du calcium intracellulairé®

® |La baisse de I'ATP

2.Le NO transporté par I'Hémoglobine
L’augmentation du NO dans les phases initialesahsis augmente la formation de

méthémoglobine au niveau des poumons : le NO Yiaeserapidement sur I’'hémoglobine qui
est en état T (tendue) c’est-a-dire avec une faiffirité pour 'O2. Le NO est délivré dans la
circulation périphérigue par I'hémoglobine en éfat (relaxée) « ouvrant» donc la
microcirculatiof®’. Le NO diminue par contre la déformabilité érytywmire par des
mécanismes peu élucidés mais évoquant des mécanigpendant du calcidffi Une action
directe du NO sur le cytosquelette est évoquésij giriune oxydation de protéines cellulaires

par le péroxynitrité®®.

3. Le calcium des GR
Une homéostasie du calcium est nécessaire au praidtune membrane déformable.

L’augmentation du calcium intracellulaire des GRét& observée lors du sepéis Elle

semble dépendre de la présence de leucocytes, 86RO
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4. L'ATP

Les taux d’ATP des GR sont diminués dans le segsisqui peut diminuer I'énergie
nécessaire au bon fonctionnement de la pompe aalcdps GR, ce qui entraine une
augmentation du calcium intraérythrocytaire et dane moindre déformabil#&. De plus,
cette diminution de I'ATP peut diminuer l'effet \adilatateur du GR.

5. L'acide sialigue membranaire
Piagnerelli, de I'équipe de Jean-Louis Vincent eerdment démontré qu’une baisse de

I'acide sialique chez les patients septiques emigiine modification de la forme des R
Les mécanismes possibles de cette altération dédd’asialique peuvent étre d'origine

enzymatique ou un effet direct des bactéries.

6. Les leucocytes
Les contacts directs des leucocytes avec les GRRGS sécrétés par les leucocytes sont

des facteurs qui diminuent la déformabilité desastel point qu’on peut dessiner une courbe

dose-réponse de la péroxydation lipidique des GRegdeucocyte?
La figure 12 résume les altérations possibles dudidu sepsis.

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise

en forme.
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VI. DYSFONCTION MICROCIRCULATOIRE
CHEZ L'HOMME

1. Technigues laser-doppler : I'hyperhémie fonctionndé
est altérée

a. La peau

Une des premiéres études chronologiques est alianagalisée par Wolfgang H. H&ftl

en 1987. Dans cette étude prospective, les autéusduent la réponse lors d'une
pléthysmographie a jauge de contrainte d’opperhémie réactionnelleaprés gonflage d’'un
brassard a 200-220 mmHg (valeurs suprasystoligpeaglant 3 minutes. La population
étudiée est constituée de patients contrbles, fients de chirurgie qui ont subit dans les
deux jours précédents une chirurgie vasculaire unajet de 12 patients en sepsis. Les
patients du groupe septique montrent au repos @ajport aux patients contrbles une
augmentation du flux de I'avant bras avec une ditmam des résistances vasculaires. Les
mesures sont quotidiennes chez tous les patiepiisjses. Au début de I'histoire septique, la
réponse en réaction a I'hyperhémie est comparalde ks patients contrdles. Par contre,
alors que des défaillances d’organes apparaiskeat¥12 des patients septiques, la réponse
hyperhémique disparait. De facon intéressante, talifioation (perte) de la réponse
hyperhémique survient de facon brutale d’'un jodaatre (8 +/- 2 jours) chez les patients
septiques au cours de I'évolution de leur maladi@weun critére « macroscopique » ne

permet de le prévoir, ni hémodynamique, ni biologigLa plupart de ces patients vont mourir

59



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitoddriale dans le Sepsis

(7/12) dans les 4 +/- 2 jours aprés I'apparitiorialeon réactivité vasculaire. Les 2 survivants
septigues de I'étude étaient les plus jeunes {4B3ans). Avant la sortie, les anomalies se
sont corrigées chez ces deux patients, les motiifiaayant duré 8 jours pour I'un et 3 jours
pour l'autre. Les messages de cette étude sont donképoque: les anomalies
microcirculatoires ne sont pas constantes au cdursepsis. La gravité des patients est
corrélée a l'absence d’hyperhémie réactionnelleis tées patients décédés ayant cette
anomalie. La perte de I'hnyperhémie chez les patisaptiques est par contre réversible.

Une étude nord-américaine de 1995 s’intéressadgriamique du flux sanguin cutané

chez les patients septiqGés Une étude laser-doppler est réalisée au nivediagknt-bras.
La période d’ischémie est la de 2 minutes et ldeuas enregistrent encore le flux doppler
pendant 5 minutes pour étudier le délai de normiddis du flux. Les anomalies majeures
retrouvées chez ces patients sont une augmenthtitemps de normalisation du flux (1,5 a 2
fois plus long) chez les patients septiques pguodmux patients controles, et une réduction
de 3 & 4 fois du pic d’hyperhémie.

Une autre étude teste la réponse microcirculatitanée endothélium-dépendante et
endothélium-indépendante par technique de lasguldopcouplé a une technique de
iontophorés®’. L'acétylcholine (Ach) pour tester la vasodiladatiendothélium-dépendante et
le nitroprussiate de sodium (SNP) pour tester $sd#atation endothélium-indépendante. Les
réponses sont toutes les deux diminuées par rappogroupe contrdle et volontaires sains
avec un rapport d’augmentation de la réponse ahl'sar 'augmentation de la réponse au
SNP qui est identique entre les groupes sepsistates et volontaires sains. Ce rapport est
constant au cours du temps et identique entre diéenps septiques de gravité différente,
notamment en terme de pression artérielle, dosesod®drénaline requises, lactates. Cela
amene a penser que la réponse de la microcircolatianée a la vasodilatation est amoindrie

lors du sepsis mais conservée, suggérant un reteateossible.

b. Le muscle

En 1996, Rémi Nevieté retrouve des anomalies microcirculatoires en antdi
I'hyperhémie réactionnelle au niveau du muscle kfligue de la jambe de patients en état de

choc septique. L'étude comporte 10 patients BPCi& dies 48 premieres heures de mise en
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route d’'une ventilation artificielle et 16 patiergs sepsis sévere. La délivrance en O2 est
augmentée avec des résistances vasculaires sysg@mapaissées comme attendu. Les
résultats intéressants concernent I'absence dengdgm dans le groupe sepsis par rapport au
groupe BPCO, le pic d’hyperhémie significativemaiiaissé et la durée de I'hyperhémie

significativement augmentée dans le groupe de miatgeptiques. Le flux sanguin au repos,

ou aprés épreuve d’hyperhémie n’était pas corréé données macrohémodynamiques :

index cardiaque, résistances vasculaires systémyitraasport en O2, extraction en O2.

2. Techniques d'imagerie par OPS

a. Les anomalies microcirculatoires sublinquales sont
réversibles

La premiére étude permettant de réellement comstatéacon visuelle et indiscutable
les anomalies microcirculatoires lors du sepsiwipra de I'équipe de De Backer en 2662
qui constate des anomalies sublinguales par tegbr@PS chez des patients en état de choc
septigue. Cinquante patients en sepsis séverdeéatu@iés, ainsi que 10 volontaires sains, 16
patients avant chirurgie cardiaque et 5 patientsédaimation non infectés. Les variabilités
intra et inter-individuelles étaient mesurées (iieidres a 10%). Un test pharmacologique
avec de I'acétylcholine était également réalisénpdrl patients en état de choc septique, avec
'application d’'une compresse imbibée sur la langaer tester la réversibilité des anomalies
microcirculatoires. La proportion de petits vaissediminuait chez les patients en sepsis par
rapport aux controles. De plus, la proportion disseaux non perfusés ou perfusés de fagon
intermittente était plus importante dans le grodpepatients en état septique. La densité de
vaisseaux perfusés diminuait également.
Un point important est quees anomalies microcirculatoires sont réversiblesn tout cas
jusqu’'a un certain point: dans I'étude princeps Backer réverse les anomalies par
application topique d'acétylcholine. Spronk, la neérannée, améliore l'indice de flux
microcirculatoire sublingual de 8 patients en d@athoc avec de la nitroglycérine donnée par
voie générale chez des patients qui ont bénéfiaigé mplissage préalable importante avant

le test®.
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b. La persistance d’anomalies microcirculatoires subshquales
est corrélée a un mauvais pronostic

Dans I'étude de De Backer, la persistance d’an@walnicrocirculatoires sub-
linguales par la méme technique d’'imagerie étafocige a la survenue de défaillance
d’organe et au déc®4 Cela n'est évidemment pas une preuve de caysalité cela signifie
gue l'on peut repérer des patients qui ont un pbo@lus sévere et espérer améliorer leur

pronostic.

c. Les anomalies microcirculatoires sublinquales peuve
s’améliorer par des traitements

De Backer observe une amélioration de la microkitman sublinguale par la
dobutamine sans méme qu'il n'y ait de modificatibésnodynamiqué®’ et par la protéine C
activée 4 heures aprés le début de la perftfiobe facon intéressante, dans I'étude de De
Backer sur la dobutamine, la baisse des taux datémcétait corrélée a 'amélioration de la
perfusion capillaire et non a 'augmentation dadéx cardiaque. La dobutamine ne recrutait
pas completement la perfusion capillaire, maisjadtion encore une fois d’acétylcholine

augmentait cette perfusion presque a 100%.

d. Les anomalies sublinqguales existent aussi dans ntexte
d’optimisation thérapeutigue précoce (EGDT)

Récemment, les investigateurs du MAES (Microcirculatory Alterations in
Resuscitation and Shock) ont conduit une étudereatennelle prospective chez 26 patients
septigues en utilisant de I'imagerie par OPS dansamtexte d’EGDT (thérapeutique précoce
adaptée a des buts préfixés). Cing patients «@ests volontaires sains ont été également
étudiés. De facon intéressante, les auteurs omsidafiétudier entre autre la corrélation entre
des données hémodynamiques macrocirculatoires RAM,composante cardiovasculaire du
score SOFA. Cette derniere composante tient cothptiegré de besoin en vasopresseurs. Au

moment de leur étude sublinguale, les patientsicpegst avaient des degrés variables du
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nombre d’objectif atteint entre la PVC, la PAM at$vO2. La moitié des patients avaient
deux des trois criteres remplis. En comparant temées concernant les patients septiques
par rapport aux contréles : le score de vélocitéphks bas, I'index d’hétérogénéité est plus
élevé, la densité capillaire est moindre. Cinquéwié pourcent des patients survivent jusqu’a
leur sortie de I'hdpital. Le score de vélocitéendiex d’hétérogénéité sont plus perturbés chez
les non survivants, mais pas la densité capilldies autres facteurs « macroscopiques »
différents entre les survivants et les non-suniivasont la pression artérielle moyenne
(PAM), le score SOFA et plus particulierement satipacardiovasculaire, et les lactates
sanguins. Le score de vélocité est corrélé a la PétNhversement corrélé a la composante
cardiovasculaire du SOFA, l'index d’hétérogénéist mversement corrélé a la PAM, et
positivement corrélé a la composante cardiovaseutti SOFA. La SvO2 était inversement
corrélée a I'index d’hétérogenéité et a la densagillaire. Les limitations de cette étude sont
'absence de mesures séquentielles chez un pat@mmé pendant toute la durée de la
réanimation (6 heures), et I'hétérogénéité du mdnaenla mesure suivant les différents
patients. Cette étude, contrairement aux étudegeates, trouve une corrélation entre des
données microcirculatoires et macrocirculatoiresdlet parametres d’oxygénation globale.
Une des hypotheses expliquant ce phénomene pougtest I'étude précoce de la
microcirculation. Les indices de perfusion microuaiatoires sont plus séveres chez les
patients non survivants que chez les survivantergpeis regardés tét pendant une EGDT.
Cette étude prouve que les anomalies microcirculait@s sont tres précocesle lien de
cause a effet entre anomalie microcirculatoire ertafité n’est évidemment pas prouve,
puisque ces anomalies peuvent aussi représergenaé des patients sans que ces anomalies

soient délétéres par elles-mémes.

e. Les anomalies de la microcirculation détectées p&PS sont
hétérogenes suivant I'endroit étudié

Cette année également, I'équipe d’fifcea montré quedes modifications de la
microcirculation étudiées de fagon simultanée en blingual et au niveau de colostomies
ou d’iléostomies n’étaient pas corrélées entre efleau £ jour du sepsis Cela signifie que
les criteres de jugement d’'une éventuelle étuddasgterait des thérapeutiques guidées par la

microcirculation sont extrémement difficiles a «ini Evidemment I'accessibilité a une
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stomie digestive n’est pas le lot commun alors dmedangue est quasiment toujours

accessible.

SYNDROME DE DEFAILLANCE
MICROCIRCULATOIRE ET
MITOCHONDRIALE (MMDS) LORS DU

SEPSIS

Logo du MMDS lors du 2™ congrés consacré a ce syndrome en 2005

|. LA MICROCIRCULATION ENTRAINE
UNE HYPOXIE

1. Notion d’unités microcirculatoires “fragiles”

La vidéofluorométrie de NADH a permis a I'équipe @an Ince de mesurer les
changements d’oxygénation au niveau du myocardea®. En condition d'ischémie, le
signal est fort indiquant des taux élevés de NAD# reperfusion du myocarde aprés cette
période d’'ischémie montre une inhomogénéité depenfusion —c’est-a-dire que des unités
retournent en normoxie moins vite que d’'autreseeetau niveau de I'endocarde comme de
I'épicardé®’. Cesunités microcirculatoires fragiles (UMF) sont les premiéres & devenir
hypoxiques lors d’'une augmentation trop rapide aldréquence cardiaque. Pour un cceur
donné, ces zones sont toujours localisées au mémeoie Par des techniques de

phosphorescence et l'injection de microsphérese lacprouvé que ces UMF étaient des
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capillaires. Ce résultat est corroboré par uneyaratrés finein vivo **® au niveau du
myocarde de rat également qui apporte comme reresignts supplémentaires que les unités
microcirculatoires qui sont bien oxygénées jouxtentartérioles alors que les UMF jouxtent
les veinules. Dans un modéle d’endotoxinémie caeat|, Incé®* a montré que I'inhibition de
la synthése de NO par les NOS “éclairait” les UMiez les rats septiques et non chez les
contréles. De plus, 'augmentation du débit cormmat de la consommation en @trouvée
chez les rats septiques était annulée par l'inbibides NOS.

Ces observations fondamentales de Ince 'amengregnger queces UMF peuvent
exister dans tous les organes et devenir a risquéhgipoxie lors du sepsis”.
Les villosités intestinales peuvent selon lui éggardées comme des UMF de l'intestin. En
effet, la proximité immédiate de I'artériole nouiére et de la veinule affluente a la base des
villosités résulte en un shunt diffusionnel desr@otes vers les veinules, shuntant ainsi la
microcirculatio®’. Cette vulnérabilité anatomique d’apport ep €3t bien connue dans le
sepsis. Au niveau rénal, I'étude du ratio du déhitguin entre cortex et médullaire grace a
des microsphéres prouve que le cortex est plusldréyrs du sepsf€®> Dans le muscle
squelettique du chat, par la méme méthode de Bueree au NADH, une équipe n'a pas
retrouvé d’'UME®, C'est peut-étre une des explications de la redatésistance du muscle
dans le sepsig"?®>

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre crées a gardes codes de champs de mise en
forme.

2.Le « PO, gap » et le shunt microcirculatoire

L’existence d’'UMF implique directement la présert® shunts microcirculatoires et
devrait impliquer des valeurs de PO2 microcircutatplus basses que les valeurs de PO2
veineuse. Gutierrez I'a prouvé au niveau du musgleslettique de lapiti et Ince au niveau
de riléon de cochafl’. Dans ce dernier modéle de choc hémorragique O2 §ap était
annulé par le remplissage par des cristalloides.

Ince met alors au point un modéle d’endotoxémiez cleecochon ou la perfusion
continue lente de LPS est stoppée quand la preasiénelle a chuté de 25 %. Le PO2 gap
augmente au cours du temps dans ce modele etla’pstmiere variable a se détériorer en
méme temps que le PCO2 de la tonométrie gastriged?O2 gap est plus important dans le

choc septique que dans le choc hémorragique (guiref 18).
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Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créés a gardes codes de champs de mise
en forme.
Quels sont les mécanismes pouvant expliquer ce stumicrocirculatoire ?

* Des anastomoses anatomiques artérioveineuse8alisant un shunt convectif. Ces
shunts existent effectivement dans différents cggacomme le myocartié et le
pancréaS®. Dans le sepsis une étude retrouve une augmemi@dices anastomoses
dans le muscle squeletticid®

* Une diffusion directe de I'O, des artérioles vers les veinules avoisinantese
mécanisme a été montré par des spectrophotoméidhémoglobine sur cellule
unique dans le muscéfg, dans les coronaires en cas de bas H&bit

* Uneinhomogénéité architecturale microcirculatoire ou «ol vasculaire » ou des
unités détournent une partie du débit par vasaditat sélectiv®® et on peut imaginer
gue des microthrombi et I'cedeme interstitiel rences dans le sepsis pourraient
aggraver ce type de shunt

* Une incapacité de I'hémoglobine a délivrer son Opendant son temps de transit

capillaire®™ et ce d’autant que les conditions de saturat@neuse sont basses.

La translation en clinique de ces notions impliguebablement si cette théorie de
shunt est vraie que l'utilisation de vasopressaupsobablement un codt microcirculatoire et
gue ces médicaments augmentent probablement |¢ gh@existant ou le créent. Les études
de tonométrie gastrique montrent par exemple ur@iaration par les inotropes des variables
globales et régionales mais laissent 'estomacxdgse. Cette théorie a été aussi le début du
rationnel pour proposer des vasodilatateurs dadsde septique®.

Un autre traitement qui peut améliorer I'oxygénatioicrocirculatoire est 'utilisation
de solutions d’hémoglobine qui améliorent I'oxygeéoa tissulaire et améliore I'extraction en

02 dans un modéle expérimental.

Le déficit d’extraction en O2 dans le sepsis @re expliqué en théorie par ces unités
UMF ou par la mitochondrie elle-méme et cette raspbilité de I'un ou de l'autre fait encore
débat. La présence d’anomalies microcirculatoiees snomalie mitochondriale dans certains
modéles fait pencher la balance vers une respditéabitiale de la microcirculatioit®.

Ces notions de Pyap et de shunt microcirculatoire peuvent expliqaairquoi des
patients peuvent avoir des valeurs hémodynamiql@salgs satisfaisantes, des valeurs
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d’oxygénation générale (Sy@u SvcQ) normales avec une perturbation microcirculateire

une dysoxie tissulaire, notion appelée choc « aypt».

Erreur ! Des objets ne peuvent pas étre créestia gpas codes de champs de mise en forme.

II. LA THEORIE DE LA CYTOPATHIE
HYPOXIQUE

Cette théorie a été énoncée par Fink en ¥997a théorie de Fink est que les altérations
du métabolisme cellulaire lors du sepsis doivemtbablement étre liees a unéficulté
intrinséque de la cellule a utiliser I'G, disponible plus gu’une difficulté de I'organisme de
délivrer 'O, aux celluled®,

1. Les arguments dans les modeles animaux

Si I'hypoperfusion était le déterminant principa h dysfonction cellulaire septique, les
valeurs de pression en oxygéne au niveau des tiesuaient se trouver abaissées. C’est tout
linverse que I'on constate dans les modeles amimada PO, tissulaire est normale ou
augmentée lors du sepsis.

Dans un modéle de CLP chez le rat réanimé larR@sculaire squelettique est identique
chez les rats septiques par rapport aux conff8ledotchkiss montre dans un modéle de
sepsis chez le rat par l'absence de rétention dlanivé radiomarqué se fixant aux
macromolécules en conditions hypoxiques (féFljioroinsonidazole]), que le muscle
squelettique et le foie ne sont pas hypoxiquesayort aux controlé’.

Dans un modéle de LPS chez le porc réanimé, VanekrMouve une POmuqueuse
iléale augmenté:’. Dans un modéle de LPS chez le rat, c’est la Péicale qui est
augmentég&? Une autre approche renforce cette impressionansiegarde grace a de la
spectroscopie dans le proche infrarouge le statldx du cytochrome oxydasezatans un
modéle de sepsis chez le babouin par injectioncdlEvivant™®, il apparait au bout de 18

heures une diminution du taux de réduction de aatteyme, qui peut s’interpréter comme
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soit un défaut de I'enzyme a accepter des électsmisune diminution de la disponibilité de
substrats équivalents réducteurs (NADH et FAD). Dare modéle, cette cytopathie
hypoxique semble donc étre « tardive ». De fagdéréssante aussi, les taux de réoxydation
de I'enzyme apres des ischémies répétées au garant au début de I'étude (au temps 6
heures) diminués. Cela indique probablement au sggngcoce une baisse de la délivrance en
0..

2. Les arguments chez 'lhomme

Les arguments chez 'homme en faveur de I'existeleceette cytopathie sont que si une
approche trés précoce et trés agressive de I'cgditon de la saturation veineuse epn O
améliore grandement le pronostic des patients @&ndétchoc septiqt, cette approche est,
au mieux inefficac8>*°voire déléterd’ si elle est menée plus tard dans I'histoire disisep
Ce n’est donc pas I'essence qui manque a la ponaje|topercule du réservoir qui n’est pas
completement ouvert’laugmentation de la délivrance en O2 n’améliore ps le pronostic
lors du sepsis.

De plus,la PO2 est normale ou augmentée chez 'homme darsrhuscle squelettique

notamment?1831°

3.Les mécanismes proposes :

a. L’inhibition de la pyruvate déshydrogénase (PDH)

Le produit final de la glycolyse est le pyruvatel geut soit étre réduit en acide
lactique, soit entrer dans le cycle des acideartrmxyliques. La PDH catalyse la formation
d’acétylcoenzyme-A en présence de NAD+ et de caaeezi. A part le rétrocontrble par les
produits finaux de la chaine, la phosphorylatiamejain réle primordial dans la régulation de
'enzyme :

e La PDH kinase catalyse la phosphorylation de la P&Hdonc
I'inactive
e La PDH phosphatase catalyse sa déphosphorylatiactte
Or l'activité de la PDH kinase est diminuée dans lenuscle strié lors du sepsis diminuant
ainsi I'activité de la PDH**%3%
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L’exces de pyruvate va provoquer une augmentationwtaux de lactates qui n’a donc

pas de lien avec la baisse de la délivrance en.O

b. L'inhibition du cytochrome a,az par le NO

Méme a des concentrations physiologiques, le NOcaptble d’inhiber de facon
réversible mais rapide le cytochrome aa complexe IV de la chaine respirattité?” Le
NO rentre en compétition pour se fixer sur le clitome agsur le méme site que 5532
expliquant une inhibition encore plus importantecenditions de faibles PQocale. Dans le
contexte du sepsis on a déja vu que les taux dgpdi@aient étre augmentés de facon tres

importante.

c. L’'inhibition par le péroxynitrite des enzymes
mitochondriales

Le peroxynitrite est un dérivé prooxydant non ratiize provenant de lI'association de
'O2°" et du NO°. Dans le sepsis, la formation de perisiign est augmentée. D’une part la
mitochondrie génére en permanence un fond conti@2°d par le biais des boucles
enzymatiques impliquant le coenzyme,Ql'autre part la disponibilité du NO est augmentée
y compris au niveau de la mitochondrie elle-méme mput en synthétiser via une NO
synthase mitochondriafé3*
Au laboratoirein vitro, le peroxynitrite inhibe de facon irréversible la respiration
mitochondriale.
Le péroxynitrite inhibe :
« La FOF1ATPase qui phosphoryle 'ADP en ATB*
« Le complexe £*°
« Le complexe IF*’

e L’aconitase®3®33°
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L’aconitase est une enzyme du cycle des acidearlioxyliques qui convertit le citrate en

isocitrate.

d. L’hypothéese de la poly(ADP-ribose) polymérase

La PARP-1 est une enzyme nucléaire qui participa @éparation de I'ADR®, sa
réplicatiort*! et qui est impliquée dans I'apoptd¥eUne fois activée par les cassures simple
brin de 'ADN, elle catalyse le clivage du NAD+ ekDP-ribose et nicotinamide et la
polymérisation des ADP-ribose en homopolymeres olg(ADP-ribose). Or ces cassures
simple brin peuvent étre provoquées par différemtydants. Parmi ces oxydants, le
peroxynitrite active la PARP-1 et peut donc parbi@is également inhiber la respiration
mitochondrialé®. Cela est vrai également dans les macrophagegsittiet dans les cellules
musculaires lisses vasculaif&sL’activation de la PARP diminue le contenu cellulaie en
NAD*/NADH. In vitro, une expérience élégante a été menée sur detesdllaco-2°. Ce
sont des entérocytes humains. L'incubation de e#iales avec du cytomix, un mélange de
TNF-a, d'IL1p et d'IFN-y, diminue la consommation d’oxygéne de plus de ®B0%e facon
significative les taux de NADNADH. Si le milieu est lavé, la consommation esstaurée.
Par ailleurs elle est restaurée par des piegeu@®2dede NO, des catalyseurs de dégradation
du peroxynitrite, par un inhibiteur de PARP-1. Hiigant des liposomes pour que I'apport de
NAD+ soit possible pour la mitochondrie, les tawe réspiration mitochondriale approchait
les 85% des valeurs contréles.

Par ailleurs/)inactivation de la PARP-1 dans des modéles animaucette fois permet
de prévenir la dysfonction contractile vasculaismsldes modéles de LPS chez les’tat®
de diminuer la mortalité dans des modéles de pététdactérienne létale chez le ptc

De plus, les souris KO pour le PARP-1 sont relatigat résistantes aux effets |étaux du
LPS®%3*L | "ajout de sérum issu de patients septiques su @ patients controles a des
cellules HUVEC (human umbilical vein endothelial llge diminue la respiration
mitochondriale environ de moitié, ceci étant prévear un prétraitement par un inhibiteur de
NOS ou un inhibiteur de PARP.
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Ill. LA DYSFONCTION MITOCHONDRIALE
EST ADAPTATIVE

La théorie que les anomalies mitochondriales sdaptatives est défendue notamment
par 'équipe de Mervyn Sing®&f. En effet, les patients en état de choc septigéseptent une
mortalité d’environ 50% seulement. Si les tissasedit tous hypoxiques avec des dommages
cellulaires, ils devraient étre irréversibles, @mEcrose tubulaire aigué ne conduit quasiment
jamais & 'hémodialyse définitive, les hépatites fulminantes sont extrémement taredu
choc septique. De plus, méme au stade de l'autolesieanomalies histologiques a type de
nécrose ou d’apopto$é sont extrémement rares. Toutes ces constatatiopgesent un
déficit fonctionnel plus qu’organique et donc pbssinent réversible. La sévérité du sepsis
est corrélée a la baisse de la consommation gh® @t inversement corrélée a une
augmentation de la pression tissulaire efd®Q&ans un contexte de diminution du nombre de
vaisseaux perfusés au niveau microcirculatoireOn pourrait rapprocher ce phénoméne a
I'effet « Robin des Bois » au niveau microcirculegdors de I'exposition & I'hyperoxi&’, ou
les vaisseaux se vasoconstrictent dans les teestbien oxygénés et redistribuent de ce fait
le débit microcirculatoire vers les unités microaiatoires moins oxygénées.

La persistance de taux d’ATP est associée a ldaesahez les patients en état de choc
septique, alors que le complexe | au moins de HEnehrespiratoire a été inhibé, ce qui
suggere la possibilité pour les cellules de rédlgte métabolisme. Singer propose que les
cellules se mettergn état d’ « hibernation » pour augmenter les chances pour un organe
donné de récupérer sa fonction une fois l'orageségas’our Singer les mécanismes
d’'induction de cette hibernation sont dépendants ayéokines d’'une part et dusysteme
endocrinien d’autre part. Les hormones de stress sont sécr&éesle la phase aigué :
cortisol, catécholamines, vasopressine, glucagmmméne de croissant® Toutes ces

hormones ont pour but, ou en tout cas comme ptéptidider a maintenir une circulation et
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une oxygenation efficaces. Elles provoquent unereungation des substrats énergétiques sous
forme de glucose, acides gras, et acides aminéprquiennent des stocks de l'organisme,
tout spécialement le foie et le muscle et ellevargent la synthese de '’ATP mitochondrial
et non mitochondrial. La consommation totale en (®2) est augmentée, avec un
meétabolisme qui peut étre multiplie par deux. Emalele, les fonctions gonadiques et
'anabolisme sont mis au repos. Il existe une insuésistance dans laquelle le NO via
I'activation de I''INOS®!, les cytokines et les hormones de stress ontréitguéed®

Dans la phase plus tardive, en terme d’heures gauls, le profil hormonal se modifie
substantiellement avec une diminution importante @ex de vasopressine, une diminution
de la réponse a I'ACTH malgré une cortisolémie radan un syndrome d’euthyroidie
clinique®®,

De plus I'amplitude des variations des taux sargydi; ces hormones peut étre corrélée
au pronostito32

La mitochondrie possede de&écepteurs aux glucocorticoides et aux hormones
thyroidiennes™®®.

Le statut thyroidien est corrélé a la consommation d'oxygene, a la ymton
maximale d’ATP, et & la fois la quantité et I'aite des enzymes respiratoif&s®® Un
exces d’hormones thyroidiennes augmente le taugydéhése maximale d’ATP mais en
réduit son efficacit®®. Le tableau d’euthyroidie clinique peut peut-&par analogie
s’associer a une diminution de la respiration nhitowriale mais qui devient plus efficace.
Un argument en clinique est que la )/@lépendance chez des patients en sepsis étaiEeeorr
aux concentrations deszTet de T, dans le plasma, mais pas aux taux de lactates, de
catécholamines, ou de corti¥d]

L’'impact des corticoidessemble dépendre plus de la durée d’expositiorez ¢ rat,
un stress aigu augmente I'activité du complexedlys qu’un stress chronique intermittent
diminue la fonction mitochondrial€'

Les catécholaminesinduisent une augmentation aigue d’activité mitouatriale, de
VO, et d’ATP.

L’inhibition de la respiration mitochondriale pae INO, les ROS couplée a une
réduction de la stimulation hormonale et le rétradile positif de la diminution de la
demande métabolique concourt a une diminution gedduction d’énergie. La baisse de la
formation de I'ATP, elle aussi, exerce un effetatéfgsur les voies métaboliques.
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L’équipe de Singer a développé récemmenimaaéle de péritonite réanimée chez le
rat avec un sepsis chroniquet ses résultats étayent cette théorie d’étiolb@génergétique
de la défaillance multiviscéralé.

Brealey vient de montr&® chez 'homme que l'altération de la fonction mhoadriale
musculaire associée a utéplétion en ATP était corrélée a la mortalité

Cependant la mitochondrie intervient dans de nooda® autres voies physiologiques dans la
cellule, commel’homéostasie du calcium le métabolisme lipidique, le métabolisme
protidique, la régulation des ROS, et I'apoptose dia cellule®”

Une étude tres intéressante appuie récemment tbése d’une anomalie autre que sur la
chaine respiratoire elle-méfiie Elle utilise I'analyse de lprotéomique des mitochondries

de foie lors d’'un modele d’endotoxémie chez lenféfianimé.

La pathogénie de la dysfonction mitochondriale dEnssepsi&® est complexe. Une
inhibition directe de la respiration mitochondrigdar de nombreux acteurs du sepsis est
possible : en effet le NO, les ROS, et d’autresiatédrs inflammatoires peuvent directement
linhiber.

» Le NO
(comme le CO) se lie de fagon compétitive avee BOr le cytochrome oxydase (complexe
IV), diminuant ainsi son activité enzymatique d'upart, bloquant ainsi le transport
d’électrons et amenant a la formation d’anion soygte Q~
Comme l'inhibition du complexe IV par le NO est qodtitive avec I'02, il s’ensuit que s'il

préexiste une hypoxie cellulaire, le complexe skaatant plus inhib&’.

» Les modifications endocrines
Les hormones thyroidiennié$ les hormones sexuelf&*° [linsuline®®, les
glucocorticoide®? et la leptind® peuvent moduler positivement autant de fonctions lg
production énergétique, la synthése protéique, eidgenese des mitochondries.
Or, des syndromes de bassé®¥®® I'insulinorésistanc&®, l'insuffisance surrénafd’=® des
taux circulants bas de leptifié ont été reportés chez les non survivants par ragno

survivants lors de sepsis prolongés.

A c6té del'inhibition fonctionnelle de la chaine respiratoire, il semble quetigulation des

genespuisse intervenir pour la formation de nouvellestgines de la chaine respiratoire. Par

73



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitoddriale dans le Sepsis

exemple, chez des volontaires sains, I'administnat’endotoxine diminue I'expression de
géenes de leucocytes circulants codant dAIFP synthase et pour desprotéines de la
chaine respiratoire®®.

V. IMPACT DES MEDIATEURS INITIAUX
DU CHOC SEPTIQUE SUR LA
MITOCHONDRIE

1.Le TNF-a, voie des sphingolipides et apoptose

Le TNF, en se fixant sur son récepteur spécifique TNFRitlve la sphingomyélinase
qui va cliver la sphingomyéline en céramide et phosylcholine.

Les concentrations de TNEet de céramides sont retrouvées élevées dansdeesdes
tissus de patients septiqties
Le céramide est capable d'activer les caspasescagsases sont des enzymes trés actives
biologiguement et qui peuvent agir au niveau duancst de la mitochondrie.
Les dérivés des céramides favorisent la transitien perméabilité de la mitochondrie
(TPM)*%, et donc le relargage de cytochrome c vers lesoftt, I'activation de la caspase 3
effectricé® et donc la mort cellulaire par apoptose. BAX, unnpoteur de I'apoptose, est
colocalisé avec les céramides au niveau du folgoatide 4 heures d’un challenge au LPS, et
leurs capacités & induire une transition de perifigabont synergiqué®. Un prétraitement
par cyclosporine A inhibiteur de cette transition de perméabilitétpge de la dysfonction
de la membrane interne de la mitochondrie maisdead&ugmentation de la perméabilité de
la membrane exterfi&.
La surexpression de Bcl-2un inhibiteur endogéne de BAX, diminue I'apoptose intestinale

é98;399

et lymphocytair et améliore la survie dans des modeles de sepsis.
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Cependant la mort cellulaire —je veux dire la pertgeche » de cellules- est probablement
insuffisante pour expliquer la défaillance d’orgamhas du sepsis.

Les mitochondries par contre ont une vie plus @aqtte la cellule et sont donc synthétisées,
probablement suite & des signaux nucléditeOn en connait plus sur leur fin: les
mitochondries sénescentes sont d’abord dégradéedegaenzymes endogenesitplyse),
puis digérées complétement par les lysosomes dplagme gutophagie)*®>

De plus, a fortes doses (millimolaire), les céramithhibent la phosphorylation oxydative et
accélérent la production de RS Les mitochondries sénescentes sont plus sustepéba
transition de perméabilit® et cette transition de perméabilité promeut I'ahtgie par des
mécanismes non élucidds Il n’est donc pas étonnant qu’un agent agissaniespore de
transition, le TNFa, accélére la clairance des mitochondries deslesllparenchymateuses
en quelques heur®s

Dans un modele non létal de sepsis, une déplétiaytchromes était noté a J6 du début du
sepsi§”’. Il semble élégant de penser que la phase de é&ttign du sepsis nécessite un
renouvellement des mitochondries qui subissent g@nda phase aigue déja trop de
« challenges » métaboliqui& Lors de la phase de récupération du sepsisetiasl) chez les
survivants d’'un choc septique, il apparait que éaanation de la respiration mitochondriale

est corrélée de fagon positive avec la récupéralioia fonction des orgariés

2. Stress oxydatif

La majeure partie des ROS formés est issue derzatmn d’anion superoxyde par diversion
d’électrons du complexe | qui se fixe a 'oxyge@et anion superoxyde va immédiatement se

combiner au NO pour donner naissanc@ewxynitrite *'°

ou étre réduit par la SOD.
La balance prooxydant/antioxydant est désequililméedu sepsis.

Dans les « entrées # y a unealtération de la phosphorylation oxydativedétournant

des électrons dans la formation d’anions supercxgtieonnant naissance au peroxynitrite.
Cette altération de la phosphorylation oxydativdefait de :

* L’induction de la transition de perméabilité

« Des dégats structuraux de la membfahe

« Laltération du fonctionnement des cytochroff&§"
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Le peroxynitrite peut altérer de facon réversible ou irréversildefdnctionnement de

nombreuses protéines mitochondriales. Notammepeiit inhiber le complexe'f et les

complexes Il et V de la chaine respiratoire d'urset,pet d'autre part il peut inhiber

I'aconitase.

Dans les « sorties »

hY

La MnSOD, superoxyde dismutase a manganésé une enzyme antioxydante
spécifigue de la mitochondrie.Elle catalyse laransformation d’anion superoxyde
0O,°" en peroxyde d’hydrogéne .8, détoxifié par la glutathion peroxydase pour
donner de I'’eau ou par la catalase.

Le LPS™ et le TNF-o**® induisent I'expression de la MnSOD probablement en
réponse & la formation des radicaux liBté<Cette augmentation d’activité serait peut
étre suffisante a enrayer la production d’anioneesoxydes mais

I'activité de la catalase est compromise dans le pss*® L'accumulation de
peroxydes d’hydrogéne entraine la formation deceadié hydroxyles OH°par la
réaction de Fenton (en présence de Fer libre) dormaation de radicaux alkoxyles a
partir des lipides péroxydés. Les radicaux hydrexyet alkoxyles réagissent a leur
tour avec de nombreuses molécules biologiques setmiembranes lipidiqués, y
compris des composants mitochondri&tipromouvant probablement encore plus la

formation de radicaux libres selon un cercle vigieu

3. Altérations métaboligues

a. Cycle de l'urée

L’expression de la CSP-1 qui catalyse la premiereéaction du cycle de l'urée et de

'OTC (ornithine transcarbamylase) qui catalyse ladeuxieme réaction du cycle de l'urée

est augmentée 4 heures aprés l'injection de LR$ez le félin réaninfé’. Ces résultats sont

en accord avec une augmentation de ces enzymeslaugmentation de la glutamine et de

'ammoniaque (substrats de la formation de l'urd@)s le foie dans un modele de CLP chez
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le raf?> Par ailleurs la consommation splanchniquargihine -a la fois métabolite
intermédiaire du cycle de l'urée et substrat déofanation de NO- augmente de facon tres
importante dans le sep&$*?* On pense que les stocks d’arginine sont de piyses faibles

au cours du sepsis et que cela se traduit parysiechunité?>.

b. Métabolisme des lipides

On a retrouvé une diminution des enzymes clés daboisme
lipidique dans le foie apres LPS. L'HMG-CoA syrgbaliminue énormément dans les
mitochondries, ce qui a des implications sur l@agéhese, le métabolisme du cholestérol et

des hormones associées.

O
VDAC
| D Q |
PTP

ANT

O

CP

Outer

membrane

Inner

membrane ATPase

RNS

MnSOD ; x Aconitase

77



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitoddriale dans le Sepsis

RESULTATS
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

La préoccupation constante de vouloir comprendre playsiologie et la

physiopathologie des patients de réanimation emrassez naturellement a vouloir s’aider de
modeles expérimentaux chez I'animal et d’étudesalies chez ’'homme.

Les travaux présentés ici se divisent en deux g=apdrties :

o |'étude de la modulation de la microcirculation :

o la sédation chez 'homme et ses perturbations suialmicrocirculation
cutanée

o la protéine C activée qui permettait de moduler lamicrocirculation et
d’étudier une nouvelle hypothese physiopathologiquelimplication de

l'altération du glycocalyx sur la microcirculation dans le sepsis chez le rat

Cela a permis l'acquisition des techniques de {dsepler et aussi la compréhension du
phénomeéne d’hyperhémie post-occlusive chez I'honthume part, et d’avancer dans la
recherche de solutions pour améliorer nos techsigieemicroscopie intravitale, notamment
I'utilisation de la dihydrorhodamine 1,2,3, et léflexion sur la possibilité de mise en

evidence du glycocalyx et de sa modulation.

e l'apport darguments forts pour l'implication du po tentiel de
membrane mitochondrial et de sa modulation dans lasurvenue de
dysfonctions d’organes et dans la mortalité.
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Cela a permis de développer dans notre laboradeirmuvelles méthodologies qui étaient
primordiales pour confirmer les résultats sur lacton mitochondriale: la mesure de la
pression d’oxygene par respirometre de haute riésolules techniques d’isolement des
mitochondries et enfin la mesure directe du pogémiitochondrial et I'étude de la tolérance
au calcium de ces mitochondries.

Tout au long de ces travaux, l'idée était de garder vision intégrée au possible des
modeles et de ne pas se laisser aller a ne réflalei sur de’ih vitro. Notamment, nos
résultats sur la protéine C activée ont eu au déper impulsion clinique et sont en train de
se concrétiser en retour sur une étude cliniquecaurs pour confirmer nos résultats

expérimentaux chez ’lhomme, et je I'espére biemité&s encore...

Article n°1

La question posée dans ce travail est I'impact e’wedation habituelle en
réanimation, association de benzodiazépines et dehimiques, sur la microcirculation
cutanée. Nous explorons la réponse microcircukatouitanée par la technique de laser-
doppler a I'état de base et avec une épreuve dthgp@e réactive post-occlusive.

La méme séquence est répétée pour chaque nouviEnt pantroduire une benzodiazépine
dans un premier temps, puis un dérivé morphinigalesdun deuxiéme temps. Ce dessin
d’étude que nous avons choisi ne permet donc pasliddualiser les effets du dérivé
morphinique seul sur la microcirculation cutanéexAloses de sédation que nous utilisons
dans l'étude, il y a une baisse significative attende pression artérielle, sans baisse de la
fréequence cardiaque ni du débit cardiaque, sarssdaie la PtcO2 ni de la PtcCO2. Le flux
basal cutané est augmenté par les benzodiazépimesprété comme induisant une
vasodilatation. L'épreuve d’hyperhémie apres ldysson de benzodiazépines montre un pic
d’hyperhémie plus faible par rapport a avant. PHdeuss la vasomotion est également

amoindrie.

Nous pensons avoir étudiés les effets propres dee redation sur la microcirculation
puisque :
» La ventilation artificielle, induisant probablemeaut moins indirectement des

altérations microcirculatoires, était débutée deplils de 24 heures.
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* Nous avons éliminés ou corrigés une éventuelleovylémie chez nos
patients par un test de remplissage avant le dédsitexplorations et aprés
mise en route de la sédation si la pression afrsystolique baissait en-
dessous de 90 mmHg de systolique.

* Une différence interindividuelle trop importante ssrme de sensibilité a la
sédation puisque méme si le début de la sédatainh igstauré a des doses
fixes rapportées au poids, elle était ensuite @dapt un score de sédation
validé. Il parait d’ailleurs important non seulermde se dire que le niveau de
sédation soit adaptée pour chacun d'une part, ma€si que la douleur ou
'anxiété n'ajoute pas des effets macro ou micrdatoires confondants.

Pour éviter les biais liés a la mesure laser-dopfde patients restaient dans la méme

position tout au long de I'étude, et I'appareilrdesure restait attaché au méme endroit.

La distribution des fréquences de vasomotion alaantise en route de la sédation est
plus importante penant I'épreuve d’hyperhémie, suggt une potentialisation de la
vasomotion par I'’hyperhémie. La benzodiazépinebiatdet effet, ce qui peut étre interprété
comme une moins bonne réactivité si une ischéni@ive apparait. La signification de la
vasomotion reste sujette a controverse. Cependang les résultats nous montrons que le
délai avant le pic, le pic absolu lui-méme sontisd®s lors de I'épreuve d’hyperhémie
suggérant aussi une altération de la réponse Béfige lors de la sédation par la
benzodiazépine.

L’avantage de cette technique Laser-doppler estaspect dynamique. Méme sans le
prouver de fagon indiscutable, nous montrons quiédation « banale » en réanimation peut
amener a une altération de la microcirculation peut par exemple augmenter le shunt
microcirculatoire ou en tout cas altérer la répoaskischémie de la microcirculation en

situation critique.

C’est la premiere fois que les effets de la sédatior la microcirculation sont étudiés sur des

patients en réanimation.

Les conséquences pratiques issues de cette étudguso:
1. Le sepsis pourrait aggraver de facon synergiquadalitive ces anomalies mais cela

reste a montrer
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2. Si nous voulons étudier la microcirculation danséesis il ne faut pas faire varier la
sédation (et pas seulement comme nous aurions ymiynattendre pour ne pas faire
varier la contractilité cardiaque ou la pressiagériglle moyenne) pour ne pas induire

d’anomalies microcirculatoires supplémentaires.
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Abstract

Introduction Sedation is widely used in intensive care unit (ICU)
patients to limit the risk of pulmonary barotrauma and to
decrease oxygen needs. However, adverse effects of sedation
have not been fully evaluated; in particular, effects of
benzodiazepine and opiates on microcirculation have not been
extensively studied. The aim of this study was to evaluate the
microcirculatory effects of a sedation protocol commonly
prescribed in the ICU.

Methods Ten non-septic patients under controlled ventilation
requiring sedation for therapeutic purposes were enrolled in a
prospective observational study conducted in an ICU of a
university hospital. Sedation was conducted in two successive
steps: first, each patient received midazolam (0.1 mg/kg per
hour after a bolus of 0.05 mg/kg, then adapted to reach a
Ramsay score of between 3 and 5). Second, after one hour,
sufentanil was added (0.1 ug/kg per hour after a bolus of 0.1
ng/kg). Arterial pressure, heart rate, cardiac output determined
by transthoracic impedance, transcutaneous oxygen (tcPO,)
and carbon dioxide (tcPCO,) pressures, and microcirculatory
blood flow determined by laser Doppler flowmetry at rest and

during a reactive hyperaemia challenge were measured before
sedation (NS period), one hour after midazolam infusion (H
period), and one hour after midazolam-sufentanil infusion (HS
period).

Results Arterial pressure decreased in both sedation periods,
but heart rate, cardiac output, tcPO,, and tcPCO, remained
unchanged. In both sedation periods, microcirculatory changes
occurred with an increase in cutaneous blood flow at rest (H
period: 207 + 25 perfusion units [PU] and HS period: 205 + 25
PU versus NS period: 150 + 22 PU, p < 0.05), decreased
response to ischaemia (variation of blood flow to peak: H period:
97 = 16 PU and HS period: 73 + 9 PU versus NS period: 141
+ 14 PU, p < 0.05), and attenuation of vasomotion.

Conclusion Sedation with midazolam or a combination of
midazolam and sufentanil induces a deterioration of vasomotion
and microvascular response to ischaemia, raising the question
of whether this effect may further alter tissue perfusion when
already compromised, as in septic patients.

Introduction

Because of its role in blood-tissue exchanges, the microcircu-
lation is a fundamental element of the vascular network [1,2].
It has been long to recognise. It was only recently recognised
that numerous pathologic conditions like arteriosclerosis, arte-

rial hypertension, or diabetes alter the microcirculation,
explaining, at least in part, the observed tissue hypoxia [3,4].
More recently, sepsis, a major cause of death in the intensive
care unit (ICU), has been shown to induce microcirculatory
dysfunction, even in its early stage and in the absence of

A® = flow variation during reactive hyperaemia (A® = ®peak - Prest); Ppeak = maximum cutaneous blood flow during the reactive hyperaemia peak;
®rest = cutaneous blood flow at rest; cGMP = cyclic guanosine monophosphate; CMBC = concentration of moving blood cells; CO = cardiac out-
put; cpm = cycles per minute; H period = set of measurements obtained when the patients were sedated by midazolam; HR = heart rate; HS period

= set of measurements obtained when the patients were sedated by midazolam and sufentanil; ICU = intensive care unit; LDF = laser Doppler flow-
metry; MAP = mean arterial pressure; NO = nitric oxide; NS period = set of measurements obtained when the patients were non-sedated; SpO, =

percutaneous oxygen saturation; T;,, R=time to half flow normalisation; tcPCO, = transcutaneous carbon dioxide pressure; tcPO, = transcutaneous
oxygen pressure; Tpeak = time to reactive hyperaemia peak.
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circulatory failure [5]. These microcirculatory abnormalities
compromise tissue oxygenation and may contribute to organ
failure development [6-9].

Less attention has been paid to microcirculatory effects of
treatments used in the ICU, in particular sedation. In the ICU,
patients are often sedated in order to limit the risk of pulmo-
nary barotrauma and to decrease oxygen needs. Sedation also
facilitates daily care and diagnostic or therapeutic measures,
often painful for these patients. It guarantees the safety of rest-
less patients and improves their comfort. Due to the impor-
tance of this therapy, guidelines have been issued [10-12].
However, the consequences of drugs used for sedation have
not been fully evaluated; in particular, the microcirculatory
effects of benzodiazepine and opiates, the more commonly
used drugs for ICU sedation, have not been extensively stud-
ied. The aim of our study was to evaluate the microcirculatory
effects of a commonly prescribed sedation protocol, first by
using a benzodiazepine alone (midazolam) and, second, by
using a combination of midazolam and an opiate (sufentanil) in
ICU non-septic patients.

Materials and methods

Patients

This study was prospectively conducted during a six month
period in the ICU of the Calmette University Hospital (Lille,
France) after approval by our local ethics committee. Informed
written consent was obtained from each patient or the closest
relative. The study population included ten non-septic patients
under controlled ventilation for an acute respiratory failure and
requiring sedation in order to optimise mechanical ventilation.
In all patients, hypovolaemia had been either previously
excluded or corrected by a fluid challenge. The haemodynamic
status was stable for at least two hours before the beginning
of the study. Patients treated with drugs known to alter micro-
circulation, such as inotropic, vasopressor, or vasodilator
drugs, were excluded. Other exclusion criteria were sepsis, left
ventricular dysfunction, cardiac arrhythmia, peripheral arterial
disease, haemoglobin level of less than 8 g/dl, renal or hepatic
failure, and all pathologic conditions known to be associated
with microcirculation abnormalities.

Initially, patients were under controlled ventilation without any
sedation for at least 24 hours. Patients were evaluated for
study enrolment when the physician in charge decided to pre-
scribe sedation. Once the patient was included, a complete
set of measurements was obtained before sedation was pre-
scribed (NS period). Then, sedation was conducted accord-
ing to our routine protocol. First, patients received midazolam
(0.1 mg/kg per hour after an intravenous bolus of 0.05 mg/kg)
to reach a level of sedation ranging between 3 and 5 on the
Ramsay scale. If sedation was considered insufficient after 20
minutes, a new bolus of 0.025 mg was injected and the injec-
tion rate was increased by 0.05 mg/kg per hour. In case of
hypotension (systolic arterial pressure of less than 90 mm Hg),
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injection rate was decreased by 0.025 mg/kg per hour and
colloids were infused until the hypotension was corrected.
After one hour of sedation and when the targeted level of
sedation was reached, a second set of measurements was
obtained (H period). Second, sufentanil (0.1 pg/kg per hour
after a bolus of 0.1 pg/kg) was added to midazolam (0.1 mg/
kg per hour). If sedation was insufficient after 20 minutes, a
new bolus of 0.05 pg was injected and the injection rate
increased by 0.05 ng/kg per hour. In case of hypotension or
bradycardia, the injection rate was decreased by 0.05 ng/kg
per hour and colloid infusion (25 ml/minute) was started. The
targeted level of sedation and recordings were the same as for
the preceding step (HS period).

Measurements

A complete set of measurements included heart rate (HR),
mean arterial pressure (MAP), percutaneous oxygen saturation
(Sp0,), cardiac output (CO), transcutaneous oxygen (tcPO,)
and carbon dioxide (tcPCO,) pressures, and cutaneous blood
flow at rest (®rest) and during hyperaemia. CO was measured
by transthoracic impedance (Bomed NCCOM 3; Bomed,
Irvine, CA, USA) using a lateral spot electrode configuration
and incorporating the Sramek-Bernstein equation [13]. The
mean of five consecutive determinations of CO was recorded
as CO. A satisfactory agreement between this non-invasive
method and thermodilution had been observed in critically ill
patients under mechanical ventilation, and reproducibility is
comparable to reference techniques [14,15]. tcPO, and
tcPCO, were continuously recorded (Kontron Instruments,
Basel, Switzerland).

Cutaneous blood flow was measured with a laser Doppler
flowmeter probe and device (Periflux PF4; Perimed AB, Stock-
holm, Sweden). This technique allows real-time and continu-
ous monitoring suitable for cutaneous microcirculation
inquiries [16,17]. Laser Doppler flowmetry (LDF) had been
previously validated in animals and humans by the thermal
clearance technique, in vivo microscopy, and plethysmogra-
phy [18,19]. Different signals are available: velocity, concen-
tration of moving blood cells (CMBC), and their product, flow.
Cutaneous blood flow was measured at rest and during reac-
tive hyperaemia, and values were expressed in perfusion units.
The laser Doppler signal was continuously registered on a per-
sonal computer. The gain was adjusted to 1, the cutoff fre-
quency to 12 Hz, and the time constant to 0.2 seconds. A
constant back-scattered light of at least 30% of the emitted
light indicates an adequate contact of the optical probe with
the tissue surface. Before each patient was studied, a calibra-
tion based on the random Brownian motion of small scatterers
in an emulsion (Periflux motility standard; Perimed AB) was
performed. @rest, velocity, and CMBC were taken as the
means of a five minute stable LDF recording [20].

Reactive hyperaemia was produced by an arrest of forearm
blood flow with a pneumatic cuff inflated to a suprasystolic
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Schematic representation of reactive hyperaemia and measurements
realised from laser Doppler recording. 1: Mean blood flow at rest
(Drest). 2: Peak flow (®peak). 3: Time to peak. 4: A® = dpeak - Drest.
5: Time to flow normalisation. 6: Time to half flow normalisation. 7: First
upward slope calculated for the first 3 seconds. 8: Second upward
slope calculated for the second half.

pressure of 200 mm Hg for three minutes. The signal obtained
during this complete arterial occlusion is flux-independent and
is taken as the biological zero for blood flow measurements
before and during the subsequent reactive hyperaemia
manoeuvre. On completion of the ischaemic period, the
occluding cuff was rapidly deflated to zero. Peak flow was
defined as the highest flow signal during the postocclusive
phase. Reactive hyperaemia is considered to test organ maxi-
mal ability to increase flow on demand, when demand has
been maximally stimulated by a zero flow. This manoeuvre is
widely used as a vascular reactivity test [21,22]. The following

Figure 2
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Example of a laser Doppler recording of blood flow during reactive
hyperaemia in a patient sedated with midazolam. 1: Mean blood flow at
rest (Orest). 2: Peak flow (®peak). 3: Time to peak. 4: A® = dpeak -
Drest. 5: Time to flow normalisation. 6: Time to half flow normalisation.
7: First upward slope calculated for the first three seconds. 8: Second
upward slope calculated for the second half. PU, perfusion units.
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were measured on LDF recordings: maximum flow during the
reactive hyperaemia peak (®peak), flow variation (A® = ®peak
- Orest), time to peak (Tpeak), time to half flow normalisation
(T, R), and time to flow normalisation. On each curve of reac-
tive hyperaemia, the slope of the best-fit line traced using lin-
ear regression associated with the upward portion of
hyperaemia peak (first three seconds: slope 1; second half:
slope 2) was determined. All of these parameters have been
shown to be reproducible [23] and are represented in Figure
1. An example of an LDF recording is shown in Figure 2.

During the whole study period, patients remained in a constant
supine position in comfortable environmental conditions that
were maintained without change. The tcPO, and tcPCO,
probe was placed on the forearm skin distal to the cuff. The
LDF probe remained placed on the same location (left mean
finger pad) without any displacement.

Vasomotion

The small arteries of the microcirculation present rhythmic and
spontaneous variations of their diameter called, by convention,
vasomotion and characterised by a frequency and amplitude
[24]. This low-frequency rhythm is present in the cutaneous
microcirculation and can be studied with LDF. According to
the classification described by Colantuoni and colleagues
[25], frequencies of vasomotion ranging between 0 and 3.5
cycles per minute (cpm) correspond to the A1 medium arter-
ies, those ranging between 2.5 and 4.7 cpm to the A2 small
arteries, those ranging between 4 and 7.6 cpm to the A3 small
arteries, and those ranging between 7.6 and 12 cpm to the
final arteries, A4.

Analysis by Fast Fourier Transformation allows the determina-
tion of the spectra of frequencies and amplitudes contained in
the LDF signal for the frequencies ranging between 0 and 12
cpm at rest and during reactive hyperaemia (PSW Software;
Perimed AB). At each frequency, an amplitude, defined as the
importance of the studied frequency in the portion of LDF
recording analysed, is associated. In each period and for each
frequency (1 to 12 cpm), the median of the vasomotion ampli-
tudes was determined.

Statistical analysis

In our study, each patient acted as his or her own control. All
data are expressed as means * standard error of the mean
except for the frequencies of vasomotion expressed as a
median. Repeated measures analysis of variance was used to
compare NS, H, and HS periods. When significant, inter-
group comparisons were made by Tukey's multiple compari-
son tests. Vasomotion frequency spectra were compared by a
Kolmogorov-Smirnov test, according to sedation type, and
then a non-parametric repeated measures analysis of variance
(Friedman test) was used to compare NS, H, and HS periods
for each vasomotion frequency studied (0 to 12 cpm). Signifi-
cance was accepted at p < 0.05.
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Table 1

General characteristics of study population

Patient Age (years) Gender Weight (kg) Temperature Respiratory SAPS I Outcome
(°C) failure
1 74 Male 70 36.9 COPD 34 Alive
2 67 Female 60 37.2 COPD 24 Alive
3 66 Male 84 371 Postoperative 35 Alive
4 77 Male 70 36.8 Postoperative 37 Dead
5 19 Female 80 36.8 Asthma 44 Alive
6 50 Female 70 37.4 COPD, obesity 36 Alive
7 76 Female 87 36.8 SAS, obesity 86 Alive
8 73 Male 73 36.9 COPD 38 Alive
9 57 Male 70 37.5 COPD 39 Alive
10 75 Male 80 37.0 COPD 47 Dead

COPD, chronic obstructive pulmonary disease; SAPS I, Simplified Acute Physiology Score II; SAS, sleep apnoea syndrome.

Results

Ten patients were included in our study. General characteris-
tics are summarised in Table 1. When the H-period data were
collected, 26 + 13 mg of midazolam had been infused and the
Ramsay score obtained was 4 * 1. When the HS-period data
were collected, 41 £ 20 mg of midazolam had been infused
during the two hour infusion and 55 *+ 36 ng of sufentanil was
added the second hour. The Ramsay score obtained was 5 *
1.

Pattern of resting parameters
MAP decreased significantly during the sedation periods (H
and HS) compared to the NS period with no difference

Table 2

between H and HS periods. HR, CO, SpO,, tcPO,, and
tcPCO, remained unchanged in all periods. Mean blood flow
at rest (@rest) increased during the two sedation periods com-
pared to the NS period. CMBC remained unchanged by seda-
tion, whereas red blood cell velocity increased during H and
HS periods compared to the NS period (Table 2).

Vasomotion frequency spectra obtained in each sedation
period are represented in Figure 3. Distribution of vasomotion
frequencies was significantly different during the H period
compared to NS and HS periods. There was no difference

Resting parameters

NS period H period HS period
MAP (mm Hg) 94 +£3 84 L 42 81 £ 42
HR (beats per minute) 83+6 81+5 78+ 5
CO (litres/minute) 5.38 £ 0.82 5.27 £ 0.82 5.33+1.08
SpO, (percentage) 96.4+ 0.5 96.7 £ 0.5 96.1+ 05
tcPO, (mm Hg) 676 616 617
tcPCO, (mm Hg) 45+ 2 44 + 4 42+ 4
Drest (PU) 150 + 22 207 £ 252 205 + 252
CMBC (CU) 145+ 15 152 £ 16 155+ 15
Velocity (VU) 1.06 £ 0.11 1.39+0.152 1.37 £ 0.792

ap < 0.05 versus NS period. @rest, mean blood flow at rest; CMBC, concentration of moving blood cells in concentration units (CU); CO, cardiac
output; H period, set of measurements obtained when the patients were sedated by midazolam; HR, heart rate; HS period, set of measurements
obtained when the patients were sedated by midazolam and sufentanil; MAP, mean arterial pressure; NS perlod set of measurements obtained
when the patients were non-sedated; PU, perfusion units; SpO,, percutaneous oxygen saturation; tcPCO,, transcutaneous carbon dioxide
pressure; tcPO,, transcutaneous oxygen pressure; velomty expressed in velocity units (VU), Drest (perfusmn units)/CMBC.
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between the NS and HS periods. Midazolam significantly
decreased vasomotion, and sufentanil restored the vasomo-
tion. Midazolam acted especially on the low-frequency vaso-
motion, which corresponds to the A1 and A2 small arteries
(Figure 3).

Reactive hyperaemia

Peak blood flow (®peak) remained unchanged during seda-
tion periods versus the NS period. A® decreased significantly
during H and HS periods versus the NS period, whereas no
significant difference existed between sedation periods. Slope
1 associated with the initial upward portion of hyperaemia
peak was not changed by midazolam but increased when suf-
entanil was added to midazolam. Slope 2 associated with the
second upward portion of peak was not influenced by
sedation (Table 3).

In the NS period, vasomotion wave amplitudes were higher
during reactive hyperaemia than at rest. This reinforcement of
vasomotion by reactive hyperaemia has been described in the
literature and proves that the microcirculation of our patients
reacted normally [22]. In vasomotion frequency analysis, this
phenomenon was observed mainly in the low frequencies (1 to
3 cpm) and thus concerned mainly the A1 small arteries. In
contrast, during sedation periods, this inductive role of reac-
tive hyperaemia was not observed. Vasomotion was
depressed and this effect predominated in A1 small arteries
(Figures 3 and 4).

Discussion

Sedation is widely used in ICU patients but its potentially del-
eterious effects, in particular on the microvascular bed, have
not been precisely evaluated. In this study, we found that seda-
tion using midazolam or a combination of midazolam and suf-
entanil induces microcirculatory changes with increased
cutaneous blood flow, decreased response to ischaemia, and
attenuation of vasomotion.

Table 3
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Distribution of vasomotion frequencies at rest. Kolmogorov-Smirnov
test: p <0.05 NS and HS periods versus H period. Friedman test: *p <
0.05 NS period versus H period, $p < 0.05 HS period versus H period.
cpm, cycles per minute; H period, set of measurements obtained when
the patients were sedated by midazolam; HS period, set of measure-
ments obtained when the patients were sedated by midazolam and suf-
entanil; NS period, set of measurements obtained when the patients
were non-sedated.

Effects of sedation on cutaneous microcirculation at rest
Microcirculation and midazolam

Sedation with midazolam induces a significant decrease of
MAP. Cardiovascular effects of benzodiazepines are well
known in anaesthesia [26,27]. However, with the subanaes-
thesic dose of benzodiazepine recommended for ICU seda-
tion, MAP and HR decrease only slightly [28], as we have
noted in our study.

Mean cutaneous blood flow increased after one hour of seda-
tion by midazolam. In parallel to blood flow, the red blood cell
velocity increased, whereas CMBC remained stable. These
data are in favour of a cutaneous vasodilation induced by

Changes in Doppler measurements during reactive hyperaemia according to sedation types

NS period H period HS period
Ppeak (PU) 292 + 31 304 + 28 274 + 25
AD (PU) 141+ 14 97 + 162 73 £ 92
TP (seconds) 235+ 4.3 438+ 115 242+ 82
T,/ R (seconds) 38.8+ 13.7 229+34 238*55
TR (seconds) 170.1 £ 405 117.2+ 34 85.1 £ 14.9
Slope 1 (PU/second) 53.6 + 13.3 51588 74.1 £ 10.9ab
Slope 2 (PU/second) 10.8+ 3.7 8.2+ 3.0 8.7+ 0.7

ap < 0.05 versus NS period; bp < 0.05 versus H period. A®, ®peak - Prest; Ppeak, maximal blood flow during reactive hyperaemia; H period, set
of measurements obtained when the patients were sedated by midazolam; HS period, set of measurements obtained when the patients were
sedated by midazolam and sufentanil; NS period, set of measurements obtained when the patients were non-sedated; PU, perfusion units; T;,, R,
time to half flow normalisation; TP, time to peak; TR, time to flow normalisation.
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Figure 4
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Distribution of vasomotion frequencies during reactive hyperaemia
according to sedation. Kolmogorov-Smirnov test: *p < 0.05 NS period
versus H and HS periods. cpm, cycles per minute; H period, set of
measurements obtained when the patients were sedated by mida-
zolam; HS period, set of measurements obtained when the patients
were sedated by midazolam and sufentanil; NS period, set of measure-
ments obtained when the patients were non-sedated.

midazolam and are in agreement with the literature [29]. Stud-
ies of cutaneous and subcutaneous blood flows after injection
of benzodiazepine show an increase in the surface cutaneous
thermal clearance as well as a stability of the deep thermal
clearance, corresponding to an increase in cutaneous blood
flow with no deterioration of subcutaneous blood flow [30,31].
In another study, LDF also reveals an increase in cutaneous
blood flow among anaesthetised and hypothermic patients
compared to control subjects [32].

The increase in cutaneous blood flow may be explained by the
direct vasodilator effect of benzodiazepines [29]. Midazolam
attenuates the smooth muscle contraction induced by nore-
pinephrine, acting by an inhibition of Ca2* influx occurring
through voltage-operated Ca2* channels and through agonist-
mediated Ca2+ channels and by an inhibition of Ca2* release
from intracellular storage sites (sarcoplasmic reticulum) [33].
Endothelium-dependent mechanisms also take part in the
vasodilation produced by midazolam through the release of
nitric oxide (NO) from vascular endothelium [34].

Microcirculation and the combination of midazolam and
sufentanil

In our study, the combination of midazolam and sufentanil
worsened hypotension (only slightly) and bradycardia but did
not change CO. drest was higher during the HS period than
during the NS period but was not different from that observed
during the H period. Contradictory results concerning the
effects of sufentanil on vascular tone have been described in
the literature. Sufentanil has been shown to decrease periph-
eral vascular resistances through a direct vascular effect [35].
Karasawa and colleagues [36] showed this effect to be due to
an endothelium-independent vasorelaxation mediated by both
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an alpha-receptor blockage and a direct effect on smooth
muscle. In addition, Stefano and colleagues [37] reported that
endothelial cells contain opiate receptors called mu3 which
are coupled to NO release and vasodilation. On the other
hand, a direct contractile effect on vascular smooth muscle
has also been described [38]. As shown by Brookes and col-
leagues [39], the discrepancy between these two studies may
be explained by differences in doses. In our study, sufentanil
dose may have been insufficient to induce additional microcir-
culatory disturbances.

Effects of sedation on cutaneous microcirculation
response to ischaemia

Reactive hyperaemia

Reactive hyperaemia is a well-established and widely used
challenge to test microcirculation reactivity. This method has
been largely validated and is reproducible in humans [40,41].
It corresponds to an increase in local blood flow, secondary to
a transient ischaemia, and is thought to exactly reflect the cir-
culatory deficit that has occurred during the vascular
occlusion.

Reactive hyperaemia is the result of the combination of several
phenomena divided into a myogenic phase followed by a met-
abolic phase. The myogenic phase corresponds to the
changes of arteriolar diameter in response to pressure modifi-
cations and is thought to be reflected by the initial upward por-
tion (slope 1) of the hyperaemia peak [42]. At the time of the
metabolic phase thought to be reflected by the second part of
the upward portion (slope 2), the arteriolar vasodilation is the
result of factors acting directly on the vascular smooth muscle
or via the endothelium [42,43]. Engelke and colleagues [44]
showed that prostaglandins, released from the vascular
endothelium, are important determinants of the hyperaemia
peak, in contrast to NO, which takes part only in the mainte-
nance of the vasodilation after the peak [45].

Reactive hyperaemia and midazolam

In our study, midazolam did not influence the blood flow at
hyperaemia peak. On the other hand, A® (®peak - drest) was
decreased by 30% compared to the NS period. Peak blood
flow represents the maximum microcirculatory blood flow
obtainable by vasodilation. This explains the stability of ®peak
and the decrease of A® during reactive hyperaemia in patients
during the H period, in whom an increased ®rest existed
before the reactive hyperaemia manoeuvre. Time to peak
tended to increase. All of these results show that midazolam
induced a limitation of the vascular response to ischaemia.

Reactive hyperaemia and the combination of midazolam and
sufentanil

During reactive hyperaemia, addition of sufentanil to mida-
zolam did not change peak blood flow compared to NS and H
periods. On the other hand, A® decreased by 50% during the
HS period compared to the NS period but did not differ from
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the H period. Time to peak decreased during the HS period
compared to the H period without reaching the threshold of
significance.

The slope 1 was significantly increased compared to the H
period, evoking modification of the myogenic phase of reactive
hyperaemia. During the HS period, small arteries seemed to
vasodilate more easily and more quickly than during the H
period. Sufentanil could induce a decrease in the smooth vas-
cular tonicity by acting directly on the vascular smooth muscle
and making vasorelaxation easier. These results are in agree-
ment with those of Karasawa and colleagues [36], who found
that fentanyl induces vasodilation via a direct action on muscu-
lar smooth cell and by locking alpha-adrenergic receptors.
However, because in our study these changes were observed
during the injection of a combination of midazolam and sufen-
tanil, we cannot determine whether sufentanil was, by itself,
responsible for the decrease in vascular tonicity or only rein-
forced an effect started under midazolam.

Effects of sedation on vasomotion

Blood flow in the microcirculation is not continuous but is sub-
ject to cyclic variations in which periods of high blood flow
alternate with periods of no flow. This phenomenon has been
called vasomotion and is due to changes in lumen diameters
which result from periodic activity of muscle cells in the micro-
vessel wall governed by oscillation of intracellular calcium con-
centration [48].

Vasomotion has been observed since the inception of microv-
ascular studies by intravital microscopy [47,48]. Later, when
LDF appeared, the oscillatory flow patterns observed were
related to the vasomotion activity of the microcirculation. Sub-
sequently, it was shown that frequency analysis of LDF record-
ings was able to discriminate between the types of vessels
from which the signal originates and that low-frequency flow
oscillations were directly related to vasomotion of the arteri-
oles [25,49].

Vasomotion and sedation

In our study, we observed a significant reduction in the impor-
tance of cutaneous vasomotion at rest and during reactive
hyperaemia in the group sedated with midazolam. The combi-
nation of midazolam and sufentanil seemed to restore cutane-
ous vasomotion to its resting level. Anaesthetic drugs have
long been recognised to alter vasomotion [50,51].

Decrease of vasomotion observed during midazolam infusion
is probably due to the benzodiazepine effects on intracellular
calcium concentration: inhibition of Ca2+ influx and decrease
of Ca2* release from sarcoplasmic reticulum [33]. An explana-
tion for the restoration of vasomotion when sufentanil is added
to midazolam is less evident. Stephano and colleagues [37]
have shown that opiates induce NO release through endothe-
lial mu3 receptors. We hypothesise that this increase in NO
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could elevate cyclic guanosine monophosphate (cGMP) con-
centration in smooth muscle cells, thereby increasing the
cGMP-dependent Ca2+-activated chloride channel, which has
been shown to be responsible for coupling the Ca2* oscilla-
tions generated by the sarcoplasmic reticulum to the mem-
brane current that synchronises individual cells [52,53].

In the NS period, we found vasomotion frequency distributions
to be more important during reactive hyperaemia than at rest,
evidence of a potentiation of vasomotion by hyperaemia. Dur-
ing midazolam infusion, an inhibition of this increase of vaso-
motion induced by reactive hyperaemia was noted. Frequency
analysis of the LDF recordings showed that the action of mida-
zolam on vasomotion prevailed on the A1 small arteries (fre-
quency of between 1 and 3 cpm). On the contrary, Colantuoni
and colleagues [25] found that the inhibition of vasomotion by
anaesthesia concerns vessels of all orders. The discrepancy
with our study may be explained by technical reasons. In our
study, 70% of the LDF signal came from the largest arterioles,
A1 and A2, and only 30% of the signal from the smallest arter-
ies, A3 and A4 (Figures 3 and 4). Consequently, it may have
been statistically easier to highlight an effect of sedation on
the A1 small arteries even if sedation deteriorates the vasomo-
tion in all four orders of small arteries.

Our study suffers from some limitations. First, the small
number of patients may have hidden some true variations. Sec-
ond, the study design did not include a randomisation
between the two steps. So, a carry-over effect may interfere
when studying the combination of midazolam and sufentanil. In
accordance with the aim of our study, we designed our seda-
tion protocol following widely accepted guidelines in order to
be closer to routine clinical practice. Doses of sufentanil used
were perhaps not sufficient to induce an additional effect on
cutaneous microcirculation. In clinical practice, the amounts of
opiates used are often higher than those recommended. So,
sufentanil's own effects may have been minimised.

Third, we chose the LDF technique because it is non-invasive
and easy to use in an ICU setting. Numerous techniques have
been proposed to explore the microcirculation, none of which
is without critics. Recently, a new technique, orthogonal polar-
isation spectral imaging, has been used in the ICU. It has sev-
eral advantages, in particular in separating respective changes
in small arteries, capillaries, and venules [8]. However, it gives
semi-quantitative measurements, suffers from an intra/inter-
observer variability of 5% to 10%, and is less suitable for
monitoring short-term microcirculatory blood flow change as
during recruitment manoeuvres. LDF is more suitable for mon-
itoring such rapid microcirculatory blood flow changes but
raises problems of calibration, artifact related to patient move-
ments, inability to separate respective changes between all
the vessels included in the investigated volume, and inter-indi-
vidual flow variations [64]. In our series, we noted great inter-
individual variations of blood flows at rest and during reactive
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hyperaemia. However, for the same patient, the signal is repro-
ducible provided that the position of probe and conditions of
measurement remain identical (haemodynamic, temperature)
[23,55]. Cutaneous blood flow varies according to the area
measured. Indeed, in the upper limb, the palms of the hand
and finger pads are better vascularised than the forearm or the
dorsum of the hand. We chose the pad of the mean finger as
the site of recording because this zone is highly vascularised
and, consequently, flow is more easily detectable by LDF [56].
Lastly, we studied the effects of sedation on cutaneous micro-
circulation. Even if skin preparations have often been used as
a model to study microcirculation, extension of our results to
other microcirculations may be made only with caution. Further
studies have to be carried out to determine whether microcir-
culation in other organs reacts in the same way.

Conclusion

Our study is one of the first to examine the effects of a sedation
regimen commonly used in the ICU on cutaneous microcircu-
lation. Benzodiazepine induces an increase in cutaneous
blood flow secondary to vasodilation, a decrease in reactive
hyperaemia, and alterations of vasomotion. Addition of sufen-
tanil does not substantially modify the results obtained.

Clinical studies have clearly established that alterations of nor-
mal microcirculatory control mechanisms may compromise the
tissue nutrient blood flow and may contribute to the develop-
ment of organ failure in septic patients [9,57,58]. Our study
raises the question of whether sedation with benzodiazepine
or a combination of benzodiazepine and sufentanil by deterio-
rating vasomotion and vascular reactivity to ischaemia may
further alter tissue perfusion when already compromised, as in
septic patients.

Key messages

* Sedation with midazolam alone or in association with
sufentanil induces a deterioration of vasomotion and
microvascular response to ischaemia. This raises the
question of whether sedation may further alter tissue
perfusion when already compromised, as in septic
patients.
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Article n°2

Dans un modéle bien connu d’injection de LPS cleerat, nous avons étudiés les
effets macrocirculatoires, pression artérielle atction cardiaque avec un modele de cceur
isolé-perfusé de type Langendorff et la microciation intestinale par vidéomicroscopie
intravitale de la protéine C activee.

L’hypothése formulée est que ce traitement qui @ar ppisme I'endothélium a des
actions bénéfiques macro et microcirculatoires gissant sur I'inflammation et diminue les
défaillances d’organes. Nous montrons que la preté activée, donnée en prétraitement,
prévient la baisse de pression artérielle desekitipn de LPS, la dysfonction ventriculaire
gauche et les anomalies microcirculatoires intatsau temps 4 heures, moment ou nous
avons déja le maximum d’effets dans ces organes damodele. D’autre part, sur le plan
biologique, la protéine C diminue le taux de ThFde nitrates/nitrites plasmatiques, de MIF
(macrophage inhibiting factor), d’activité myéloprydase (MPO) leucocytaire intestinale et
cardiaque. Pris ensemble, ces résultats montre amélioration de la fonction
microcirculatoire, macrocirculatoire et cardiaquleest bien sdr impossible d’affirmer que
toutes ces anomalies sont prévenues parce quetking C activée a des effets spécifiques
directs sur tel ou tel organe, par exemple paridés l'une diminution de la perméabilité
capillaire ou si la protéine C agit uniqguement eroat de la cascade proinflammatoire, avec
le TNF- et la synthese de NO par I'INOS et a donc desseffer la pression artérielle (NO,
ROS), le cceur (NO, ROS, TNE-infiltration leucocytaire) microcirculation (NCROS,
leucocyte).

92



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitockdriale dans le Sepsis

EXPERIMENTAL

Intensive Care Med (2006) 32:899-905
DOT 10.1007/s001 34-006-01 66-x

Raphael Favory
Steve Lancel
Xavier Maréchal
Stéphanie Tissier
Remi Neviere

Received: 8 November 2005
Accepted: 16 March 2006
Published online: 7 April 2006
© Springer-Verlag 2006

This research was funded in part by Eli

Lilly and Company, Lilly Corporate Center,

Indianapolis, Ind., USA, in the form of

a research grant totaling €27,000 and the
provision of rat recombinant protein C
{drotecogin alpha).

R. Favory - 5. Lancel - X. Maréchal -
5. Tissier - R. Neviere (=]

EA 2689, Université de Lille 2,
Faculté de Médecine Lille,

Lille, France

e-mail: rneviere @univ-lille2 fr

Tel.: +33-3-20626968

Fax: +33-3-20626993

5. Lancel - X. Maréchal - R. Neviere
Faculté de Médecine 1.
Département de Physiologie,

Place Verdun, 59045 Lille, France

Cardiovascular protective role for activated
protein C during endotoxemia in rats

Abstract Objective: We examined
whether activated protein C (APC)
treatment improves cardiovascular
inflammation and dysfunction in
endotoxemic rats. Desion and set-
ting: Randomized, controlled trial
in an experimental laboratory of

a university physielogy department
Subjects: Male Sprague Dawley
rats. [iterventions: Internal carotid
artery and external jugular vein were
catheterized under sterile conditions
in rats. Instrumented rats infused

or not with APC (240 pg/kg per
hour) were challenged with E. coli
endotoxin (10mg/kg). Four hours
after endotoxin challenge rats were
prepared for cardiovascular func-
tional studies and tissue and blood
analyses. Measuremenis and results:
Endotoxin administration induced
systemic hypotension, depression
of myocardial systolic performance
and reduction in capillary density of
the small intestine muscularis layer.
Plasma levels of nitrite/nitrate. tumor

Introduction

necrosis factor @ and macrophage
migration inhibitory factor, mesen-
tery venule leukocyte-endothelium
interactions. heart and small intes-
tine myeloperoxidase activities were
increased in endotoxin-treated rats.
APC largely prevented endotoxin-
induced cardiovascular dysfunction
with improved systemic hemodynam-
ics, functional capillary density. and
myocardial contractile performance.
Beneficial cardiovascular effects of
APC were associated with attenuation
of entotoxin-induced inflammatory
response in terms of plasma levels of
nitrite/nitrate. tumor necrosis factor
i, macrophage migration inhibitory
factor, and endothelial cell-leukocyte
activation. Conclusion: APC reduces
systemic and tissue inflammation
and preserves cardiovascular function
during experimental endotoxemia.

Keywords Activated protein C -
Endotoxin - Myocardial dysfunction -
Leukocyte - Cytokines

Septic shock due to Gram-negative. Gram-positive, and
fungal infections is characterized by acute circulatory fail-
ure with major reductions in peripheral vascular resistance
and myocardial dysfunction [1. 2]. Marked cardiovascular
dysfunction has been observed in human following admin-
istration of endotoxin (lipopolysaccharide. LPS). which is
characterized by decreased ventricular ejection fraction,
biventricular dilatation, and altered cardiac index [3].
Mechanisms proposed to explain endotoxin-induced

cardiovascular dysfunction include microvascular dys-
function, presence of activated leukocytes, production of
large amounts of nitric oxide and oxygen reactive species,
and effects of proinflammatory cytokines such as tumor
necrosis factor (TNF) a and interleukin (IL) 14 [1. 2. 4].
More recently the contribution of coagulopathy to the
pathophysiology of endotoxin-induced sepsis has become
more widely understood and has increased interest in
compounds that modulate coagulation cascade such as
antithrombin, tissue factor pathway inhibitor, and activated
protein C (APC) [5, 6].
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Over the past decade better understanding of sepsis
pathophysiology has emerged focused on tight coupling
of inflammation and coagulation processes [2, 3, 6]. For
example, rapid and prolonged depletion of protein C,
which is typical during sepsis and endotoxemia, may lead
to uncontrolled cascade of inflammation, coagulopathy.
and endothelial cell dysfunction [7]. Recent experimental
results suggest that administration of antithrombaotic
factors such as APC itself may preserve microcirculatory
blood flow [8. 9], whereas their anti-inflammatory proper-
ties may prevent organ injury [6]. In line with this view,
benefit was recently obtained in the recombinant human
APC worldwide evaluation in severe sepsis (PROWESS)
trial, which shown reduced mortality among APC-treated
patients [10].

Since net beneficial effects of APC treatment on
endotoxin-induced cardiovascular failure have not been
extensively evaluated. we tested whether APC treatment
improves cardiovascular function in rats infused with
Escherichia coli endotoxin. Specifically, we tested the
hypothesis that APC (a) prevents arterial hypotension,
microvascular perfusion deficit, and depressed ventricular
systolic performance and (b) attenuates inflammatory
response in terms of leukocyte activation and plasma
TNF-u, macrophage migration inhibitory factor (MIF).
and nitrite/nitrate levels. Our results provide important
new information that APC reduces generalized vascular
and systemic inflammation and preserves cardiovascular
homeostasis during experimental endotoxemia.

Materials and methods

Animal preparation

This study was performed in accordance with European
and National Institutes of Health guidelines for the use
of experimental animals with approval from Lille’s Ani-
mal Research Committee. After anesthesia was induced
with intramuscular ketamine (50 mg/kg body weight)
and xylazine (15 mg/kg body weight) Sprague Dawley
rats (Harlan, Gannat, France; weight 275-300g) were
placed supine on a surgical board while breathing air. The
internal carotid artery and external jugular vein were then
catheterized under sterile conditions and were tunneled
subcutaneously to the back of the neck and attached to
a swivel device. During surgery rat rectal temperature
was monitored and maintained at 37°C using a heating
pad. Systolic arterial blood pressure was maintained
above 80 mmHg using normal saline infusion if neces-
sary. Rats were allowed to recover for 60 min. Normal
saline infusion was administered to assure the patency of
intravascular lines, if required. Intramuscular nalbuphine
(10 mg/kg body weight) was used postoperatively to
produce adequate analgesia.

Treatment protocol

Instrumented rats were randomized to receive either
human albumin (240 pg/kgbody weight per hour) or APC
(drotrecogin alpha. 240 pg/kg per hour) in saline infusion
(2 ml/h). Recombinant rat APC was a generous gift from
Eli Lilly, Indianapolis. Ind., USA. Immediately after the
beginning of albumin or drotrecogin infusion rats were
treated intravenously with either 300l saline (control)
or 10mg/kg LPS endotoxin (£ coli 055:B3 Sigma.
Saint Quentin Fallavier, France) in 300 pl saline (LPS).
Four groups of rats were studied: (a) control. (b) APC
control, (c) LPS-treated rats, and (d) APC/LPS-treated
rats. Physiological and biological measurements were
performed 4 h after saline and LPS administration. In the
first series of experiments rats (1 = 12 in each group) used
prepared for myocardial function and blood sampling. In
the second series rats (1 = 12 in each group) used prepared
for intravital microscopy and tissue sampling.

Hemodynamic measurements

Arterial catheter was connected to a pressure transducer
(Baxter Healthcare. Irvine, Calif.. USA) coupled to
a Biopac Data Acquisition System (Biopac Systems,
Calif., USA) to record arterial pressure and mean arterial
pressure. Myocardial contractile function was studied
using a modified Langendorff isolated heart preparation
as previously described [11]. Briefly. following brief
isoflurane anesthesia the heart was rapidly excised and
placed into ice-cold Krebs-Henseleit buffer solution. Then
the heart was mounted onto a Langendorff heart perfusion
apparatus and perfused in a retrograde fashion via the aorta
at a constant flow rate of 10ml/min with aerated (95%
Oz 5% CO2) Krebs-Henseleit buffer at 37°C. Cardiac
contractile function was assessed using a water-filled latex
balloon inserted into the left ventricular (LV) cavity and
connected to a pressure transducer. This balloon was then
adjusted to an LV end-diastolic pressure (LVEDP) of
5 mmHg. The heart was paced at 300 bpm and allowed to
equilibrate for 30 min. LV developed pressure (LVDP),
its first derivatives (dP/dty,, and dP/dty,) and coronary
perfusion pressure (CPP) were monitored and recorded
using a Biopac Data Acquisition System.

Intravital microscopy

Rats were anesthetized with ketamine (50 mg/kg body
weight) and xylazine (13 mg/kg body weight). After mid-
line laparotomy a segment of the distal ileum was gently
exposed and mounted in an optical chamber as previously
described [12]. Exposed bowel wall within the chamber
was superfused with a thermostat-controlled saline so-
lution maintained at 37°C. After a 30-min equilibration
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period the mesenteric microcirculation was observed by
intravital microscope (Eclipse ES00 Nikon, Tokyo, Japan)
fitted with a Xenon light source.

Single unbranched mesenteric venules (25-40pM in
diameter) were selected for study of each animal [11]. Red
blood cell velocity (Vrpe) was measured off-line as the
distance through which packed red bloed cells or plasma
break traveled within two subsequent video-frame periods
of 40ms. Mean red blood cell velocity was determined
as Vppe/1.6 and wall shear rate was calculated based on
the Newtonian definition, shear rate = (Vrpe/Dv) x (8/s5).
where Dv is the venular diameter.

Leukocyte behavior in the venules was observed for
| min after the injection of 1 ml 1% w/v acridine orange
into the carotid artery. Leukocyte rolling flux was deter-
mined off-line during play-back of videotaped images by
counting the number of leukocytes distinguishable from
the blood stream passing a line perpendicular to the ves-
sel axis. Flux of rolling leukocytes was measured as the
number of white blood cells that could be seen rolling past
a fixed perpendicular line in the venule during a 1-min pe-
riod. Quantification of venular endothelium leukocyte ad-
herence was performed off-line during play-back of video-
taped images by counting the number of leukocytes that
stuck and remained stationary for a more than 30s per
100 pum of venule.

In the same preparation capillary density of the
muscularis layer, which served as the measure of quality
of microvascular perfusion, was studied by focusing
up through mesentery views. Microvascular flow in the
muscularis layer (ten fields examined for a period of 60s
in each animal) was recorded and analyzed off-line. Three
equidistant horizontal and three equidistant vertical lines
were drawn on images. Functional capillary density was
calculated as the number of vessels crossing these lines
divided by the total length of the lines and is given as
number per millimeter.

Measurements of tissue myeloperoxidase activity

Myeloperoxidase (MPO) activities of heart left ventricle
and ileum were used as an index of leukocyte infil-
tration [11]. Samples were used in reactions for MPO
activity determined spectrophotometrically (650 nm) by
measuring hydrogen peroxide-dependent oxidation of
3.3".3,5"-tetramethylbenzidine (Sigma).

Plasma nitrite/nitrate. TNF-alpha. and MIF concentrations

Nitrite/nitrate level, an indicator of nitric oxide synthesis,
was measured in plasma samples by the mean of the Griess
reaction, as described previously [11]. Plasma levels of
TNF-u and MIF were determined by the means of com-
mercially enzyme-linked immunosorbent assay kits spe-

cific for rat TNF {(Quantikine Murine rat TNE R&D Sys-
tems, Abingdon, UK) and mouse MIF cytokine (Chemicon
International Euromedex, Mundolsheim, France).

Statistical analysis

Analysis of variance (SPSS for Windows 9.0) was used
to assess biological and cardiovascular function studies.
When a significant difference was found, we examined
between-group differences using a sequentially rejec-
tive Bonferroni procedure. After applying Bonferroni’s
correction, the level of statistical significance was set at
p = 0.05 for comparisons with control. Data are presented
as means £+ SEM throughout.

Results

Clinical symptoms and adverse events

At the time of being killed rats treated with LPS
(10 mg/kg) showed diarrhea, shivering, and lethargy. In
rats receiving APC there were no instances of increased
bleeding at arterial and venous catheters. Neither ma-
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Fig. 1 Changes in mean arterial pressure in control (CTRL), acti-
vated protein C control (APC), lipopolysaccharide (LFP5), and APC-
treated LPS (APC LPY) rats. Results are mean &+ SEM (n =24 ineach
group). *p<0.05 vs, CTRL
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jor bleeding event at autopsy nor study mortality was
observed in rats treated with APC.

Physiological variables

‘igure | shows mean arterial pressure measurements in the
Figure 1 shows mean arterial pressure measurements in th
four groups of rats. ad no effects on mean arteri:
four groups of rats. APC had no effects on mean arterial
pressure in control rats. APC reduced LPS-induced drops
in mean arterial pressure.

Myocardial function

APC had no effect on LV systolic performance in control
rats. LPS induced reductions in LV systolic performance in
the absence of changes in coronary perfusion pressure. Re-
duction in LV systolic performance was prevented in APC-
treated LPS rats (Fig. 2).

Intravital microscopy observations

In a separate series of experiments rats (n=12 in each
group) were prepared for intravital microscopy. Functional

Fig. 2 Ewvaluation of
hemodynamic parameters in a

Lefl veniviculsr developed pressure LVDP

modified Langendorft isolated o
heart preparation in control
(CTRL), activated protein C 5 *
control (APC),
lipopolysaccharide (L.FP5), and E SH
APC-treated LPS (APC LPS)
rats. Results are mean + SEM 25-
{n=12 in each group). * p<0.05
vs. CTRL
=

capillary density (Table 1) of the small intestine muscu-
laris layer was markedly lower in LPS rats than in controls.
APC partially prevented microvascular perfusion deficit in
LPS rats, whereas no effects were observed in controls.
Likewise, mean red blood cell velocity and wall shear rate
(Table 1), which were lower in LPS rats than in controls,
were partially restored in APC-treated LPS rats. Leukocyte
rolling and adhesion (Fig. 3} on the mesenteric venule en-
dothelial surface were increased after LPS injection. APC
reduced leukocyte rolling (Fig. 3a) and adhesion (Fig. 3b)
in LPS rats.

Tissue leukocyte infiltration and plasma indexes of
inflammation

MPO activity. an index of leukocyte tissue sequestration.
was studied in small intestine and heart tissues (n=12 in
each group). APC prevented increases in heart (data not
shown) and small intestine MPO activity (Fig. 3c) induced
by LPS administration. Plasma levels of nitrite/nitrate,
TNF-u. and MIF were studied in rats (#=12 in each
group). Increases in plasma nitrite/nitrate, TNF-o and
MIF concentrations in LPS rats were largely prevented in
APC-treated LPS rats (Fig. 4).
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Fig.3 Leukocyte behavior and myeloperoxydase activity in Fig.4 Plasma levels of tumor necrosis factor (TNF) o, macrophage
control (CTRL), activated protein C control (APC), lipopolysac- migration inhibitory factor (M/F). and nitrite/nitrate in control
charide (L.P5), and APC-treated LPS (APC LPS) rats. Results are (CTRL), activated protein C control (AFC),. lipopolysaccha-
mean & SEM (=12 in each group). *p<0.05 vs. CTRL, ¥ p<0.05 ride (LPS), and APC-treated LPS (APC LPS) rats. Results are

vs. LPS mean £ SEM (1 =12 in each group). * p<0.05 vs. CTRL, * p <0.05
vs. LPS
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Table 1 Mesentery venular
shear rate and small intestine

muscularis layer capillary
density in four groups of rats
(#1=12in each group): control

CTRL APC CTRL LPS APCLPS
Shear rate (s —1) 623 + 80 678 £52 157 £22% 343 4 2ok ok
Capillary density (mm~!) 644+04 68106 244+ 0.6% A4 0,2

(CTRL), activated protein C
contral (APC CTRL),
lipopolysaccharide (LPS), and
activated protein C treated LPS
(APC LPS). Shear rate is
calculated as (Vppc/Dv) x (8/s),
where Dv is the venular diameter
and Viepe is the mean red blood
cell velocity: functional capillary
density of the muscularis layer is
calculated as the number of
vessels crossing lines divided by
the total length of lines and is
given as number per millimeter.
Results are presented as

mean £+ SEM

Discussion

APC, a serine protease with systemic anticoagulant and
anti-inflammatory activity may reduce organ damage in
animal models of sepsis [7. 8. 9] and in human severe
sepsis [10, 13]. Growing evidence also suggests that APC
can protect directly cell function through interactions with
endothelial protein C and protease activated receptors [12,
14, 15]. Here we report that APC largely prevented
endotoxin-induced cardiovascular dysfunction, which
was characterized in our model by systemic hypotension,
functional capillary density reductions. and impaired
myocardial contractile performance. APC also attenuated
entotoxin-induced inflammatory response in terms of
plasma levels of TNF-u, MIF and nitrite/nitrate and
endothelial cell-leukocyte activation.

Beneficial cardiovascular effects of APC have been
suggested by analysis of secondary end-points of the se-
vere sepsis patient (PROWESS) trial [10]. Time-to-event
analysis further demonstrated more rapid improvement
in cardiovascular dysfunction in APC-treated patients
than with placebo over the first week [13]. Moreover,
better maintenance of blood pressure was observed in
both rats and human velunteers exposed to endotoxin
and treated with APC [16, 17]. In septic shock patients
APC rapidly improves the hemodynamic status with lower
dose of norepinephrine required to maintain mean arterial
pressure [18]. At the microcirculation level APC may
also improve capillary density in hamster skinfold during
endotoxemia [8]. Consistently we found that deterioration
in arterial pressure and small intestine muscular layer
microvascular perfusion were prevented by APC in
endotoxin-treated rats. In this context of microvascular
injury induced by endotoxin no adverse effects such as
hemorrhage or local microbleeding were observed in
rats treated with APC [8, 9]. However, risk of bleeding
associated with APC treatment in the human experience is

* 0,05 vs. control, ¥* p<0.05 vs LPS

still present and may draw into question the applicability
of our findings clinically.

APC improved endotoxin-induced myocardial function
which was evaluated in isolated heart preparations. Be-
cause physiological evaluation of global cardiac function
in sepsis has been challenging due to preload and after load
alterations [1, 2], we assessed LV systolic performance in
ex vivo isolated heart preparation. Hearts isolated from
APC-treated endotoxemic rats had better LV systolic per-
formance than endotoxemic rats, which was observed in
absence of coronary perfusion pressure changes, suggest-
ing that APC affects intrinsic heart contractility indepen-
dently of changes in coronary hemodynamics. Taken to-
gether, the results of our experiments and those reported
by other groups [16. 17] may be clinically important since
death due to septic shock commonly results from refrac-
tory hypotension and multiple organ failure [1. 2].

The most apparent mechanism for APC is by al-
tering the deranged microcirculation and coagulation
in sepsis [6, 7. 8, 9]. However, the myriad effects of
APC and the inability of other anticoagulants to alter
outcome in septic patients suggest that the actual mode
of effect does not only rely on its effect on coagula-
tion [12, 14, 15]. APC has been shown experimentally to
have an anti-inflammatory effect by inhibiting leukocyte
activation [8, 9], nitric oxide synthase expression [16].
and production of cytokines such as TNF-w, IL-1{, and
IL-6[5, 6. 10]. Consistently we found that APC attenuated
entotoxin-induced inflammatory response in terms of
mesentery venule endothelial cell-leukocyte activation
and plasma levels of nitrite/nitrate. TNF-a. and MIFE
Increased production of nitric oxide metabolites has
been implicated in the pathophysiology of both vascular
and myocardial depression induced by sepsis [2, 4, 11].
Here the reduction in nitrite/nitrate, an index of nitric
oxide metabolism. may explain at least part the beneficial
effects of APC on vascular and myocardial dysfunction.
TNF-u and MIF have also been identified as a myocardial
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depressant factor in septic shock. TNF-o can impair
myocardial function by mechanisms such as activation
of the neutral sphingomyelinase, suppression of calcium
transient. and inhibition of the mitochondrial function [2,
4]. MIF is increased in the plasma of animals and humans
during septic shock, and the blockade of its activity by
monoclonal or polyclonal antibodies results in a marked
improvement in the survival of animals with experimen-
tally induced sepsis [19]. Thus in endotoxin-treated rats
the reductions in TNF-u and MIF levels achieved by APC
could participate in myocardial function improvement.
The improvement in cardiovascular failure observed in
endotoxemic rats may perhaps be related to the known
properties of APC on leukocyte behavior. Using intravital
microscopy of the rat mesentery venule, we showed that
APC reduced leukocyte rolling and adhesion in endotox-

emic rats. A likely mechanism by which APC reversed
endotoxin-induced leukocyte sequestration includes im-
proved blood flow (i.e.. increased shear rates) that oppose
to leukocyte adhesion. APC may also directly reduce
leukocyte rolling and/or adhesion through its effects on
E- and P-selectin, intercellular adhesion molecule 1, and
vascular cell adhesion molecule 1 expression [20, 21].

In conclusion, our results demonstrate a role for APC
as a potential therapeutic tool to improve cardiovascular
dysfunction/failure in sepsis. Secondly. our data show that
both myocardial function and microvascular perfusion
deficit are improved by APC. Finally. our data reveal
that the beneficial effects of APC on endotoxin-induced
organ dysfunction may be due to both improved hemo-
dynamics and the effects of this compound on leukocyte
adhesion.
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Article n°3

Dans ce travail nous avons testé I'hypothese guadtéine C activée avait d’autres
effets que la prévention de la cascade inflammateir qu'elle pouvait avoir des effets
antioxydants d’'une part, et qu’elle pouvait avoir effet préventif sur la dégradation du
glycocalyx endothélial par ailleurs. Pour la premidéois, nous montrons d’'une part que
'épaisseur du glycocalyx diminue apres un choclL&$, probablement a cause d’une
dégradation plus importante (dosage d’acide hyalgte plasmatique) et d’autre part que cet
effet pouvait étre prévenu par la protéine C aetivé

Nous montrons également pour la premiére foislgymotéine C activée a des effets
antioxydants dans le cadre du sepsis comme engémdes effets sur les MDA intestinaux,
les protéines carbonylées plasmatiques et le mgegpar la DHR 1,2,3 en vidéomicroscopie
intravitale.

La dose-réponse de la noradrénaline montre umeiféonent de la réponse chez les
rats LPS, cet effet étant prévenu par la protéirectivée, sans passer par une augmentation
des catécholamines plasmatiques qui aurait pl @toens dégradées grace a leffet

antioxydant de la protéine C activée.
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ABSTRACT (216 words)

The glycocalyx constitutes the first line of the blood tissue interface and is thus involved in
many physiological processes, deregulation of which may lead to microvascular dysfunction.
Because sepsis induced by lipopolysaccharide (LPS) is accompanied by severe microvascular
dysfinction, the purpose of the study was to investigate microvascular glycocalyx function in
this pathological condition. Bolus infusion of LPS (10 mg/kg) to male Sprague Dawley rats
elicited the development of hyporeactivity to vasoactive agents and microvascular
derangements including decreased capillary density and significant increases in intermittent
and stopped flow capillaries in the small intestine muscularis layer compared to controls. LPS
elicited plasma hyluronan release and reduction in endothelial surface thickness. indicative of
glycocalyx degradation. Because endothelial glycocalyx is extremely sensitive to free
radicals. oxidative stress was evaluated by oxidation of dihydrorhodamine in microvascular
beds and levels of heart malondialdehyde and plasma carbonyl proteins. which were all
increased in LPS-treated rats. Activated protein C (240 [[mu]]g/kg/h) enhanced systemic
arterial pressure response to norepinephrine in LPS-treated rats. Activated protein C (240
[[mu]]g/kg/h) prevented capillary perfusion deficit in the septic microvasculature which were
associated with reduced oxidative stress and preservation of glycocalyx. Our findings support
the conclusion that LPS induces major microcirculation dysfunction accompanied by
microvascular oxidative stress and glycocalyx degradation which may be limited by activated

protein C treatment.

Key Words: lipopolysaccharide; microcirculation; oxidative stress, glycocalyx, infravital

MICroscopy. rats
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INTRODUCTION

Severe sepsis and septic shock are common and associated with substantial mortality
and substantial consumption of health care resources (1). Poor outcome in sepsis has been
related to impaired vascular reactivity and distributive abnormalities of microvascular blood
flow within injured vital organs (2). Indeed. we (3) and other groups (4.5) have reported
decreased capillary density, spatial and temporal perfusion heterogeneity and reduction in red
blood cell velocity, which are implicated in sepsis-induced oxygen extraction deficit and
tissue hypoxia. Diverse molecular mechanisms of inflammation and cellular damage
participate in the pathogenesis of sepsis-induced vascular failure (2.5). In addition. there is
emerging evidence of the importance of endothelial cell glycocalyx in the inflamed
microvasculature (6). and. given its key location at the interface between plasma and
endothelial cells, we believe it plays a critical role in the microvascular response to sepsis.

The endothelial cell glycocalyx is an as-yet poorly understood matrix that lines the
luminal surface of all blood vessels (6). This coat includes glycolipids. glycoproteins, and
proteoglycans and constitutes the endothelial glycocalyx in strict sense (7). In vivo
experimental studies led to the concept that endothelial surface is covered with a stationary
layer which is much thicker than the glycocalyx described above (6.8). This endothelial
surface layer plays a role in barrier properties of capillary wall as a whole and evidence
suggest that hematocrit and flow resistance, permeability, coagulation and leukocyte adhesion
may all be regulated by the glycocalyx (6.8). Loss of glycocalyx leads to a wide spectrum of
vascular abnormalities in experimental models of ischemia-reperfusion injury (9). diabetes
(10), and altered lipoprotein levels (11). To our knowledge, no study has previously examined

whether sepsis would affect endothelial glycocalyx structure.
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Therapeutics such as activated protein C with potential microcirculatory impacts has
been shown to be effective in reducing mortality (12,13). Experimental studies further
elucidate the mechanisms of action of activated protein C on the microcirculation during
sepsis. Consistently, different groups reported that activated protein C prevented
lipopolysaccharide-induced functional capillary density deficit. neutrophil-endothelial cell
adhesion. and improved control of microvascular tone (14,15). Because part of these
vasculoprotective properties can be related to the glycocalyx. we sought to investigate the
effects of activated protein C on endothelial glycocalyx in sepsis.

The present study was undertaken to primarily test whether microvascular dysfunction
induced by LPS would coincide with endothelial glycocalyx degradation in rats. We next
tested whether activated protein C would preserve microvascular dysfunction induced by LPS
through mechanisms involving vascular reactivity improvement, reduced oxidative stress and

preservation of endothelial glycocalyx.
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MATERIALS AND METHODS

Animal preparation

This study was performed in accordance with European and National Institutes of Health
guidelines for the use of experimental animals with approval from Lille’s Animal Research
Committee. After anesthesia was induced with intramuscular ketamine (50 mg/kg body
weight) and xylazine (15 mg/kg body weight), Sprague Dawley rats (Harlan, Gannat, France)
(weight 275-300g) were placed supine on a surgical board while breathing air. Subsequently.
internal carotid artery and external jugular vein were catheterized under sterile conditions and
were tunnelled subcutaneously to the back of the neck where attached to a swivel device.
During surgery. rat rectal temperature was monitored and maintained at 37°C using heating
pad. Systolic arterial blood pressure was maintained > 80 mmHg using normal saline infusion
if necessary. Rats were allowed to recover for 60 minutes. Intramuscular nalbuphine (10

mg/kg body weight) was used post operatively to produce adequate analgesia.

Treatments and study design

Instrumented rats were randomized to receive either human albumin (240 pug/kg/h body
weight) or activated protein C (240 pg/kg/h) in saline infusion (2 mL/h). Recombinant rat
activated protein C was a generous gift from Eli Lilly, Indianapolis, USA. Immediately after
the beginning of albumin or activated protein C infusion, rats were treated with either 500 uL
saline iv (confrols) or 10 mg/kg LPS endotoxin (Escherichia coli 055:B5 Sigma, Saint

Quentin Fallavier, France) in 500 pL saline iv (LPS). Where used. norepinephrine (NE) was

given as a 03ml bolus i.v. injection and endothelium-dependent and -independent

vasodilation was determined by injection of acetylcholine (Ach 0.01. 0.1 and lpg/kg: 0.3mL

bolus i.v.) and sodium nitroprusside (SNP 2.5, 7.5 and 10ug/kg: 0.3mL bolus 1.v.).
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All physiological and biological measurements were performed 4h after saline and LPS
administration. Four groups of rats were studied., i.e., control, activated protein C control, LPS
treated rats and activated protein C LPS treated rats. In the first series of experiments, rats

(n=8 in each group) were prepared for evaluation of hemodvnamic response fo

vasoconstrictor and vasodilating agents, blood and tissue sampling. In the second series of

experiments, rats were prepared for in vive microscopy. which was conducted in two
independent series of experiments, i.e. apparent endothelial surface layer measurements (4

groups of 8 rats) and evaluation of microvascular oxidative stress (4 groups of 8 rats).

Physiological measurements

Hemodynamic measurements: Arterial catheter was connected to a pressure transducer
(Baxter Healthcare Corporation. Edwards lab.. Irvine, CA. USA) coupled to a Biopac Data
Acquisition System (Biopac Systems Inc.. CA, USA) fo record arterial pressure.

Intravital microscopy: Rats were anesthetized with ketamine (50 mg/kg body weight) and
xylazine (15 mg/kg body weight). After midline laparotomy. a segment of the distal ileum
was gently exposed and mounted in an optical chamber as we have previously described.
Exposed bowel wall within the chamber was superfused with a thermostat-controlled saline
solution maintained at 37°C. After a 30 min equilibration period. the mesenteric
microcirculation was observed with the use of an intravital fluorescence microscope (Eclipse
ES50i Nikon. Tokyo. Japan) fitted with a Xenon light source and long working distance
objective (Plan Fluor 20x/0.45 WD7.4, Nikon Tokyo, Japan). The images of arterioles,
venules and capillaries were obtained through a charge-coupled device (CCD) video camera
system (Coolsnap ¢f. Photometrics, Roper Scientific, Inc., Evry, France). Image acquisition
and analysis were performed with Metamorph and Metaview software (Roper Scientific, Inc.,

Evry. France).
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Microvascular flow in the muscularis layer (10 fields examined for a period of 60 s in each

animal) were recorded and analyzed off-line. Three equidistant horizontal and three
equidistant vertical lines were drawn on images. Functional capillary density (CD) was
calculated by an operator (blinded as to the condition of the animal) as the number of vessels
crossing these lines divided by the total length of the lines and is given as number per
millimeter.

Capillaries that intersected the reference lines were classified over a 30-s time interval as
being either. 1) continuous (cont). 2) intermittent (int). or 3) stopped (stop). Functional
capillary density information (for example, CDstop) was calculated as the number of
capillaries per millimeter test line and was expressed as a percentage of the total capillary
density (for example. %CDstop).

Apparent thickness of the capillary endothelial surface layer was evaluated as previously

described (8.9) in capillaries by the mean of intravital microscopy by comparing 4 and 150
kD dextran distribution as markers of glycocalyx permeable and impermeable tracers.
respectively. To determine the thickness of the endothelial surface coat. fluorescently FITC-
Dextran molecules were dissolved in normal saline (2 mg/ml) and injected as a bolus (0.3-0.4
ml). FITC-Dextran 4 and 150 kD (Sigma, France) were used to probe the penetration rates of
the endothelial surface layer (excitation 480 nm; emission 520 nm). Estimates of the apparent
thickness of the endothelial surface layer were obtained using Metamorph software by
subtracting the diameters of the FITC-Dextran 4 column from the FITC-Dextran 150 column.
Thickness of capillary columns (50 pm length) was measured in the same microvascular area
of the muscularis layer and averaged (3 independent measurements per field).

To quantify generation of oxidants by the cells in the area under study, the oxidant-sensitive
fluorochrome dihydrorhodamine (DHR-123 (Molecular Probes, Eugene, Invitrogen, France)

was superfused (10 pmol/L) onto the mesentery as previously described. During an initial 30-
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min stabilization period, the mesenteric preparation was superfused with DHR-free BBS, and
a background autofluorescence image was recorded. The fluorescence intensity (excitation
480 nm; emission 536 nm) of the vessels under study and the background fluorescence before
superfusing DHR-123 were measured. An index of free radical generation in the intravascular
areas was obtained after subtracting background fluorescence from fluorescence intensity in

the area of interest.

Measurements of tissue malondialdehyde and plasma protein carbonyl levels

Malondialdehyde (MDA) formation was utilized to quantify the lipid peroxidation in tissues
and was measured as thiobarbituric acid reactive material. Tissues were homogenized (100
mg/ml) in 1.15% KCI buffer. The homogenates (200 pl) were then added to a reaction
mixture consisting of 1.5 ml of 0.8% thiobarbituric acid. 200 ul of 8.1% sodium dodecyl
sulfate, 1.5 ml of 20% acetic acid (pH 3.5). and 600 pl of distilled H20. The mixture was then
heated at 90° C for 45 min. After cooling to room temperature, samples were cleared by
centrifugation (10,000 x g, 10 min) and their absorbance measured at 532 nm, using 1,1.3.3-
tetramethoxypropane as an external standard. The level of lipid peroxides was expressed as
nanomoles of MDA per milligram of protein (Bradford assay). Evaluation of protein
carbonyls is based on spectrophotometric detection of the reaction of 2.4-
dinitrophenylhidrazine with protein carbonyl to form protein hydrazones. The oxidized
protein was assessed by determination of carbonyl concentrations by the mean of a

commercially available kit (Cayman, VWR. Fontenay-sous-Bois, France).

Plasma hyaluronan and catecholamine concentrations
Hyaluronan present in plasma was determined using the Corgenix hyaluronic acid test kit

(Corgenix Inc., Westminster, USA) that is based on an enzyme-linked hyaluronic acid binding
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protein (HABP) assay. Hyaluronan is the principal constituent of endothelial glycocalyx and
its concentration increase has been related to glycocalyx volume loss (10). Plasma
catecholamine levels were measured by radioimmunoassay with commercially available kits

(Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG, Germany).

Statistical analysis

Results were analyzed with the SPSS for Windows software. version 11.0.1 (SPSS France.

Paris-la-Défense. France). Data represent mean £ S.E.M and were analyzed by ANOVA

procedures. When a significant difference was found. we identified specific differences

between groups using a sequentially rejective Bonferroni procedure. After application of the

Bonferroni correction. P<<0.05 was taken as a level of statistical significance.

RESULTS

Characterization of the cardiovascular dysfunction induced by LPS administration
Administration of LPS lead to the development of cardiovascular hypo-responsiveness to
exogenously administered norepinephrine (NE). a potent a-adrenergic agonist with some [3-

adrenergic agonist effects. Four hours after LPS injection. raises in mean arterial pressure

(MAP) in response to NE (0.1-1 mu/kg) were greatly reduced compared to controls (Figure

1A). Compared to controls. endothelium-dependent (acetylcholine. Figure 1B) and

endothelium-independent vasodilation (sodium nitroprusside. data not shown) were not

altered in LIPS ftreated rats. Plasma catecholamine levels increased in LPS treated rats

compared to control rats (Figure 1C). Significant decreases in continuous flow and significant
increases in intermittent and stopped flow were observed in capillaries of the small intestine

muscularis layer of LPS treated rats (Table 1). In addition, LPS consistently elicited in vivo
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oxidation of dihydrorhodamine within the small intestine microvasculature (Figure 2A).
which was accompanied by moderate increases in tissue malondialdehyde concentration and
plasma protein carbonyl level (Figure 2B. 2C). Apparent thickness of the endothelial surface
layer was evaluated in small intestine capillaries by comparing 4 and 130 kD dextran
distribution as markers of glycocalyx permeable and impermeable tracers. respectively
{Figure 3A). TPS treatment elicited a profound reduction in endothelial glycocalyx laver
thickness {Figure 3B). which was accompanied by increases in plasma levels of hyaluronan.

an endothelial glycocalyx constituent (Figure 3C).

Microvascular effects of recombinant rat activated protein C in LPS treated rats
Recombinant rat activated protein C at a dose of 240pg/kg/min prevented reduction in
responses to NE in LPS treated rats. whereas responses to NE in control rats were unaffected

by activated protein €. Endothelivm dependent (Figre 1B3 and endothelinm-independent

(data not shown) vasodilation was not altered by recombinant rat activated protein C.

Recombinant rat activated protein C fully prevented perturbations in spatial and temporal
heterogeneity of capillary perfusion in LPS treated rats with reduction in intermittent and
stopped flow capillaries (Table 1). Interestingly. treatnient with recombinant rat activated
protein € prevented increases in oxidative stress markers (Figure 2) and glycocalvx

destruction which were associated with LPS infusion (Figure 3).
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DISCUSSION

The findings of the present study suggest that microvascular dysfunction observed in
lipopolysaccharide (LPS) treated rats coincides with increased oxidative stress and loss of
endothelial glycocalyx. Of note, activated protein C treatment in septic LPS rats was
accompanied by major vasculoprotective impacts. which include improvement in systemic
and microvascular failure and reductions in vascular oxidative stress and glycocalyx
destruction.

Consistent with previous observations (3.4.5). LPS freated rats displayed loss of
capillary density with decreases in continuous flow and significant increases in intermittent
and stopped flow capillaries within the small intestine muscularis layer. Proposed
mechanisms for microvascular failure in sepsis include changes in vascular reactivity.
endothelial dysfunction. stiff leukocytes and red blood cells, and platelet/fibrin clots (2-6).
Results from the present study suggest a novel. yet not demonstrated link. between endothelial
glycocalyx disturbances and microvascular perfusion deficit in LPS ftreated rats. The
glycocalyx covers the endothelium and consists of endothelial cell-derived proteoglycans.
hyaluronan glycosaminoglycans, and selectively adsorbed plasma proteins (6,7.16-18). From
a functional viewpoint, the glycocalyx constitutes the first line of the blood tissue interface
and is thus involved in a substantial number of physiological processes, deregulation of which
may lead wvascular dysfunction (6). These processes include vascular tone, mechano-
transduction and transport along vessels (17.18). For example, enzymatic destruction of
glycocalyx lining the endothelial surface resulted in a sustained decrease in flow resistance of
~20 percent (20.21). Thickness and hydraulic resistivity of the endothelial glycocalyx are
among the principal determinant of organ blood flow (22). red blood cell motion through

capillaries (23, 24). By the means of intravital microscopy (8-10). we observed that LPS
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treatment elicited profound reduction of endothelial glycocalyx layer thickness. Changes in

glycocalvx laver thickness induced by LPS could be related to loss of fluid info the interstitial

space. as this laver has been implicated in the control of trans-vascular fluid exchange (6).

However. the finding that hvaluronan plasma levels increased in response to LPS treatment

also suggests release of elycocalyx constituents into the circulation as a mechanism of

glycocalyx thickness reduction. Because endothelial glycocalyx is extremely sensitive to free

radical (7.9.17). we next tested whether LPS may elicit oxidative stress at the level of the
microvasculature. Based on previously described technique of intravital characterization of
small intestine muscularis layer microvascular oxidative stress (19). we observed that LPS
consistently induced in vivo oxidation of dihydrorhodamine. which suggests free radical
generation and potential glycocalyx destruction.

Altogether. our work suggests the contention. vet unproven. that LPS elicits increased

vascular oxidative stress which results in blunted vascular response. loss of glvcocalvx and

capillarv perfusion deficit. One of the major limitations of our study is that a causal link

destruction of glvcocalyx by oxidative stress and microvascular dysfunction was not

demonstrated. However, glvcocalyx degradation may participate, at least part, in LPS-induced

microvascular perfusion deficit. This is supported by experiments showing that enzvmatic

hvaluronan degradation induces perturbations in capillarv perfusion. organ flow distribution

and microhemodynamics (20-24). For example. glycocalyx degradation causes significant

changes in the distribution of red blood cells in the capillary network leading to decreased in

functional capillary density was accompanied by increases in capillary hematocrit of the

remaining functional capillaries and in plasma only perfused capillaries (25).

Consistent with previous studies (14.15), activated protein C fully prevented
microvascular perfusion deficit in the inflamed microvasculature of LPS treated rats.

Activated protein C has been shown to exert cardiovascular effects in sepsis, which include
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improvement in arterial blood pressure (26) and sensitivity to the vasoconstrictor agents in
endotoxin-induced shock model (27) and clinical sepsis (28). Beneficial effects of activated
protein C involve inhibition of diverse molecular mechanisms of inflammation and cellular
damage. including those related to overt generation of circulating and locally produced pro-
inflammatory mediators. the presence of activated leukocytes and endothelial cell activation
(14.15.,26). In vitro experiments also revealed that activated protein C may exert inhibitory
effects on reactive oxygen species generation and lipid peroxidation (29.30). Antioxidant
properties of activated protein C could explain, at least part, prevention in glycocalyx

degradation and improved capillary perfusion. Excessive oxidative siress may represent a

commeon pathway for sepsis. increasing the probability of developing multiple organ failure

and death. Beneficial effects of antioxidant strategies have however vielded conflicting results

in various pathological conditions. In sepsis. which is not simply free radical-induced but

shows a complex pathophysiology involving many inflammatory and noninflammatory

pathwavys. use of activated protein C with multiple key impacts on the vascular endothelium

mayv be thus particularly attractive.

In conclusion, our study provides the important finding that administration of LPS in
rats induces microvascular dysfunction which coincides with increased oxidative stress and
loss of endothelial glycocalyx. Given the key location at interface between plasma and
endothelial cell. it is likely that glycocalyx plays a fundamental role in the pathogenesis of
microvascular dysfunction associated with severe sepsis. Improvement of microvascular
function in activated protein C treated LPS rats could be attributed to its inhibitory effects on

glycocalyx degradation.
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Table 1: Functional capillary density of the muscularis layer of the small intestine.

CD cont (%) CDint (%) CD stop (%)

Control 88+ 5 10+6 2+1
Control APC 80 + 8 10+5 5+7
LPS 55+7% 15+2% 25+ 8%
LPS APC 76 + 3 10+2% 6+ 14

Functional density results fore the different flow rates were ewpressed as percentage of total
functional capillary density (CD) Capillaries were classified over a 30-s time interval as being
either, 1) continuous (cont), 2) intermittent (int). or 3) stopped (stop). Results are expressed as
mean + SEM (n = 8 in each group). * indicates P<0.05 compared to controls. See Materials

and Methods for treatment group design.
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Figure 1

Changes in mean systemic arterial pressure induced by the administration of norepinephrine
NE (0.1 to 1 pg/kg) (panel A) and acetylcholine (0.01 to 1 pg/kg) (panel B) in control,
control-activated protein C (APC). LPS and LPS- APC anesthetized rats. Changes in plasma
epinephrine and norepinephrine concentrations (4hours after treatment) in control. control-
activated protein C (APC). LPS and LPS-APC anesthetized rats are displayed panel C.
Results are expressed as mean + SEM (n = 8 in each group): * indicates P<0.05 compared to

controls; T indicates P<0.05 compared to LPS (one-way ANOVA).

Figure 2

A: Photographs correspond to 3 different rats taken 4 hours after treatment in control, control-
activated protein C (APC). LPS and LPS-APC. DHR 123 fluorescence increases were
observed in capillaries of small intestine longitudinal muscle layer. Semiquantitative analysis
revealed that DHR 123 fluorescence intensity was 150 + 25 arbitrary units a.u. in controls,
5000 £ 500 a.u. in LPS and 1000 + 80 a.u. in LPS-APC treated rats.

B and C: Changes in small intestine malondialdehyde MDA and plasma carbonyl protein
concentrations (4hours after treatment) in control, control-activated protein C (APC), LPS and
LPS-APC anesthetized rats. Results are expressed as mean + SEM (n = 8 in each group): *

indicates P<0.05 compared to controls (one-way ANOVA).

Figure 3

A: Digitized images of a capillary segment after 150 and 4 kD FITC-dextran infusion. Width
of the FITC-dextran column was significantly smaller in 150 kD FITC-dextran than 4 kD
FITC-dextran. Scale bar in the lower and bottom panels represents 4.7 and 5.4 um.

respectively.
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B and C: Apparent thickness of endothelial exclusion zone and plasma hyaluronan
concentrations (4hours after treatment) in control, control-activated protein C (APC), LPS and
LPS-APC anesthetized rats. Results are expressed as mean = SEM (n = 8 in each group); *

indicates P<0.05 compared to controls.
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Figure 2
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Figure 3
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Article n°4

La dysfonction contractile cardiaque induite pantiotoxine est attribuée en partie

aux effets des cytokines proinflammatoires tele3INFa. Le TNF, seul ou en association
avec I'IL-1B, est capable de reproduire in vivo et in vitranbanalie contractile cardiaque.
L’équipe d'Oral a pu montrer que cet effet déprassgu TNFe s’accompagnait d’'une

production accrue en sphingosines, molécules iadtid'apoptose dans de nombreux
modeles. Le but de notre travail consiste a évallierplication de ces molécules

proapoptotiques dans la dépression cardiaque septiq

Pour cela, nous avons injecté en |V a des ratsedddtoxine avec ou sans NOE (N-
oleoylethanolamine), un inhibiteur des céramidaQestre heures aprés l'induction du choc
endotoxinique, les rats sont sacrifies et les perdmces contractiles cardiaques ont été
mesurées sur colonne de Langendorff. Dans une adirie d’expériences, des coeurs
d’animaux non traités ont été perfusés ex vivo yartampon physiologique contenant de
'endotoxine (5pg/mL), en présence ou non de NOHRbI/L). La fonction cardiaque a été
évaluée sur colonne de Langendorff. Enfin sur degdiomyocytes isolés de coeurs de rats
adultes, les effets directs de la sphingosine (20 3@ umol/L) sur la fraction de
raccourcissement, les transitoires calciques, lenpel de membrane mitochondrial, la
libération de cytochrome c et I'activité des cagsa8 et -3 ont été appréciés.

Les rats traités par I'endotoxine et le NO& vivo voient leurs performances
cardiaques supérieures a celles de rats traitésepalotoxine seuleEx vivq la dépression
cardiaque induite par la perfusion d’endotoxine m&tvenue par le NOE. En outre, cette
dysfonction cardiaque semble étre corrélée a ldymtion de TNFe. In vitro, la sphingosine
réduit la fraction de raccourcissement des cardamyies, les transitoires calciques ainsi que
le potentiel membranaire mitochondrial. La sphimgegprovoque en outre une libération de
cytochrome ¢ depuis les mitochondries vers le ojte$ une augmentation des activités
caspases-9 et -3.

Ces reésultats suggerent une implication forte gsngosines dans la dysfonction
myocardique septique et esquissent un réle popwtientiel de membrane mitochondrial dans

cette dysfonction.
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Endotoxin-induced myocardial dysfunction: Evidence for a role of

sphingosine production®

Raphael Favory, MD; Steve Lancel; Philippe Marchetti,
Pierre Formstecher, MD, PhD; Remi Neviere, MD, PhD

Objective: To determine whether sphingomyelinase pathway
activation would participate in myocardial depression induced by
endotoxin.

Design: Randomized, controlled trial.

Setting: Experimental laboratory.

Subjects: Male Sprague-Dawley rats, isolated rat heart, and
cardiac myocytes.

Interventions: Cardiovascular function was evaluated in rats
injected with saline, endotoxin (10 mg/kg, intravenously), and
N-oleoylethanolamine (NOE; 10 mg/kg, intravenously). In ex vivo
experiments, isolated rat hearts were perfused with endotoxin (5
pg/mL). For pharmacologic intervention, NOE (1 wmol/L) was
admixed to the perfusate 20 mins before endotoxin. In in vitro
experiments, ventricular myocytes were incubated with sphin-
gosine (20 p.M). Myocyte cell shortening and calcium transient
were measured. Mitochondrial membrane potential was mea-
sured using the cationic dye tetramethylrhodamine methylester

MD, PhD; Serge Mordon, PhD; Claude Chopin, MD;

did not alter mean arterial pressure and abdominal blood flow
compared with control rats. Left ventricle developed pressure
(LVDP) and its first derivatives (i.e., maximal and minimal change
in pressure over time [dP/dt,,, and dP/dt.]) were decreased
after 4 hrs in endotoxin-treated rats compared with control rats.
NOE (10 mg/kg) treatment largely prevented left ventricular sys-
tolic function alterations of endotoxin-treated hearts (n = 6 in
each group). In isolated rat heart, endotoxin (5 wg/mL) caused
increases in tumor necrosis factor-« perfusate concentration and
delayed depression of LVDP, dP/dt,,,,, and dP/dt,;, after 60 mins,
which was partially abrogated in the presence of the ceramidase
inhibitor NOE (1 pumol/L). Sphingosine (20 uM) caused decreases
in cell fractional shortening, calcium transient, and mitochondrial
membrane potential of cardiac myocytes.

Conclusion: These observations suggest that the sphingomy-
elinase pathway participates in endotoxin-induced myocardial
depression. (Crit Care Med 2004; 32:495-501)

fluorescence technique.

Measurements and Main Results: Endotoxin treatment at 4 hrs

espite numerous advances in
medical treatment, the mor-
tality rate of sepsis continues
to exceed 40% (1). Bacterial
endotoxins, glycolipid lipopolysaccha-
rides of Gram-negative bacteria, are im-
portant pathogenic factors in sepsis and
mimic the cardiac depression of septic
shock in human volunteers (1, 2) or ex-
perimental animals (3). The release of

*See also p. 609.
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endotoxins into the circulation activates
a series of tissue responses that in their
most severe forms lead to cardiovascular
failure and death (4, 5). Most of the en-
dotoxin-induced myocardial contractile
dysfunction has been attributed to the
effects of proinflammatory cytokines on
the heart (6, 7). Tumor necrosis factor
(TNF)-a, alone or in association with
interleukin (IL)-1p, may induce cardiac
depression in myocytes in vitro (7) and
in instrumented hearts in vivo (8, 9).
Overproduction of TNF-a represents
one of the most critical factors for the
development of myocardial depression
in clinical and experimental sepsis (4, 6,
7, 10). Despite evidence that TNF-a
plays a pivotal role in endotoxin-
induced myocardial dysfunction, the
mechanisms by which this pleiotropic
cytokine alters cardiac mechanical
function remain unclear (9, 10).

The negative inotropic effects of
TNF-o have been attributed to enhanced
synthesis of nitric oxide (11-13). Pro-
posed mechanisms of nitric oxide-in-

mitochondria; sphingosine

duced myocardial depression include cal-
cium transient alterations (14, 15),
desensitization of B-receptors (16), and
inhibition of mitochondrial function (17,
18). As a different concept, part of the
depressant myocardial effects of TNF-«
were attributed to increased production
of sphingosine. Indeed, following endo-
toxin and TNF-« exposure, the activation
of the neutral sphingomyelinase pathway
increases sphingosine production in the
heart via sphingomyelin degradation af-
ter the intermediate formation of cer-
amide (19). At the cellular level, in-
creased sphingosine production may in
turn inhibit sarcoplasmic calcium release
and decrease myocyte calcium transients
and shortening in cultured myocytes
(19-21). In isolated heart preparation,
sphingosine has been shown to exert
some of the acute deleterious effects at-
tributed to endotoxin and TNF-«, includ-
ing coronary vasoconstriction and nega-
tive inotropy (8, 9, 22). In human sepsis,
increases in mononuclear cell ceramide
concentration predicted multiple organ
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dysfunction, including cardiovascular
failure, and outcome (23).

Inhibition of sphingosine production
by the ceramidase inhibitor N-oleoyleth-
anolamine (NOE) emerged as a valid con-
cept as NOE reversed the immediate neg-
ative inotropic effects of TNF-a in
myocyte cultures (19), myocardial tra-
beculae (6), and ex vivo heart (8, 9). In
vivo effects of NOE in endotoxin-induced
myocardial dysfunction have not been
previously reported. Also, the biological
effects of sphingosine on contractile and
mitochondrial function have not been in-
vestigated extensively in ventricular myo-
cytes. The general purpose of this study
was to investigate the implication of
sphingolipid metabolites in myocardial
depression induced by endotoxin in rats.
Specifically, the major objectives of this
study were two-fold. First, we tested
whether inhibition of sphingosine pro-
duction by the ceramidase inhibitor NOE
would prevent myocardial dysfunction in-
duced by endotoxin in vivo in rats and ex
vivo in isolated rat hearts. Second, we
studied the effects of sphingosine expo-
sure on contractile function and mito-
chondrial membrane potential in rat ven-
tricular myocytes.

MATERIALS AND METHODS

Animal Preparation

Adult male Sprague-Dawley rats (250-300
g; Dépré, Saint Doulchard, France) were
housed for 6 days in groups of six in standard
cages. Rats were housed in a controlled envi-
ronment and provided with standard rodent
chow and free tap water. Treatments were
administered intravenously, via the dorsal pe-
nine vein, after brief ether anesthesia. Four
groups of rats were prepared. Control rats
were injected with 500 pL of saline intrave-
nously. Endotoxin-treated rats were injected
with 10 mg/kg endotoxin from Escherichia
coli serotype 055:B5 (Sigma Chemical, St.
Louis, MO) in 500 pL of saline. NOE-treated
control rats were injected with 10 mg/kg NOE
(Sigma Chemical, St. Quentin Fallavier,
France) dissolved in 500 wL of saline. Endo-
toxin NOE-treated rats received 10 mg/kg
NOE plus 10 mg/kg endotoxin dissolved in
500 L of saline. All experiments were con-
ducted in accordance with our national
guidelines for the care and use of laboratory
animals. The experimental protocol was re-
viewed and approved by our local animal
care committee.

496

Assessment of Cardiovascular
Function

Four hours after rat preparation, mean sys-
temic arterial pressure and abdominal blood
flow were assessed. After pentobarbital sodium
anesthesia (65 mg/kg intraperitoneally), rats
were instrumented with an arterial catheter
advanced in the right carotid and with an
electromagnetic perivascular blood flow probe
(99020, Skalar Medical, Delft, The Nether-
lands) placed around the subrenal abdominal
aorta. Mean arterial pressure was recorded us-
ing a Biopac Data Acquisition System (Biopac
Systems, Goleta, CA). Mean abdominal blood
flow was recorded using a electromagnetic
blood flow meter (MDL 1401, Skalar Medical,
Delft, The Netherlands).

Four hours after rat preparation, hearts
were isolated and ex vivo myocardial contrac-
tile function was studied using a modified
Langendorff preparation as previously de-
scribed (24). Following heparinization and
ether anesthesia, the heart was rapidly excised
and placed into ice-cold Krebs-Henseleit
buffer solution. Then the heart was mounted
onto a Langendorff heart perfusion apparatus
and perfused in a retrograde fashion via the
aorta at a constant flow rate of 10 mL/min
with aerated (95% oxygen, 5% CO,) Krebs-
Henseleit buffer. The final buffer pH was 7.37—
7.42, partial pressure of oxygen was 550—600
mm Hg, partial pressure of carbon dioxide was
40 mm Hg, and temperature was maintained
at 37°C. Cardiac contractile function was as-
sessed using a water-filled latex balloon in-
serted into the left ventricular (LV) cavity and
connected to a pressure transducer (Baxter-
Edwards Critical Care, Irvine, CA). The heart
was paced at 300 beats/min and allowed to
equilibrate for 30 mins. LV end-diastolic pres-
sure was adjusted to 4-5 mm Hg by increasing
the balloon volume with a micrometer-filled
syringe. Left ventricular developed pressure
(LVDP), its first derivatives (maximal and min-
imal change in pressure over time [dP/dt,,
and dP/dt,;.]), and coronary perfusion pres-
sure (CPP) were recorded using a Biopac Data
Acquisition System (Biopac Systems).

Measurement of TNF-o
Concentration

TNF-a concentrations were determined in
the perfusate of isolated hearts. Samples (0.5
mL) were collected from the heart perfusate
each 30 mins and stored frozen at —80°C until
analysis. TNF-a concentrations were per-
formed by the use of commercial immunoas-
say kit (enzyme-linked immunosorbent assay)
specific for rat cytokine TNF-a (Quantitine M
rat, R&D Systems, Abingdon, Oxford, UK).
Reading was performed in a microplate reader
(Spectracount, Packard Instruments, Meriden,
CT).

Assessment of Ventricular
Myocyte Contractile Function

Ventriculocyte Isolation Procedures. Fol-
lowing heparinization and ether anesthesia,
calcium-tolerant ventricular myocytes were
isolated by cardiac retrograde aortic perfusion
as previously described (14). To isolate ven-
tricular myocytes, hearts were perfused
through the aorta for 10 mins with calcium-
free buffer (buffer A) after which the buffer
was changed to one containing 1 mg/mL col-
lagenase B (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) and 0.1 mg/mL protease type XIV
(Sigma Chemical, St. Quentin Fallavier,
France). The heart was perfused for 20 mins in
a recirculating manner with the collagenase
solution. The collagenase solution then was
washed out for 2 mins with buffer A contain-
ing 0.2 mM CaCl,. The heart was removed
from the perfusion cannula and chopped with
scissors in 15 mL of buffer containing 0.2 mM
CaCl, and 25 mM KCI. The tissue was incu-
bated at 37°C for 15 mins and filtered through
a 250-mesh nylon screen, and the filtrate was
centrifuged gently for 45 secs. Calcium buffer
was progressively increased to 1.8 mM in
M199 (Sigma Chemical, M199 M4530, St.
Quentin Fallavier, France). The cells were di-
luted to a concentration of approximately
100,000 cells/mL made up to 3 mL in Petri
dishes. Cells were transferred on the thermo-
regulated (30°C) stage of a Nikon Eclipse ES00
microscope (Nikon, Paris, France). Cells were
allowed to stabilize for 30 mins before pacing.
During measurements, cells were field-
stimulated with bipolar platinum electrodes
with pulses of 5 msecs duration at a frequency
of 1 Hz using a stimulator (Grass S48, Grass
Instrument Division, Astro-Med, Trappes,
France). Voltage was set at 4 V above threshold
(25-30 V).

Myocyte Cell Shortening. Mechanical
properties of ventricular myocytes were as-
sessed by use of a video-based edge-detection
system (IonOptix Digital Edge Detection Soft-
ware Iwizrd, IonOptix, Milton, MA). The myo-
cyte being studied was displayed on the com-
puter monitor with the use of an IonOptix
MyoCam camera, which rapidly scans the im-
age area at every 8.3 msecs such that the
amplitude and velocity of shortening/re-
lengthening are recorded with good fidelity.
The soft-edge software (IonOptix Digital Edge
Detection Software Iwizrd) was used to cap-
ture changes in cell length during shortening
and relengthening. Data were expressed as
percent of shortening of individual cell.

Myocyte Calcium Transient. Intracellular
calcium transients in isolated contracting
myocytes were evaluated using the fluorescent
indicator fluo-3, as previously described (14).
After 20 mins of loading with fluo-3 (7.5 pM),
the cells were washed to remove any unincor-
porated dye and then placed in Petri dishes on
the stage of Nikon E800 microscope. Fluores-
cence brightness (excitation light 465-495,
emission light 515-555) was recorded at base-

Crit Care Med 2004 Vol. 32, No. 2
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line and during the myocyte contraction se-
quences using a video-camera Hamamatsu
C2400-08 (Hamamatsu City, Japan) mounted
on the microscope, which projected the image
onto a monitor. Excitation light intensity was
set to 15 W (Ophir Laserstar, Optilas Com-
posants, Evry, France). Images (720 X 576
pixels) were recorded for playback analysis
with digital video cassette recorder Sony DVR
30 (Sony, Paris, France). Fluorescence bright-
ness was determined for a single myocyte con-
traction by measuring the total fluorescence
intensity over the surface area of individual
cell. Data were expressed as changes in total
cellular fluorescence brightness from baseline
values.

Assessment of Mitochondrial
Membrane Potential

Numerous types of probes have been used
to estimate the electrical potential across the
inner mitochondrial membrane (25, 26). In
many cases, the distribution of the free dye
across the inner membrane has been shown to
follow the Nernst equation. However, many of
these probes exhibit significant binding to mi-
tochondria that complicates their use for ac-
curate quantification of membrane potential
and alters mitochondrial function (25). In the
present study, we used the cationic dye tetra-
methylrhodamine methylester (TMRM, Molec-
ular Probes, Eugene, OR) to monitor mito-
chondrial membrane potential in myocytes
(26). TMRM binds to the inner and outer as-
pects of the mitochondrial membrane and, as
a result, is accumulated by mitochondria in a
greater quantity than predicted by the Nernst
equation. However, a low concentration of
TMRM has been shown to actually monitor
membrane potential with minimal mitochon-
dria binding and minimal effects on mito-
chondrial respiration (26).

Freshly isolated myocytes were incubated
with 50 nM TMRM for =15 mins in 37°C M199
medium. Coverslips with noncontracting cells
were observed using confocal microscopy
(Leica TCS NT, Leica Microsystemes, Laser
Argon-Krypton excitation 488, 568 and 647
nm, Rueil Malmaison, France). Subsequently,
sequential digital images were obtained, and
the average fluorescence intensity for all of the
cell regions and background was recorded for
later analysis. TMRM fluorescence intensity
was reported as the average of the fluores-
cence of all identified cell regions, less back-
ground, for each coverslip. At the end of the
study, the mitochondrial uncoupler carbonyl
cyanide 3-chlorophenylhydrazone, which
would be expected to rapidly dissipate the mi-
tochondrial electrochemical gradient, was
added (10 pM). As predicted, addition of car-
bonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (10
M) to the cell medium produced a rapid and
marked decrease in fluorescence indicating a
loss of potential of the probe.

Crit Care Med 2004 Vol. 32, No. 2

Experimental Protocols

In the first series of experiments, control
rats, endotoxin-treated rats, NOE-treated con-
trol rats, and NOE-treated endotoxin-treated
rats were prepared. Endotoxin and NOE dose
regimens were based on previously published
studies (24, 27). Four hours after treatment,
cardiovascular function was studied in vivo
and ex vivo using an isolated and perfused
heart preparation in a nonrecirculating sys-
tem. Six rats in each group were studied.

In the second series of experiments, hearts
of control rats were perfused in a nonrecircu-
lating system for 30 mins. Hearts that devel-
oped a systolic pressure <70 mm Hg after
stabilization were discarded. Hearts then were
switched to a recirculating perfusion mode
(total volume 200 mL) with endotoxin (5 pg/
mL). In some experiments, endotoxin was
omitted. For pharmacologic intervention,
NOE (1 pmol/L) was admixed to the perfusate
20 mins before endotoxin to allow equilibra-
tion. Myocardial function then was studied
over time. Perfusate concentration of endo-
toxin and NOE was selected according to pre-
viously published studies (8, 9, 28). The reason
for recirculating the Krebs buffer was to re-
duce the amount of endotoxin used during
each experiment, as well as to allow the
buildup of possible metabolites released by
endotoxin. Six hearts were evaluated in each
group.

In the third series of experiments, control
myocytes were incubated with sphingosine (20
and 30 pM). Myocyte contractile cell motion
and mitochondrial membrane potential were
studied over time. Myocyte calcium transients
were studied 120 mins after sphingosine (20
M) exposure. A total of 30 cells were evalu-
ated in each experimental condition. Twelve
rats were used to isolate cardiac myocytes and
to perform the described in vitro experiments.

Statistical Analysis

For in vitro and in vivo studies, results
were compared by two-way (time and group)
analysis of variance procedures for repeated
measurements (SPSS for Windows 9.0, SPSS
France, Paris). When a significant difference
was found, we identified specific differences
between groups using a sequentially rejective
Bonferroni procedure. After application of
Bonferroni correction, significance was
achieved with p < .01 for comparisons with
control. Data are presented as means = SEM
throughout.

RESULTS

NOE Alters Endotoxin-Induced
Cardiovascular Dysfunction

Measurements of mean arterial pres-
sure and abdominal blood flow were sim-

ilar in control rats, NOE-treated control
rats, endotoxin-treated rats, and endo-
toxin NOE-treated rats (n = 6 in each
group; Table 1). As shown in Table 2,
LVDP and its first derivatives (i.e., dP/
dt,,.« and dP/dt, ;) were significantly de-
creased 4 hrs after administration of en-
dotoxin compared with control animals.
Coinjection of NOE (10 mg/kg) largely
prevented LV systolic function alterations
of endotoxin-treated hearts (n = 6 in
each group; Table 2). Compared with
control animals, CPP was increased in
endotoxin-treated rats, which was not al-
tered by injection of NOE (Table 2).

Effects of Endotoxin and NOE
on Contractile Function of
Isolated Rat Hearts

LVDP and its first derivatives (i.e., dP/
dt,.« and dP/dt.;,) of control hearts re-
mained stable throughout the perfusion
period (Fig. 1). NOE (1 pmol/L) had no
effects on control hearts over time. Ad-
ministration of endotoxin to the recircu-
lating perfusate (5 pg/mL) caused a de-
layed depression of LVDP, dP/dt,,,, and
dP/dt,,;, after 60 mins, which further
progressed until terminating the experi-
ments. Significant increases in CPP were
observed over time. The endotoxin-
induced cardiodepression and CPP in-
creases were not prevented in the pres-
ence of NOE into the perfusate (Fig. 1).

Concentrations of TNF-a into perfus-
ate increased in isolated hearts when en-
dotoxin was admixed to the perfusate
Krebs-Henseleit buffer (Fig. 2).

Effects of Sphingosine on
Myocyte Contractile and
Calcium Transient

The contractile response to sphin-
gosine was studied in cultured ventricu-

Table 1. Mean systemic arterial pressure (MAP)
and abdominal blood flow (ABF) in control rats
(control), N-oleoylethanolamine (NOE)-treated
control rats (control-NOE), endotoxin (LPS)-
treated rats (LPS) and NOE endotoxin-treated
rats (LPS-NOE) at 4 hrs

MAP, ABF,
mm Hg mL/min
Control 103 =5 46 =5
Control—NOE 105 =2 44 =5
LPS 95 +8 42+8
LPS—NOE 100 =2 46+ 6

Results are expressed as mean * SEM (n = 6
in each group).
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Table 2. Assessment of myocardial function using an isolated and perfused heart preparation in control
rats (control), N-oleoylethanolamine (NOE)-treated control rats (control-NOE), endotoxin (LPS)-
treated rats (LPS) and NOE endotoxin-treated rats (LPS-NOE) at 4 hrs

LVDP, CPP, dP/dt, . dP/dt i,

mm Hg mm Hg mm Hg/sec mm Hg/sec
Control 85=*5 42 =6 3600 = 180 3050 = 110
Control—NOE 80 +2 40 =5 3000 = 180 3040 = 150
LPS 507 55 = 8¢ 1800 = 250¢ 1150 = 130¢
LPS—NOE 81+ 3 61 = 2¢ 3450 + 140° 2900 =+ 150°

LVDP, left ventricular developed pressure; CPP, coronary perfusion pressure; dP/dt

map Maximum

rate of LV pressure rise; dP/dt,;,,, maximum rate of LV pressure fall.
?p < .01 compared with control; ®p < .01 compared with LPS. Results are expressed as mean +

SEM (n = 6 in each group).
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Figure 1. Effects of endotoxin (5 wg/mL) on left ventricular developed pressure (LVDP), maximum rate of
left ventricular pressure increase (dP/dt,,,,.), maximum rate of left ventricular pressure decrease (dP/dt,,,,,),
and coronary perfusion pressure (CPP) in isolated heart subjected to nonrecirculating (baseline) and
recirculating perfusion with and without N-oleoylethanolamine (NOE; 1 wmol/L) over time (120 mins).
Control hearts were perfused without endotoxin. NOE (1 wmol/L) had no effects in control hearts over
time. Results are expressed as mean = sEM (n = 6 in each group). *p < .01 compared with control. See
Materials and Methods for treatment group design. LPS, lipopolysaccharide.

lar myocytes. Isolated myocyte fractional
shortening of control hearts remained
stable throughout the study period (Fig.
3). Addition of sphingosine (20 and 30
rM) in cell medium caused a reduction of

498

myocyte fractional shortening after 120
mins, which further progressed until ter-
minating the experiments (Fig. 3). Sphin-
gosine (20 wM) caused a 53% decrease in
total fluo-3 fluorescence intensity at 120

400+
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*
—a— LPS perfusate
300
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Figure 2. Effects of endotoxin (5 wg/mL) on tu-
mor necrosis factor (7NF)-a concentration into
isolated heart perfusate. Results are expressed as
mean * SEM (n = 3 in each group). *p < .01
compared with control perfusate. See Materials
and Methods for treatment group design. LPS,
lipopolysaccharide.

mins, which was used to assess myocyte
calcium transient.

Effects of Sphingosine on
Mitochondrial Membrane
Potential

In control conditions, TMRM fluores-
cence intensity in noncontracting cells
was unchanged over time. Addition of
sphingosine (20 uM) to cell medium was
associated with acute decreases in TMRM
fluorescence intensity (15 mins), which
suggested that mitochondrial membrane
potential was decreased (Fig. 44). Over
time, TMRM fluorescence intensity re-
mained lower in sphingosine-treated
myocytes compared with control myo-
cytes (Fig. 4B). Addition of the mitochon-
drial uncoupler carbonyl cyanide 3-chlo-
rophenylhydrazone (10 pM) to the cell
medium produced a rapid and marked
decrease in fluorescence, indicating a loss
of potential of the probe.

DISCUSSION

Our findings indicate that a) endo-
toxin induced myocardial depression
both in vivo and ex vivo, which was pre-
vented in part by NOE, a ceramidase in-
hibitor; and b) sphingosine, a breakdown
metabolite of neutral sphingomyelinase
pathway, induced ventricular myocyte
contractile and mitochondrial membrane
potential dissipation, which may partici-
pate in septic myocardial depression.

In response to various extracellular
stimulation, the generation of sphingo-

Crit Care Med 2004 Vol. 32, No. 2
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Figure 3. Effects of sphingosine (20 and 30
wmol/L) on isolated ventricular myocyte fractional
shortening over time. Results are expressed as
mean * sEM (n = 30 cells in each group). *p < .01
compared with control. See Materials and Methods
for treatment group design.

lipid molecules such as sphingosine, cer-
amide, and sphingosine-1-phosphate is
followed by regulation of ion fluxes and
activation of various signaling pathways
leading to apoptosis, cell proliferation,
cell differentiation, and cell contraction
and migration (29). In cardiovascular sig-
naling, sphingolipid metabolites, particu-
larly sphingosine, ceramide, and sphin-
gosine-1-phosphate, often have opposing
biological effects (19, 29). Free sphin-
gosine production following cytokine
stimulation is sufficient to completely
mimic the negative inotropic effects of
TNF-a (19). In contrast, ceramide, the
immediate precursor of sphingosine, is
neither necessary nor sufficient to mimic
the negative effects of TNF- (19). Sphin-
gosine 1-P, the phosphorylated metabo-
lite of sphingosine, preserves cardiac con-
tractile function and coronary perfusion
following myocardial ischemia and reper-
fusion (30). The specific objective of our
study was to focus on the role of sphin-
gosine in mediating myocardial function
induced by endotoxin administration in
rats.

Endotoxemia at 4 hrs did not alter
mean systemic arterial pressure and ab-
dominal aortic blood flow. However, a
significant problem in in vivo studies of
cardiac function is that indirect effects of
sepsis on coronary perfusion pressure,
preload, afterload, heart rate, and inter-
action of the heart with surrounding
structures may confound measures of
ventricular systolic performance and con-

Crit Care Med 2004 Vol. 32, No. 2
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Figure 4. The mitochondrial membrane potential
was evaluated as myocyte tetramethylrhodamine
ethylester (TMRM) fluorescence intensity. A4, rep-
resentative confocal photomicrographs of ven-
tricular myocytes incubated with 50 nM TMRM.
B, sphingosine (20 pM) induced a time-depen-
dent reduction in TMRM fluorescence intensity.
Results are expressed as mean * SEM (n = 30
cells in each group). *» < .01 compared with
control. See Materials and Methods for experi-
mental design.

tractility (3, 31). We used an ex vivo mod-
ified Langendorff heart preparation to
evaluate intrinsic cardiac contractility
(24). We observed that heart isolated
from rats treated with endotoxin had re-
duced contractility-derived variables that
suggest early-onset myocardial depres-
sion (24, 31).

We found that ceramidase inhibitor
NOE treatment ameliorated endotoxin-
induced myocardial dysfunction, which
was not related to coronary perfusion im-
provement. In a model of coronary mi-
croembolization in dogs, NOE infusion
also abolished proinflammatory cytokine-
induced contractile dysfunction (27). Ad-
ditional evidence for a role of sphingosine
production in endotoxin-induced myo-
cardial dysfunction was obtained from
isolated hearts perfused. First, in isolated
heart, addition of endotoxin into the per-
fusate reduced time-dependent myocar-
dial function, which was associated with
increases in coronary perfusion pressure.
Endotoxin induced rapid TNF-a concen-
tration increases (28), which may con-

tribute to coronary vasoconstriction. The
effects of TNF-« on coronary tone in iso-
lated heart preparation appeared to be
mediated by the vasoconstrictor prosta-
noid thromboxane A2 (8). Second, we ob-
served that endotoxin induced ventricu-
lar contractility decreases that were
prevented, in part, by the presence of
NOE in the perfusate. These observations
are consistent with studies showing some
beneficial effects of NOE treatment in
myocardial dysfunction induced by endo-
toxin (22) and TNF-a (8, 9) in isolated
heart preparations. Also, endotoxin ad-
mixed to the perfusate induced rapid in-
creases in coronary perfusion pressure,
which was not prevented by NOE. These
observations suggest that the beneficial
inotropic effects of NOE were rather re-
lated to changes in cardiomyocyte cell
function than changes in coronary hemo-
dynamics. A potential limitation of this
study is that the site of action of NOE and
ceramidase was not defined in our study,
and it may have been on the endothelial
cells or the smooth muscle cells of the
coronary circulation and not directly on
the cardiac myocytes. Another potential
limitation of the work presented herein
arises from a question over the specificity
of the ceramidase inhibitor NOE, as it has
been reported to influence sarcoplasmic
reticulum function and mitochondrial
calcium release (32). These effects were
observed for NOE concentration far
higher (200 wM) than those used in our
in vivo and ex vivo experiments. NOE had
no deleterious effects on cardiac myocyte
shortening and calcium transients at mi-
cromolar concentration (33).

The fact that cardiodepressant effects
of endotoxin can be attenuated by the
ceramidase inhibitor NOE prompted fur-
ther study of the effects of sphingosine on
contractile ventricular myocytes. We ob-
served that sphingosine impaired myo-
cyte fractional shortening and calcium
transient. Sphingosine exposure de-
presses ventricular myocyte contractile
function and disrupts cardiac myocyte
calcium handling (i.e., L-type calcium
current and calcium release from the sar-
coplasmic reticulum) (19-21, 34). Our
results confirm that micromolar concen-
trations of sphingosine induce cardiac
myocyte shortening and myocyte calcium
transient reductions similar to those de-
tected after cardiac myocyte stimulation
with pathophysiologically relevant TNF-a
concentrations (19-21, 34, 35).

Mitochondria has been identified as a
strategic center that determines sphin-
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he
inhibitor N-oleoyl-

ceramidase

ethanolamine pre-
vented endotoxin-induced

myocardial depression.

gosine intracellular actions (36). Sphin-
gosine impairs mitochondrial electron
transport chain (36, 37) and induces
overproduction of reactive oxygen spe-
cies, which cause mitochondrial mem-
brane potential dissipation and cell death
(37). We observed that sphingosine in-
duced a rapid reduction of myocyte
TMRM fluorescence intensity, indicating
mitochondrial membrane potential dissi-
pation. We propose that mitochondrial
membrane potential dissipation induced
by sphingosine could in turn impair myo-
cyte contractile function and play a cen-
tral role in the pathophysiology of septic
organ dysfunction.

CONCLUSION

The ceramidase inhibitor NOE pre-
vented endotoxin-induced myocardial de-
pression. Sphingosine, a breakdown me-
tabolite of neutral sphingomyelinase
pathway, led to ventricular myocyte con-
tractile and mitochondrial dysfunction.
The precise mechanisms of sphingosine-
induced myocyte contractile dysfunction
warrant further investigations. These ob-
servations suggest that sphingolipid me-
tabolites participate in the physiopathol-
ogy of the septic cardiomyopathy and
further support recent clinical evidence
(23, 38) pointing to a role of sphingosine
metabolites in the complex physiopathol-
ogy of the sepsis syndrome.
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Article n°5

Dans cet article, nous avons évalué la cinétiquectiVation des voies régulant
'apoptose conjointement avec I'évolution de la fdgstion cardiague dans un modéle
expérimenbtal de choc septique. En outre, noussagwealué les effets de la surexpression de
la protéine anti-apoptotique Bcl-2 sur la fonctaardiaque et la survie d’animaux septiques.

Des rats traités par I'endotoxine (10 mg/kg, IVhtssacrifiés 2, 4, 8, 14 et 24 heures
apres l'injection de LPS. La fonction cardiaqueadsts évaluée par un modele de cceur isolé-
perfusé de type Langendorff. Des coeurs sont égaleprélevés pour détecter certains
marqueurs de I'apoptose (noyaux apoptotiques peclamique TUNEL, caspases actives par
Western Blot et immuno-histochimie, exposition delsosphatidylsérines détectée par
'annexine V, évolution des profils d’ARNmM codaned protéines impliquées dans la
régulation du processus apoptotique par RT-PCRP&)RAfin de sur-exprimer la protéine
Bcl-2, des rats recoivent une premiere dose dedd”$ mg/kg en intrapéritonéal (IP). Vingt-
guatre heures plus tard, une deuxieme dose de A@rast injectée aux mémes rats par voie
intraveineuse. D’autre part, l'utilisation de s@usgur-exprimant Bcl-2 a permis d’évaluer
limportance de cette protéine sur la survie deisdtaitées par le LPS (10 mg/kg IP).

Le LPS provoque une dysfonction cardiaque maxiraadeet 8 heures.

L’endotoxine induit un trés faible taux d’apoptaagcléaire, une activation des caspases, une
exposition des phosphatidylsérines a la surface ndesbranes cellulaires. Le profil des
ARNmM est pro-apoptotique dans les 8 premieres Bquuis anti-apoptotique au-dela. La sur-
expression de Bcl-2 chez les rats préconditionnésnet de réduire partiellement la
dysfonction induite par I'endotoxine. Aprés injecti d’endotoxine, le taux de survie des
souris transgéniques sur-exprimant Bcl-2 est sapéd celui des souris sauvages.

L’endotoxine active les voies intrinseque et exdéique de I'apoptose. La modulation
de I'apoptose via la sur-expression de la protéimeapoptotique Bcl-2 permet d’améliorer la
fonction cardiaque et la survie des animaux sepsiqu

Ces résultats confirment les résultats précédents I'implication forte de la

mitochondrie et de ses voies d’apoptose sur latifmmc’'organes.
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Expression of apoptosis regulatory factors during myocardial

dysfunction in endotoxemic rats*

Steve Lancel; Patrice Petillot; Raphael Favory; Nicolas Stebach; Christophe Lahorte; Pierre Marie Danze;

Benoit Vallet; Philippe Marchetti; Remi Neviere

Objectives: To document the time course of apoptosis pathway
activation in sepsis and to determine whether Bcl-2 overexpres-
sion would improve endotoxin-induced myocardial dysfunction
and mortality rate.

Design: Randomized, controlled trial.

Setting: Experimental laboratory.

Subjects: Male Sprague Dawley rats, wild-type C57BL/6 female
mice, C57BL/6 female mice overexpressing Bcl-2.

Interventions: Hearts were isolated from rats treated with
endotoxin (10 mg/kg, intravenously) to perform heart function,
immunohistochemistry (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP-biotin nick 3'-end labeling, caspase 3), RNase
protection assay, reverse transcriptase polymerase chain reac-
tion, Western blotting (caspase 3), and radiolabeled annexin V
studies. Twenty-four hours before endotoxin challenge (10 mg/kg,
intravenously), rats were pretreated with saline or endotoxin (0.5
mg/kg, intraperitoneally), with or without parthenolide (1 mg/kg,
intraperitoneally). Isolated hearts were used to test myocardial

function. Mortality induced by endotoxin (10 mg/kg, intraperito-
neally) was tested on wild-type or mice overexpressing Bcl-2.

Measurements and Main Results: Endotoxin-induced heart
dysfunction was maximal at 4 and 8 hrs postinjection, started to
improve, and was fully restored at 24 hrs after endotoxin treat-
ment. Endotoxin also induced phosphatidylserine outer leaflet
membrane exposure, caspase 3 activation, nuclear apoptosis, and
changes in apoptosis gene expression. Bcl-2 overexpression in-
duced by endotoxin pretreatment prevented endotoxin-induced
myocardial dysfunction. Mice overexpressing Bcl-2 had dramatic
improvement in survival rate compared with wild-type mice.

Conclusions: These observations suggest that both death re-
ceptor and caspase-mediated apoptosis processes are activated
in this sepsis model. Bcl-2 overexpression before endotoxin chal-
lenge prevents myocardial dysfunction in rats and improves sur-
vival rate in mice. (Crit Care Med 2005; 33:492-496)

Kev Worns: cardiomyopathy; apoptosis; caspase; endotoxin;
Bcl-2

poptosis has been associated
with both human disease states
and animal models such as
myocardial infarction, conges-
tive heart failure, ischemia reperfusion,
and sepsis (1-3). Apoptosis is initiated by
activation of death receptors and mito-
chondria, which involve death ligands
binding to specific membrane-bound
death receptors and cytochrome c release
from mitochondria, respectively (4, 5).
Death receptors and mitochondria path-
ways act by activating downstream effec-

*See also p. 670.
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tor caspases, that is, caspase 3, which ulti-
mately executes the biochemical and
structural changes seen in terminal nu-
clear apoptosis and cell death. Although
biochemical apoptotic pathways are acti-
vated in the heart, an extremely low num-
ber of cardiomyocytes ultimately evolve to
cell death (6—8). For example, the absolute
number of cardiomyocyte cell deaths ob-
served in models of sepsis may not be suf-
ficient to explain the dramatic progression
of heart dysfunction (8, 9).

The reason why endotoxin stimulation
does not lead to terminal nuclear apopto-
sis in heart cells is not known. Cardiomy-
ocytes, the contractile cells of the heart,
are terminally differentiated cells, and
many pro- and antiapoptotic factors may
alter their survival in the injured myocar-
dium (3, 5, 7). Bcl-2 family genes are
recognized as regulators of the apoptotic
mechanisms with opposing effects. Bcl-2
and Bcl-xL are the principal Bcl-2 family
proteins that protect cells from apoptosis,
whereas Bax and Bcl-xs promote cell
death (4). At the level of protein expres-
sion, Bax protein induces formation of a

large channel in outer mitochondrial
membrane and voltage-dependent anion
channel opening, which leads to proapop-
totic cytochrome c release into the cy-
tosol (3, 4). Heterodimerization of Bcl-2
and Bax induced cytoprotection at the
mitochondria by preventing cytochrome
c release (4).

In sepsis, both Bcl-2 and Bax protein
levels decline and then rebound so that
Bax-to-Bcl-2 ratio favors apoptosis in the
first hours following endotoxin infusion
(7). Endotoxin also has an effect on reg-
ulating transcription of bax and bcl-2
genes, but the pattern of messenger RNA
(mRNA) bax and mRNA bcl-2 is neither
clearly proapoptotic nor prosurvival (7).
In a model of sepsis induced by endotoxin,
we sought to document heart apoptosis us-
ing multiple biological approaches, includ-
ing terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP-biotin nick 3'-end labeling
(TUNEL) assay, membrane externalization
of phosphatidylserine, effector caspase acti-
vation, and Bcl-2 family gene expression. As
Bcl-2 may provide cytoprotection in differ-
ent models of sepsis (10-12), we tested

Crit Care Med 2005 Vol. 33, No. 3
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whether increases in Bcl-2 protein expres-
sion would improve endotoxin-induced
myocardial dysfunction and mortality rate.

MATERIALS AND METHODS

Animal Preparation. Adult male Sprague-
Dawley rats (250-300 g, Iffa-Credo, France)
were anesthetized with pentobarbital sodium
(50 mg/kg, intraperitoneally). Either 10 mg/kg
endotoxin from Escherichia coli serotype
055:B5 in 500 L of saline or 500 wL of saline
was administered intravenously via the dorsal
penine vein. To induce endotoxin tolerance,
24 hrs before treatment, rats received intra-
peritoneal injection of 0.50 mg/kg body
weight. As a control, other animals received
injections of an equal volume of saline. Rats
were killed for heart function and biochemis-
try evaluation at indicated times.

Six-week-old C57BL/6 female mice (20 g)
were purchased from Charles River (Lyon,
France). Transgenic mice overexpressing hu-
man Bcl-2 (CDTA Institut de Transgénose
CNRS, Orléans, France) were on a C57BL/6
background, and specific expression was con-
trolled by cell specific promoters. Either 10
mg/kg endotoxin from E. coli serotype 055:B5
in 200 pL of saline or 200 L of saline was
administered intraperitoneally. Mice were fol-
lowed up to 96 hrs after treatment and killed if
they exceeded the predetermined follow-up
period.

The investigation conforms with the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals,
and the protocol study was approved by Lille’s
Animal and Use Committee.

Heart Function. Hearts were isolated and
ex vivo myocardial contractile function was
studied using a modified Langendorff prepara-
tion as previously described (8, 9). Left ven-
tricular developed pressure, its first derivative
(maximal change in pressure over time), and
coronary perfusion pressure were recorded
(Biopac Systems, Goleta, CA).

Immunohistochemistry of Heart Sections
and Western Blotting Analysis. Hearts were
harvested after endotoxin treatment and pre-
pared for either histochemistry or Western
blotting techniques. A first set of heart sec-
tions 4 pm was stained with TUNEL (Roche
Diagnostics). A second set of slides was stained
with a monoclonal anti-caspase 3 antibody
(Abcam, UK). The fractional area of caspase 3
positive staining was measured for 20 fields at
X400 magnification on digitalized captured
images using a computer assisted image ana-
lyzer (Mocha software, Jandel, San Rafael, CA).
Western blotting of caspase 3 was performed
on total heart lysate using a polyclonal rabbit
anti-caspase 3 antibody (BD Pharmingen, CA),
which recognizes both 32-kDa unprocessed
procaspase 3 and 17-kDa subunit of the active
caspase 3. Bcl-2 was detected on total heart
lysate using polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA).

Radioligand Preparation and Uptake. Ra-
diolabeling of recombinant human annexin V

Crit Care Med 2005 Vol. 33, No. 3

(Becton Dickinson, Belgium) and human se-
rum albumin (HSA) was performed according
to the Iodo-Gen method as previously de-
scribed (13). Rats received a dose of 11.1-18.5
MBq of **I-annexin V (10.5 = 0.1 pg of pro-
tein) or 7.4 to 11.1 MBq of an equimolar dose
of 1%1-HSA (+18 g of protein). Anesthetized
rats were then killed at 4, 8, 14, and 24 hrs
posttreatment. Hearts were collected, and ra-
dioactivity uptake was determined as percent-
age of injected dose per gram (% ID/g) heart
tissue with a Nal y-counter (LKB; Packard,
Ghent, Belgium).

RNase Protection Assay and Reverse Tran-
scriptase Polymerase Chain Reaction. The
RNase protection assays were carried out us-
ing the Multi-Probe RNase Protection Assay
System with rAPO-1 multiprobe template set
(PharMingen, San Diego, CA) specific for rat-
associated mRNA molecules. Apoptotic associ-
ated mRNA molecules probed for were Fas,
bcl-2, bel-xL, bax, and caspases 1, 2, and 3.
L32, a housekeeping gene, was included as
control. At described times after endotoxin
exposure, heart RNA was collected using
TRIzol reagent (Life Technologies, Grand Is-
land, NY). The RNA was stored in RNase-free
water at —70°C until use. Riboprobes were
synthesized using an in vitro transcription kit
(PharMingen).

To examine further mRNA expression, re-
verse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) was performed on total RNA isolated
from hearts. Five micrograms of RNA was re-
verse transcribed using a SuperScript Pream-
plification System (Life Technologies) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The
RT product was diluted and PCR was per-
formed with primers specific for rat Fas, bcl-2,
bcl-xL, bax, and caspases and with primers and
competimers for the 18S ribosomal RNA (Am-
bion, Austin, TX).

Experimental Design. Independent groups
of rats were used for heart preparation, immu-
nohistochemistry and Western blotting, radio-
ligand studies, RNase protection assays, and
preconditioning experiments. Hemodynamic
studies in the ex vivo heart preparation were
performed in controls and rats killed at 2, 4, 8,
14, and 24 hrs after endotoxin treatment (n =
8 in each group). Immunohistochemistry
(TUNEL, active caspase 3) and Western blot
(caspase 3) studies were performed in controls
and rats killed at 8 and 24 hrs after endotoxin
treatment (n = 8 in each group). Radiolabeled
annexin V studies were performed in controls
and rats killed at 4, 8, 14, and 24 hrs after
endotoxin treatment (n = 8 in each group).
HSA studies were performed in controls and
rats killed at 4, 8, 14, and 24 hrs after endo-
toxin treatment (n = 4 in each group). RNase
protection assays were performed in controls
and rats killed at 4, 8, 14, and 24 hrs after
endotoxin treatment (n = 4 in each group).
Bcl-2 overexpression was achieved by the use of
low-dose endotoxin (0.5 mg/kg) preconditioning
(n = 4 rats). Because endotoxin preconditioning
involves nuclear factor (NF)-«B translocation,

we evaluated the effects of parthenolide (1 mg/
kg, intraperitoneally), an NF-kB inhibitor, given
with low-dose endotoxin pretreatment. Hemody-
namic studies in the ex vivo heart preparation
were performed in saline and endotoxin precon-
ditioned rats (n = 8 in each group).

Statistics. Data represent mean * sem and
were analyzed by analysis of variance proce-
dures. When a significant difference was found,
we identified specific differences between groups
using a sequentially rejective Bonferroni proce-
dure. After application of Bonferroni correction,
significance was achieved with p < .05 for com-
parisons with controls. Survival was evaluated
using Fisher’s exact test.

RESULTS

Endotoxin-Induced Clinical Sepsis and
Myocardial Dysfunction in the Isolated
Heart Preparation. After endotoxin injec-
tion (10 mg/kg body weight), rats pre-
sented tachycardia, diarrhea, polypnea,
and piloerection. All rats survived in sa-
line and endotoxin-treated groups. Left
ventricle (LV) function was determined in
independent groups of rats, that is, in
controls and 2, 4, 8, 14, and 24 hrs after
endotoxin injection. Ex vivo LV devel-
oped pressure, its first derivative (i.e.,
maximal change in pressure over time),
and coronary perfusion pressure were re-
corded after a period of equilibration of
30 mins (Fig. 1). Endotoxin was found to
maximally depress LV contractile func-
tion at 4 and 8 hrs posttreatment. LV
contractile function then started to im-
prove and was fully restored at 24 hrs
after endotoxin treatment.

Endotoxin-Induced Activation of Apo-
ptotic Pathways and Minimal Cardiomy-
ocyte Cell Apoptotic Death. To determine
the degree of end-stage apoptosis, we
quantified TUNEL staining within control
and septic hearts (n = 8 rats in each
group). Whereas no positive staining was
detected in controls, only a few positive
TUNEL stainings (i.e., <1/850 nuclei)
were observed in endotoxin-treated (10
mg/kg) rat hearts at 8 hrs (Fig. 24) and
24 hrs (data not shown). This low level of
end-stage nuclear apoptotic cells was as-
sociated with increases in membrane ex-
posure of phosphatidylserine as assessed
by **I-annexin V binding in septic heart
compared with controls (n = 8 in each
group). As shown in Figure 2B, LV *I-
annexin V uptake was significantly in-
creased in rat hearts treated with 10
mg/kg endotoxin at 4, 8, 14, and 24 hrs.
Similar nonspecific protein '**I-HSA up-
take was observed in the hearts of control
and endotoxin-treated rats (data not
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Figure 1. Time course of myocardial dysfunction
in endotoxemic rats. A, left ventricular developed
pressure (LVDP); B, maximum first derivative,
maximal change in pressure over time (dP/dt
max); and C, coronary perfusion pressure (CPP)
were recorded in controls and at 2, 4, 8, 14, and
24 hrs after endotoxin treatment (n = 8 in each
group). Left ventricular end-diastolic pressure
was set at 5 mm Hg. Results are mean = SEM.
*p < .05 compared with controls.

shown). Evidence for activation of apo-
ptotic processes was further tested using
detection of activated/cleaved caspase 3 in
the heart. Positive staining for active
caspase 3 was observed in heart sections 8
hrs (Fig. 34) and 24 hrs (data not shown)
after endotoxin treatment (n = 8 in con-
trol and endotoxin-treated groups). Frac-
tional area of caspase 3 positive staining
increased in endotoxin treated rats (pos-
itive area, 12 = 8% in endotoxin vs. 2 *
5% in controls). The 17-kDa subunit of
the active caspase 3 was detected by West-
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Figure 2. A, representative microphotograph of
endotoxin-treated myocardial section stained
with terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP-biotin nick 3'-end labeling assay.
Eight hours after treatment, 4-pm paraffin-
embedded tissue sections were prepared from left
ventricular free wall obtained from controls (n =
8) or endotoxin-treated rats (n = 8). Original
magnification X400. See Results for quantitative
evaluation. B, time course apparition of heart left
ventricular '?*I-annexin V uptake and endotoxin-
treated rat hearts. Eight rats, treated or not with
endotoxin, were included for each time point
measurement. Rats were killed at 4, 8, 14, and 24
hrs after endotoxin or saline treatment. In each
rat, '®I-annexin V (radioactive dose, 11.1-18.5
MBgq; mass dose, 10 g of protein) was adminis-
tered 4 hrs before death. Heart tissue radioactiv-
ity was determined at 4, 8, 14, and 24 hrs after
endotoxin treatment. '**I-annexin V heart up-
take, expressed as percent of >*I-annexin V ID/g
of heart tissue of matched time saline-treated rat,
increased over time in endotoxin-treated rat
hearts (n = 8 in each group). Results are mean =
SEM. *p < .05 vs. controls.

ern blot at 8 hrs (Fig. 3B) and 24 hrs (data
not shown).

Endotoxin-Induced Changes in Pro-
and Antiapoptotic Gene Expression. We
examined expression level of gdenes in-
volved in apoptosis to define the molec-
ular changes that are associated with this
model of endotoxemia (n = 4 in control
and endotoxin-treated groups). First, we
examined the mRNA expression level of
various apoptosis-related genes using an
RNase protection assay. Semiquantitative
analysis (RT-PCR) of these genes relative
to the internal control gene showed that
endotoxin treatment was associated with
proapoptotic and prosurvival gene

A Heart immunostaining for active caspase -3

control heart endotoxin-treated heart at 8hr

B Heart immunoblotting for active caspase -3 protein

1’ o e 20
caspase -3

B ~

Active

17 kDa

control heart
heart at 8hr

endotoxin-treated

Figure 3. Representative active caspase 3 staining
(4) in heart sections and detection of active
caspase 3 (17-kDa subunit) by Western blotting
(B) in controls and endotoxin-treated rat hearts
harvested 8 hrs after treatment. Individual mi-
crophotographs are representative of studies per-
formed in eight rats in each group.

changes in death receptor, mitochondria,
and caspase-mediated apoptotic pathways
(Fig. 4). Death receptor, Fas, caspase 1,
caspase 3, bcl-xL, and bax mRNA expres-
sion were increased in septic hearts.
Whereas Fas rapidly returned to baseline
levels, endotoxin treatment caused max-
imal increases in caspase 3 and bax
mRNA expression at 8 hrs, which then
decreased over time. Sustained increases
in bcl-xL mRNA expression and bcl-xL/
bax ratio were observed in septic hearts.
Whereas Bcl-2 mRNA did not change sig-
nificantly, bcl-2/bax mRNA ratio rapidly
decreased over time and then increased
in septic hearts. Caspase 2 mRNA expres-
sion was not altered over time after en-
dotoxin treatment.

Overexpression of Bcl-2 in Rat Heart
Prevented Endotoxin-Induced Myocar-
dial Dysfunction and Improved Survival
in Mice. We observed that rat precondi-
tioning with low-dose endotoxin (0.5 mg/
kg, intraperitoneally) induced increases
in heart Bcl-2 expression at 24 hrs in the
heart (Fig. 5). Endotoxin preconditioning
markedly improved ex vivo myocardial
dysfunction evaluated as LV developed
pressure and its first derivative (i.e., max-
imal change in pressure over time, Table
1). Parthenolide altered increases in nei-
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Figure 4. RNase protection assay of several apoptosis-related genes in controls and endotoxin-treated rat
hearts. L.32 was used as internal controls. Semiquantitative analysis of various apoptosis-related genes from
RNase protection assay is presented as gene/L32 ratio (n = 4 in each group). CI, caspase 1; C2, caspase 2;
(3, caspase 3. Results are representative of the mean * sEM. *» < .05 compared with controls.

ther heart Bcl-2 expression (Fig. 5) nor
myocardial function (Table 1), suggesting
that the benefit of endotoxin tolerance
was, at least part, independent of the
NF-kB pathway. To reinforce the conten-
tion that Bcl-2 expression has beneficial
effects in models of experimental sepsis
induced by endotoxin, we evaluated mor-
tality rate in endotoxin-treated mice
overexpressing Bcl-2 or not. We observed
that transgenic mice overexpressing hu-
man Bcl-2 had a dramatic improvement
in survival rate compared with C57BL/6
mice (n = 12 in each group, Fig. 6).

DISCUSSION

In experimental sepsis, numerous
studies have evaluated the role of apopto-
tic pathway program activation (7-12,
14-16). In cardiomyocytes, terminally
differentiated cells, the extremely low
level of cell death is insufficient to explain
the dramatic progression of heart dys-
function (7-9). We sought to evaluate the
role of pro- and antiapoptotic regulatory
factors that may alter ultimate cardiomy-
ocyte fate in response to endotoxin. The
new information of our study is two-fold.
First, early after endotoxin administra-

Crit Care Med 2005 Vol. 33, No. 3

tion, both proapoptotic and antiapoptotic
pathways are triggered in the heart. Sec-
ond, overexpression of Bcl-2 prevents, at
least part, myocardial dysfunction in en-
dotoxin-treated rats and improves sur-
vival in endotoxin-treated transgenic
mice, confirming that Bcl-2 provides pro-
tection in sepsis.

Growing evidence suggest that during
sepsis, apoptotic pathways are stimulated
within the myocardium. Although both
death receptors and mitochondria path-
ways may be triggered by endotoxin, only
a few myocardial cells evolve to end-stage
nuclear apoptosis (7, 8). Consistently, an
extremely low level of TUNEL-positive
cells was observed in endotoxin-treated
rat hearts. Despite these low levels of
end-stage apoptosis, initiation and execu-
tion phases of apoptosis were further
demonstrated by detection of membrane
exposure of phosphatidylserine and
caspase 3 activation/cleavage. Phosphati-
dylserine externalization is regarded as
one of the earliest hallmarks of cells un-
dergoing programmed cell death (17-19).
Our results confirm that phosphatidylser-
ine externalization assessed by 1ZI-
annexin V uptake increased over time in
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Figure 5. Heart Bcl-2 protein expression (fop) in
controls and low-dose endotoxin (endo)-treated rats
harvested 24 hrs after treatment (n = 8 in each
group). Individual microphotographs of 29-kDa
unit Bcl-2 are displayed in each group (bottom).
Results (fop) are representative of the mean + SEM.

the septic heart. This information is im-
portant, as annexin V staining has been
previously shown in the heart to identify
a subpopulation of myocytes that exhibit
cell shrinkage, caspase 3 activation, and
mitochondrial calcium overload, which
all may contribute to myocardial contrac-
tile dysfunction (20, 21). Indeed, in-
creases in active caspase 3 were detected
in hearts of endotoxin-treated rats. Re-
cent studies indicate that activated
caspases may directly impair myocardial
function via changes in calcium handling
and cleavage of sarcomeric myofilaments,
independent of their modulation of nu-
clear apoptosis (22-24). We (8, 9) and
other groups (25) have demonstrated that
in vivo caspase activity blockade by broad
spectrum and effector caspase (i.e.,
caspase 3) inhibitors reduced caspase 3
activity and myocardial dysfunction after
endotoxin exposure.

Endotoxin is capable of regulating ap-
optosis gene transcription. Within the
first hours after endotoxin administra-
tion, changes in Fas, caspase 1, caspase 3,
bcl-2, and bax mRNA pattern were clearly
proapoptotic. Then, the proapoptotic to
antiapoptotic pathway balance switched
in favor of cell survival. As these changdes
were timely related to myocardial dys-
function, we tested whether increases in
Bcl-2 protein before endotoxin adminis-
tration would improve myocardial dys-
function. Endotoxin tolerance (26) in-
duced increases in Bcl-2 protein in rat
heart tissue, which prevented endotoxin-
induced myocardial dysfunction. Benefi-
cial effects of endotoxin preconditioning
have been related to NF-«B translocation.
In our preconditioning protocol, use of par-
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Table 1. Effects of endotoxin preconditioning on endotoxin-induced myocardial dysfunction evaluated

by the ex vivo heart preparation at 4 hrs

Preconditioning (24 Hrs Prior) Treatment LVDP dP/dt max CPP
Saline Saline 100 = 5¢ 3100 * 2507 45 +5
Endo, 0.5 mg/kg Saline 102 = 6¢ 3250 + 1907 44+ 6
Saline Endo (10 mg/kg) 56 = 5° 1750 = 200° 50 * 2°
Endo, 0.5 mg/kg Endo (10 mg/kg) 95 + 9¢ 2900 + 350 48 + 6
Endo, 0.5 mg/kg, + parth, 1 mg/kg Endo (10 mg/kg) 78 = 6% 2550 = 120%° 45+ 6

LVDP, peak left ventricular developed pressure, mm Hg; dP/dt max, maximal first derivative of left
ventricular developed pressure, mm Hg/sec; CPP, coronary perfusion pressure, mm Hg; Endo,
endotoxin; parth, parthenolide. Preconditioning treatments were administered intraperitoneally 24 hrs
prior to intravenous treatments. Values are mean * SEM (n = 8 in each group).

p < .05 compared with saline/saline-treated group; » < .05 compared with saline/endotoxin (10

mg/kg)-treated group.

—— C57BL/6 mice
~4- C57BL/6 Bcl-2 mice

Percent

25 4

0 12 2 3% 48 60 72 84 9

Time (hr)
Figure 6. Overexpression of Bcl-2 improved sur-
vival during endotoxemia. Wild-type C57BL/6
and Bcl-2 transgenic C57BL/6 mice were treated
with endotoxin (10 mg/kg, n = 12 in each group).
Mice overexpressing Bcl-2 had improved survival
compared with C57BL/6 control mice. *p < .05
compared with controls.

thenolide, an NF-«B inhibitor, altered nei-
ther increases in heart Bcl-2 expression nor
improvement in myocardial function.
Hence, beneficial effects of endotoxin toler-
ance were, at least in part, independent of
NF-kB pathway activation. The contention
that Bcl-2 expression has beneficial effects
in experimental sepsis (10-12) was rein-
forced by the finding that transgenic mice
overexpressing human Bcl-2 have dramatic
improvement in survival rate compared
with wild-type mice.

CONCLUSIONS

Our findings suggest that in a rat
model of endotoxemia not complicated
with circulatory failure, both death re-
ceptor and caspase-mediated apoptosis
processes are activated. Endotoxin al-
tered regulating transcription bcl-2 fam-
ily gene so that changes in mRNA pattern
were initially proapoptotic and then in
favor of cell survival. Bcl-2 overexpres-
sion before endotoxin challenge prevents,
at least in part, myocardial dysfunction
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and improves survival in endotoxin-
treated transgenic mice.
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Article n°6

Le but de cet article était de montrer que la dysfion mitochondriale pouvait jouer

un r6le causal dans les défaillances d’organesr{paaimon) et la mortalité dans un modéle
de CLP chez la souris. Ceci suggére que la dystonechitochondriale est possiblement la
cause initiale des défaillances d'organe et dome @lus qu’'un épiphénoméne ou la
conséquence d’altérations microcirculatoires avexhypoxie dans le cadre du sepsis.

En effet, la cyclosporine, un analogue non immupossseur de la cyclosporine (le
NIM811) et la sur-expression de BcL-2 par les sotransgéniques préviennent la défaillance
cardiaque (contractilitéx vivg et pulmonaire (ratio poumon sec/mouillé, protside LBA,
activité myéloperoxydase).

L’étude de la respiration mitochondriale myocardigpar repirométrie de haute
résolution montre pour les souris traitées par NIM8t qui sur-expriment Bcl-2 une
augmentation du stade 3, du stade 4, du RCR (dtAdtade 3) et du flux maximal d’'oxygene
par rapport aux souris non traitées. La cyclosgoréduit le stade 4, augmente partiellement
le stade 3 sans modification du flux maximal d’céwyg.

De la méme facon, le taux de calcium nécessaire @uaervein vitro une transition
de permeéabilité augmente et se rapproche de miodcies de souris contrbles avec
cyclosporine, NIM811 et sur-expression de Bcl-2 qaguport a des mitochondries isolées de

souris non traitées.
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Inhibition of Mitochondrial

Permeability Transition Prevents

Sepsis-Induced Myocardial Dysfunction and Mortality
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The purpose of this study was to test whether mitochondrial dysfunction is causative of sepsis
sequelae, a mouse model of peritonitis sepsis induced by cecal ligation and perforation.
Inhibition of mitochondrial permeablhtv transition was achieved by means of pharmacolog—

Sepsis is the leading cause of death in critically ill patients and the predominant cause of multiple
organ failure. Although precise mechanisms by which sepsis leads to multiple organ dysfunction
are unknown, growing evidence suggests that perturbations of key mitochondrial functions,
homeostasis, oxygen-derived free radical

Heart and lung functions were evaluated respectivelv by means of isolated heart preparation,
bronchoalveolar lavage fluid protem concentration, lung wet/dry weight ratio, lung homog-
enate myeloperoxidase activity, and hlstopathologm grading. Respiratory ﬁuxes calcium

Peritonitis sepsis induced multiple organ dysfunction, mitochondrial abnormalities, and
increased mortality rate, which were reduced bv pharmacological inhibition of mitochondrial

OBJECTIVES

ical drugs and overexpression of the antiapoptotic protein B-cell leukemia (Bcl)-2
BACKGROUND

including adenosine triphosphate production, Ca?™ y

production, and permeability transition, might be involved in sepsis pathophysiology.
METHODS

uptake, and membrane potential were evaluated in isolated heart mitochondria.
RESULTS

transition by vdosponne derivatives and mitochondrial Bel-2 overexpressmn
CONCLUSIONS

Our study prov1des strong evidence that mitochondrial permeability transition plays a critical role
in septm organ dysfunction. These studies demonstrate that mitochondrial dysfunction in sepsis
is causative rather than epiphenomenal and relevant in terms of vital organ function and outcome.
Regarding the critical role of heart failure in the pathophysiology of septic shock, our study also

indicates a potentially new therapeutic approach for treatment of sepsis syndrome.

(J Am Coll

Cardiol 2006;48:377-85) © 2006 by the American College of Cardiology Foundation

Sepsis is the systemic inflammatory response associated with
gram-negative, gram-positive, and fungal infections. An
estimated 750,000 cases of severe sepsis occur each year in
the U.S., causing 210,000 deaths annually (1). Once severe
sepsis 1s recognized, development of cardiovascular failure is
associated with high mortality rates that have been esti-
mated to be 30% to 60% (2). The majority of septic patients
die of refractory hypotension and cardiovascular collapse.
Proposed mechanisms of sepsis-induced cardiovascular dys-
function include microvascular dysfunction, presence of
activated leukocytes, and effects of various circulating and/or
locally produced proinflammatory cytokines, such as tumor
necrosis factor (TNF)-alpha and interleukin-1-beta (1,2).
In addition, recent evidence suggests that severity of myo-
cardial dysfunction and eventual mortality could be related
to mitochondrial dysfunction (3-7). Indeed, both human
sepsis and experimental models of sepsis manifest evidence
of mitochondrial ultrastructural damage and bioenergetic
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abnormalities that correlate with septic response severity
(4-7). Unresolved issues include, however, the need to
establish that mitochondrial dysfunction is causative rather
than epiphenomenal and to determine how relevant these
abnormalities are in terms of vital organ function and outcome.

Manifestations of mitochondrial dysfunction are typically
reflected in ultrastructural damage and swelling, often asso-
ciated with membrane potential collapse and permeability
transition (3,8). Mitochondrial permeability transition has
been associated with matrix swelling, uncoupling of the
respiratory chain, efflux of Ca?™"
lapse, and release of small proteins such as cytochrome c
(8,9). Mitochondrial permeability transition is thought to be
mediated by the opening of specific high-conductance
channels, whose molecular structure remains imperfectly
known (10). Key structural components of these multipro-
tein complex channels are adenine nucleotide translocator in
the inner mitochondrial membrane, cyclophilin D in the
matrix, and the voltage-dependent anion channel in the
outer mitochondrial membrane (11-13). Cyclosporine A
(CsA), a potent immunosuppressive compound, inhibits
mitochondrial permeability transition by binding to matrix
cyclophilin D (14,15). Other inhibitors of permeability
transition pore opening include non-immunosuppressive
cyclosporine analogs, bongkrekic acid and anti-apoptotic

, membrane potential col-

140



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitoddriale dans le Sepsis

378 Larche et al.
Mitochondrial Dysfunction in Septic Heart

Abbreviations and Acronyms
BALF = bronchoalveolar lavage fluid
Bel = B-cell leukemia
CLP = cecal ligation and puncture
CsA = cyclosporine A
Aym = mitochondrial transmembrane potential
MPO = myeloperoxidase
NIMS811 = N-methyl-4-isoleucine cyclosporine
RCR = respiratory control ratio
TNF = tumor necrosis factor
TPP* = tetraphenylphosphonium

B-cell leukemia (Becl) proteins, such as Bel-2 and Bel-xL
(10). The relevance of mitochondrial permeability transition
inhibition by cyclosporine analogs for their cytoprotective
effects 1s well documented in many cellular models (11-13).
Mechanisms of action in vivo are more difficult to define,
and accordingly the evidence is as yet less compelling in
animal models of ischemia/reperfusion injury (14,15),
trauma (16), and sepsis (6).

Hence, the specific objective of our study was to test
whether inhibition of permeability transition achieved by
means of immunosuppressive and non-immunosuppressive
analogs of CsA and mitochondrial Bel-2 protein overex-
pression would improve vital organ dysfunction and out-
come in a mouse model of peritonitis chronic sepsis.

METHODS

Animals used. All experiments were conducted in accor-
dance with the National and European Institutes of Health
guidelines for the use of laboratory animals and were
approved by the Lille University. The investigation con-
forms to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the U.S. National Institutes of Health
(NIH Publication No. 85-23, revised 1996). In brief, 6- to
10-week-old female C57Bl/6 mice (Charles Rivers Labo-
ratories, Liyon, France) and Bcl-2 transgenic mice were
housed for 6 days before manipulation. Transgenic mice
overexpressing human Bel-2 (Bcl-2-22, CDTA Institut de
Transgénose CNRS, Orléans, France) were generated on a
C57Bl/6 background. All animals in the study were
screened for the presence of Bcl-2 transgene by using
polymerase chain reaction with tail deoxyribonucleic acid.
Sepsis model. Cecal ligation and puncture (CLP) was used
to induce intra-abdominal peritonitis and sepsis as previ-
ously described (17). Under anesthesia (intraperitoneal [IP]
ketamine 2.5 mg/kg and xylazine 0.25 mg/kg), the cecum was
ligated with 4-0 silk suture immediately distal to the ileocecal
valve, punctured once with a 21-gauge needle and gently
squeezed to extrude some stool. The cecum was then replaced
into the abdomen, which was closed in two layers, followed by
a 1.0-ml subcutaneous injection of 0.9% saline. Sham-operated
animals were treated identically, except the cecum was neither
ligated nor punctured. Animals were maintained on 12-h
light/dark cycles with free access to water.

JACC Vol. 48, No. 2, 2006
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Animal treatments. Mice were treated immediately after
surgery procedures. Sham and CLP C57BV/6 wild-type mice
were randomized to receive 1.0-ml subcutancous injection of
either: 1) vehicle (1% ethanol in saline); 2) 2, 10, and 100
mg/ke CsA (a potent immunosuppressive drug that also
inhibits mitochondrial permeability transition); 3) 2 mg/kg
tacrolimus FK506 (a potent immunosuppressive drug that has
no effects on mitochondrial permeability transition); or 4) 2,
10, and 100 mg/kg N-methyl-4-isoleucine CsA (Novartis,
Basel, Switzerland) NIMS811 (a non-immunosuppressive
drug that inhibits mitochondrial permeability transition) in
vehicle. Sham and CLP Becl-2 transgenic mice received
1.0-ml injection of vehicle.

Survival studies. Survival studies after CLP were repeated
twice. An investigator blinded to the identity of the mice
performed a 96-h follow-up both in wild-type and in Bcl-2
transgenic mice in two separate experiments with 12 mice per
group.

Myocardial function. Isolated heart preparation was per-
formed with a method modified for the mouse heart (18).
Mice were anesthetized with sodium pentobarbital (65
mg/kg IP), and heparin (100 U) was injected intravenously.
The thorax was opened. The heart was quickly excised,
placed in ice-cold saline, and immediately mounted, via the
ascending aorta, onto a perfusion apparatus. The heart was
perfused with a nonrecirculating perfusate at a constant flow
(1.5 = 0.1 ml/min). Coronary flow and coronary perfusion
pressure were measured with a transit-time ultrasound
flowmeter (Transonic, Ithaca, New York) and pressure
transducers (Baxter Healthcare Corp., Irvine, California). A
metal hook was inserted into the apex of the heart to control
and record tension and heart rate. Tension was measured
with a UF1 dynamometer transducer (UF1 BS4, Harvard
Apparatus, Les Ulis, France). Transducers were calibrated
and connected to a ML118 bridge amplifier that fed into a
Powerlab 8 SP high-performance data acquisition system
(ADInstruments Ltd. by Phymep, Paris, France).

Heart mitochondrial function. MITOCHONDRIAL RESPI-
RATION STUDIES. Mouse heart was placed in isolation
buffer A containing (in mmol/l): sucrose 300, TES 5,
EGTA 0.2, pH 7.2 (4°C). The tissue was finely minced and
homogenized by the use of a Kontes tissue grinder. After
800-g centrifugation for 5 min, supernatant was centrifuged
at 8,800 g for 5 min. Mitochondrial pellet was resuspended
in buffer A and centrifuged one more time at 8,800 g for 5
min. Protein concentration was determined according to the
Bradford method. Purity and integrity of isolated mito-
chondria were assessed by measuring specific activities of
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-cytochrome ¢
reductase, as an endoplasmic reticulum marker enzyme, and
cytochrome ¢ oxidase, as an inner membrane marker en-
zyme (19).

For respiration studies, 200 ug/ml mitochondria were sus-
pended in respiration medium MiR05 (20). The following
parameters of mitochondrial respiration (Oroboros, Innsbruck,
Austria) were evaluated: state 4 respiration rate (oxygen

141



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitockdriale dans le Sepsis

JACC Vol. 48, No. 2, 2006
July 18, 2006:377-85

uptake with glutamate 5 mmol/l malate 2 mmol/l in the
absence of exogenous ADP; pmol oxygen/s/mg); state 3
respiration rate (oxygen uptake during ADP 1 mmol/l
phosphorylation; pmol oxygen/s/mg); and respiratory
control ratio (RCR): ratio of state 3 and state 4 oxygen
uptake rates. In addition, we distinguish respiration with
glutamate malate as flux through the respiratory chain
from complex I to IV and respiration with N,N,IV', V'~
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tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) (0.5 mmol/1) +
ascorbate (2 mmol/l) (after rotenone complex I inhibi-
tion) as maximum flux through the isolated step of com-

plex IV (20).

MITOCHONDRIAL PERMEABILITY TRANSITION AND TRANS-
MEMBRANE POTENTIAL. These parameters were assessed
tollowing Ca?" overload as previously described (14,21). In
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Figure 1. Survival rate of different groups of mice: survival rate of mice undergoing cecal ligation and puncture without treatment (CLP) was compared
with that of animals treated with 2, 10, and 100 mg/kg cyclosporine A (A) or N-methyl-4-isoleucine cyclosporine (NIM811) (B). Mice overexpressing B
cell leukemia (Bcl)-2 had a survival rate of 80% (C). Sample size is 12 in each group. Survival studies were conducted twice. “p < 0.05, sham versus treatment
or transgenic CLP mice; tp < 0.05, CLP versus treatment or transgenic CLP mice, by Kaplan-Meier, log-rank.
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brief, isolated mitochondria (1 mg/ml proteins) were sus-
pended in buffer C (in mmol/l): sucrose 250; Tris-MOPS
10; glutamate-Tris 5; malate-"Tris 2; Pi-Tris 1; EGTA-Tris
0.02; pH 7.4 at 25°C in a multiport measurement chamber
(NOCHM-4, WPI, Aston, United Kingdom) equipped
with Ca’™, tetraphenylphosphonium (TPP™)-selective mi-
croelectrodes, and reference electrodes (WPI), as previously
described (14,21). First, mitochondria were gently stirred
for 1.5 min in buffer C containing 1.5 wmol/l TPP*
(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). At the end of the
pre-incubation period, 10 wmol/l CaCl, administration was
performed every 90 s with a micro syringe injector adapted
to a Micro4 pump controller (UMPII and Micro4, WPI).
Each 10-pumol/1 CaCl, pulse was detected as a peak of
extramitochondrial Ca®" concentration. The Ca?* is then
very rapidly taken up by the mitochondria resulting in a
return of extramitochondrial Ca?" concentration to near
baseline level (13,14). The mitochondrial transmembrane
potential was estimated by calculating the transmembrane
distribution of TPP™. Transmembrane potential Ajym was
calculated as 59log(v/V) — 5910g(10AE/59 — 1), where v is
matrix volume (1.1 ul/mg mitochondrial protein), V is
volume chamber (1 ml), and AE is voltage difference before
and after permeability transition pore opening and expressed
in mV (21).
Lung injury. Mice were anesthetized (sodium pentobarbi-
tal 65 mg/kg IP) for bronchoalveolar lavage fluid (BALF),
lung tissue samples, and histological studies. In the first
series of experiments, the lungs were harvested, weighed,
and then dried to constant weight at 80°C over 48 h in an
oven. To assess tissue edema, the wet/dry ratio was calcu-
lated. In the second series of experiments, BALF was
harvested from the lung after tracheal intubation (percent-
age of fluid recovered: from 85% to 90%). Protein concen-
tration in BALF was measured with the Bradford method.
In the third series of experiments, lungs were harvested for
myeloperoxidase (MPO) activity, which was used as an
index of leukocyte infiltration. Briefly, after lung homog-
enate preparation, MPO activity was determined spec-
trophotometrically (650 nm) by measuring hydrogen
peroxide-dependent oxidation of 3,3',5,5'-tetramethyl-
benzidine (22). In the last series of experiments, lungs
were fixed, embedded in paraffin, and the sections were
stained with hematoxylin and eosin. Two observers, un-
aware of the nature of the experiment, scored the lung injury
under light microscopy from 0 (no damage) to 4 (maximum
damage), according to the combined assessment of alveolar
congestion, hemorrhage, edema, infiltration/aggregation of
neutrophils in the airspace or vessel wall, thickness of the
alveolar wall, and hyaline membrane formation.
Plasma levels of nitrite/nitrate and immunoblotting. Plasma
levels of nitrite/nitrate, an indicator of nitric oxide synthesis,
were measured by the Griess reaction, as previously de-
scribed (22).

Isolated mitochondrial protein (50 pug) was run on a 12%
sodium dodecyl (lauryl) sulfate-polyacrylamide gel (SDS-
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PAGE). The proteins in the gel were electrophoretically
transferred to nitrocellulose membranes. After blocking,
membranes were treated with a rabbit polyclonal anti Bel-2
antibody (Santa Cruz Biotechnology, California). Mem-
branes were incubated with horseradish peroxidase-
conjugated sheep anti-rabbit immunoglobulin G (IgG)
secondary antibody (Biorad, Marnes-la-Coquette, France).
Membranes were then washed, and bound antibodies were
detected by the use of ECL Plus kit (Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg, Germany) (23).

Caspase-like activities. After incubation in assay buffer

containing (in mmol/l) HEPES 50, NaCl 100, EDTA 1,
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Figure 2. Cardiac function of sham and cecal ligation and puncture (CLP)
wild-type mice and transgenic mice overexpressing B-cell leukemia (Bcl).
(A) Left ventricular (LV) tension and (B) maximal increases in pressure
(dF/dt max) values were recorded after a 30-min equilibration period.
Sample size is 12 in each group. Results are expressed as means = SEM
and analyzed by means of one-way analysis of variance and Bonferroni’s
multiple comparison post hoc adjustment. *p = 0.005 versus sham mice
(Bonferroni adjusted; ten comparisons). tp = 0.005 versus CLP mice
(Bonferroni adjusted; ten comparisons). NIM811 = N-methyl-4-
isoleucine cyclosporine.

LtV



Syndrome de Défaillance Microcirculatoire et Mitoddriale dans le Sepsis

JACC Vol. 48, No. 2, 2006
July 18, 2006:377-85

DTT 10, with CHAPS 0,1% and Glycerol 10%, and in
(ng/ml) aprotinin 10, leupeptin 10, and pepstatin 10 at pH
7.32, homogenized hearts were lysed with a Kontes Glass.
Proteins (200 pg) were diluted in 200 pl of assay buffer;
then either N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-AMC (7-amino-
4-methylcoumarin) or N-acetyl-Leu-Glu-His-Asp-AMC
(7-amino-4-methylcoumarin) (50 pwmol/l; Biomol, Plym-
outh Meeting, Pennsylvania) was added. Sample fluores-
cence (excitation: 380 nm; emission 437 nm) was measured
at 2 h (Spex Fluoromax, Isa-Horiba, Longjumeaux, France)
(23).

Statistics. Results were analyzed with the SPSS for Win-
dows software, version 11.0.1 (SPSS France, Paris-la-
Défense, France). Data represent means * SEM and were
analyzed by analysis of variance procedures. When a signit-
icant difference was found, we identified specific differences
between groups with a sequentially rejective Bonferroni
procedure. After application of the Bonferroni correction,
p < 0.05 was taken as a level of statistical significance.
Survival was evaluated with Fisher exact test.

RESULTS

Sepsis model characteristics. In an independent series of
experiments (n = 12 septic mice), we observed that wild-
type mice began to die between 6 and 12 h after CLP
surgery. Maximum mortality rate (75%) was observed 48 h
after CLP and remained stable at 96 h. Mortality rate of
50% was achieved at 18 to 24 h. Consequently, physiolog-
ical and biological studies were performed at this time point.
At the time of sacrifice, all CLP mice exhibited clinical signs
of sepsis, including severe hypoactivity and shivering. The
amount of Bcl-2 in heart mitochondria of C57Bl/6 mice
and Bel-2 transgenic mice was assessed by Western blot
analysis. The Bel-2 mitochondrial protein levels of trans-
genic mice were three-fold higher than wild-type mice (data
not shown).

Cyclosporine treatment and Bcl-2 overexpression im-
proved survival in septic mice. Survival studies included
12 mice in each treatment group and were performed twice.
To determine the effects of immunosuppressive and non-
immunosuppressive analogs of cyclosporine, CsA, NIM811,
and tacrolimus were injected in saline immediately after
CLP surgery. Sham mice received equal doses of saline. As

shown in Figures 1A and 1B, CsA (2 mg/kg) and NIM811
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(2 mg/kg) fully protected mice against CLP-induced mor-
tality. A consistent level of protection was obtained with
CsA (10 mg/kg) and NIMS811 (10 mg/kg), whereas a
100-mg/kg-dose regimen had deleterious effects on mortal-
ity rate in CLP mice (Figs. 1A and 1B). Tacrolimus FK 506
(a potent immunosuppressive drug that has no effects on
mitochondrial permeability transition) (2 mg/kg) had dele-
terious effects on CLP-induced mortality (mortality rate <
8%; data not shown). Cyclosporine analogs had no effects on
mortality rate in sham mice (Figs. 1A and 1B). In a separate
series of experiments, CLP was initiated in Bcl-2 trans-
genic mice and wild-type mice as controls. The difference
in survival between these two groups was apparent,
because only 25% of the wild-type mice compared with
80% of the Bcl-2 transgenic mice were still alive 96 h
after CLP (Fig. 1C).

Cyclosporine and Bcl-2 overexpression improved organ
dysfunction in septic mice. Bascline heart contractile
function was similar in wild-type and Bcl-2 transgenic mice
(Figs. 2A and 2B). Cecal ligation and puncture induced
significant myocardial contractile dysfunction in wild-type
mice compared with wild-type sham mice. Treatments with
cyclosporine analogs (CsA and NIM811; 2 mg/kg) reduced
CLP-induced contractile dysfunction (Fig. 2A). The Bel-2
transgenic mice were also protected against CLP-induced
contractile dysfunction (Fig. 2B). Hearts from CLP-treated
Bcl-2 transgenic mice (Fig. 2B) showed major increases in
maximal, developed left ventricular pressure and dP/dt,
compared with CLP wild-type mice.

Effects of cyclosporine analogs (CsA and NIMS811; 2
mg/kg) in CLP mice were evaluated on BALFE protein
concentration and lung wet/dry weight ratio, MPO activity,
and histopathologic grading (Table 1). Treatments with
CsA and NIM811 (2 mg/kg) in sham had no effects on the
aforementioned lung function parameters (data not shown).
Cyclosporine A and NIMB811 (2 mg/kg) largely prevented
CLP-induced increases in BALF protein concentration,
lung MPO activity, and histological injury score (Table 1).
Cyclosporine and Bcl-2 overexpression improved mito-
chondrial function in septic heart. First, high purity and
outer membrane integrity of isolated mitochondria were
measured as undetectable activity levels of, respectively,
NADPH-cytochrome ¢ reductase, a specific reticulum

Table 1. Lung Injury Parameters in Sham and CLP Septic Mice

Sham CLP CLP CsA CLP NIMS811
BALF* protein (ug/ml) 65+ 8 125 + 4% 80 *+ 51+ 75 + 5+%
Lung wet/dry ratio 4.60 = 0.06 5.35 £ 0.3471 491 = 0.06T 4.83 = 0.03F
Lung MPO (ODgs) 0.15 = 0.04 0.61 + 0.08F 0.32 + 0.07++ 0.28 + 0.021+
Histology lung injury score 0.5 %05 3.5+ 05% 1.5 £ 0.5%F 2.0 = 0.57%

Score (0—4), on the basis of edema, hemorthage, thickening of the alveolar wall, and infiltration of inflammatory cells into
alveolar spaces. Sample size is 6 in each group. Results were analyzed with one-way analysis of variance and Bonferroni’s multiple
comparison post hoc adjustment. “Bronchoalveolar lavage fluid. fp = 0.008 versus sham mice (Bonferroni adjusted; six
comparisons). ¥p = 0.008 versus CLP mice (Bonferroni adjusted; six comparisons).

BALF = bronchoalveolar lavage fluid; CLP = cecal ligation and puncture; CsA = cyclosporine A; MPO = homogenate
myeloperoxidase activity; NIM811 = N-methyl-4-isoleucine cyclosporine; OD = optical density.
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Table 2. Respiration Parameters and Membrane Potential of Isolated Heart Mitochondria

Sham CLP CLP CsA CLP NIM811 CLP BCL-2
State 4 37 %3 48 + 2% 36 + 3+ 69 + 8+ 86 = 13*F
State 3 470 =77 299 + 70* 434 + 29% 555 * 34%F 719 + 20%t
RCR 9.7 0.7 6.23 = 0.3* 8.2 = 1.3*% 8.0 £ 0.2% 8.4 + 0.9%
Ascorbate TMPD 1688 = 102 1782 + 351 1432 + 251 2302 = 205%F 2689 *+ 324*F
Am =220+ 6 —190 + 12* —207 £ 2 —208 =2 —215+2

Sample size is 12 in each group. Results were analyzed with one-way analysis of variance and Bonferroni’s multiple comparison
post hoc adjustment. *p << 0.005 versus sham mice (Bonferroni adjusted; ten comparisons). p << 0.005 versus CLP mice
(Bonferroni adjusted; ten comparisons).

Ascorbate TMPD = N,N,N,N'-tetramethyl-p-phenylenediamine respiration rate (pmol oxygen/s/mg) with ascorbate (2
mmol/l) and TMPD (0.5 mmol/1) after rotenone complex I inhibition; Athm = mitochondrial membrane potential (mV); RCR
= respiratory control ratio of state 3 and state 4 respiration rates; State 3 = respiration rate (pmol oxygen/s/mg) with adenosine
diphosphate (ADP) (1 mmol/l); State 4 = respiration rate (pmol oxygen/s/mg) with glutamate (5 mmol/l) malate (2 mmol/I)
in absence of exogenous ADP; other abbreviations as in Table 1.

marker enzyme, and cytochrome ¢ oxidase, an inner mem-
brane marker enzyme.

In C57BV/6 wild-type CLP mice, RCR (increases in state
4 and reduction in state 3) at 18 h was reduced with no
changes in maximum flux through the isolated step of
complex IV dependent respiration (Table 2). In CLP mice,
cyclosporine analog treatments and Bcl-2 overexpression
resulted in improvement of RCR. Cyclosporine A reduced
state 4 respiration and partially increased state 3 respiration,
with no changes in maximum oxygen flux. The NIM811
treatment and Bcl-2 overexpression resulted in major in-
creases in state 3 respiration, state 4 respiration, and
maximum oxygen flux. In sham mice, cyclosporine analog-
treated sham mice, and Bel-2 transgenic sham mice, no
changes in respiration parameters were observed 18 h after
surgery (data not shown). In the cyclosporine analog-treated
sham mice and Bcl-2 transgenic sham mice, mitochondrial

Log extra mitochondrial Ca?*

membrane potential averaged —220 mV (data not shown).
In CLP mice, mitochondrial membrane potential was
unstable and averaged —190 mV (Table 2). Cyclosporine A
or NIM811 CLP mice and CLP Bcl-2 transgenic mice had
stable mitochondrial membrane potential, which averaged
—210 mV (Table 2).

Representative examples of a mitochondrial permeability
transition recording are displayed in Figure 3. The amount
of Ca>" added in the cuvette that was required to open the
pore averaged 200 pwmol/l in the sham mice, which corre-
sponded to 200 nmol/mg mitochondrial protein (Fig. 4). A
similar amount of Ca?" was required to open the pore in
cyclosporine analog-treated sham and Bel-2 transgenic
sham mice (data not shown). The Ca2* overload was
significantly reduced in CLP mice, averaging 60 pmol/l
(Fig. 4). In CsA-treated or NIM811 CLP-treated mice and

in CLP Bel-2 transgenic mice, the Ca®" overload required

a
[
Ca 2* .induced
mitechondrial
permeability
transition

, I ;

Ca? pulse (10 uM) each 90 sec.

Figure 3. Representative example of mitochondrial permeability transition induced by calcium overload in preparation of isolated mitochondria. Recordings
are displayed in one sham (a), one cecal ligation and puncture (CLP) (b), one cyclosporine-A~treated CLP (c), one N-methyl-4-isoleucine cyclosporine
(NIM811)-treated CLP (d), and one CLP transgenic mouse (e). In sham mice (a), a Ca?* load of 260 pmol/1 (26 pulses of 10 pmol/1 Ca?") was required
to induce mitochondrial permeability transition versus 80 pmol/l Ca?™ (8 pulses of 10 pmol/l Ca?*) in wild-type CLP mice.
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Figure 4. The Ca’" load required for mitochondrial permeability transi-
tion in sham and CLP wild-type mice and mice overexpressing Bel-2.
Sample size is 12 in each group. Results are expressed as means + SEM
and analyzed by means of one-way analysis of variance and Bonferroni’s
multiple comparison post hoc adjustment. *p = 0.005 versus sham mice
(Bonferroni adjusted; ten comparisons). tp = 0.005 versus CLP mice
(Bonferroni adjusted; ten comparisons). Abbreviations as in Figure 2.

for pore opening significantly increased when compared
with CLP mice (Fig. 4).

Effects of cyclosporine and Bcl-2 overexpression on
CLP-induced plasma nitrite/nitrate levels and effector
caspase activation. Plasma levels of nitrite/nitrate, an in-
dicator of NO synthesis, were not increased in CLP mice at
18 h (nitrite/nitrate 15 * 3 umol/l in sham vs. 22 = 8
pmol/l in CLP mice). Neither cyclosporine analogs (ie.,
CsA and NIMS811) nor Bcl-2 overexpression resulted in
changes in plasma nitrite/nitrate levels in CLP mice (nitrite/
nitrate 18 = 4 wmol/l, 16 = 7 wmol/l, and 24 * 3 wmol/l,
respectively). Heart caspase-9-like activities, which were
largely prevented by cyclosporine analog treatment and
Bcl-2 overexpression in septic mice (Fig. 5), increased in
CLP mice at 18 h. Similar caspase-3-like activity increases
were detected in CLP mice at 18 h; these were also
prevented by cyclosporine analog treatment and Becl-2
overexpression.

DISCUSSION

Although regional and microvascular perfusion abnormali-
ties undoubtedly occur (1,2), recent investigations indicate
that metabolism is also altered at the cellular level during
sepsis, which might result in impaired cellular use of oxygen
and organ dysfunction (3). Because mitochondria use >90%
of total body oxygen consumption to generate adenosine
triphosphate, function of vital organs such as the heart could
be impaired as a consequence of abnormalities in mitochon-
drial bioenergetic processes. Here, we report the new,
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important information that improvement of mitochondrial
function via permeability transition inhibition reduces heart
and lung dysfunction and mortality in septic mice. To the
best of our knowledge, the present report is the first to
demonstrate that mitochondrial permeability transition
might be directly responsible for vital organ dystfunction and
mortality in chronic septic in mice.

The immunosuppressant drug CsA, which interacts with
cyclophilin D, inhibits mitochondrial permeability transi-
tion (14,15). In isolated mitochondria, CsA prevents swell-
ing and increases mitochondrial calcium retention capacity
(11-13). In vivo, the inhibitory effect of CsA emphasized
the critical importance of permeability transition pore in
organ injury induced by ischemia reperfusion. At micromo-
lar concentrations, CsA might significantly decrease infarct
size in ischemia reperfusion of the heart (14,15) and the
brain (24), whereas millimolar concentrations might cause
organ toxicity though excessive free radical generation (25).
Likewise, findings from our study and from other groups
(26) suggest that treatment with high doses of CsA exac-
erbates mortality in CLP septic mice. Conversely however,
we (27) and other groups (6,28) have reported that lower
concentrations of CsA might attenuate tissue injury and
abnormalities in mitochondrial function and protect against
endotoxin-mediated myocardial dysfunction. Here, we pro-
vide the first evidence that cyclosporine derivatives and
Bel-2 overexpression fully afforded CLP septic mice protec-
tion against heart and lung derangements, which was
associated with increased survival rate.

Among the deleterious changes induced by sepsis on vital
organ function, impaired myocardial performance is a well-
documented feature that greatly contributes to mortality
(1,2). Although sepsis is generally viewed as a disease
aggravated by an inappropriate inflammatory response to
bacteria, implication of apoptosis has been recently demon-
strated in the pathogenesis of sepsis (29). Moreover, we
have demonstrated that activation of heart apoptosis path-
ways might directly impede ventricular contractile function
via caspase-induced sarcomere disarray (23). Here, our
results suggest that mitochondrial permeability transition, a
major event in apoptotic mitochondrial pathway (10), is
implicated in septic ventricular contractile dysfunction
via abnormalities in heart mitochondrial bioenergetics.
Mitochondrial permeability transition and dissipation of
membrane potential induced by CLP sepsis were associ-
ated with impaired respiratory capacity under phosphor-
ylating conditions (state 3) and respiration increases
under non-phosphorylating conditions (state 4), which
lead to reduced RCR (state 3/state 4 respiratory rates). In
contrast, reductions in RCR were prevented by cyclo-
sporine analogs and overexpression of Bcl-2; this indi-
cates global improvement of mitochondrial functional
integrity. Our results are thus consistent with recent
studies suggesting that sepsis-mediated mitochondrial
injury correlates with impaired respiration efficacy of
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Figure 5. (A) Representative caspase-9-like (LEHDase) and (B) caspase-3-like (DEVDase) activities in heart left ventricle of sham and CLP wild-type
mice and mice overexpressing Bcl-2. Inset panel presents LEHDase maximal fluorescence intensity (counts per second [cps]) measured (Aem = 437 nm)
as means = SEM ofin each group (sample size is 12 in each group). Results are analyzed by means of one-way analysis of variance and Bonferroni’s multiple
comparison post hoc adjustment. *p = 0.005 versus sham mice (Bonferroni adjusted; 10 comparisons). Tp = 0.005 versus CLP mice (Bonferroni adjusted;

10 comparisons). Abbreviations as in Figure 2.

mitochondria, which was prevented by cyclosporine de-
rivatives (6,28).

Limitations of the study are mainly that treatment with
cyclosporine analogs and Bcl-2 overexpression might im-
prove organ dysfunction and survival in sepsis through
mechanisms independent of mitochondrial permeability
transition. For example, overexpression of Bel-2 and CsA
treatment might be beneficial in different models of sepsis
via reduction in proinflammatory mediator synthesis and
lymphocyte apoptosis. Here, we observed that neither cy-
closporine analogs nor overexpression of Bel-2 in CLP mice
altered plasma nitrite/nitrate and TNF-alpha (S. Lancel,
unpublished data, January 2005) levels. Beneficial effects of
treatment with cyclosporine analogs could also be attributed
to their known effects on calcineurin pathways. However,
the fact that CsA and NIM811 (a non-immunosuppressive
drug that inhibits mitochondrial permeability transition)
but not tacrolimus (a potent immunosuppressive drug that

has no effects on mitochondrial permeability transition)
were able to offer protection suggests that reduction in
sepsis-induced myocardial dysfunction and mortality rate is
related to the unique effects of cyclosporine derivatives on
the mitochondrial function. We have shown that, during
endotoxemia, increased heart caspase-3-like activity could
participate directly in myocardial dysfunction. Here, in-
creases in caspase-9— and -3-like activities were detected in
the hearts of CLP mice. Reduction in caspase-3-like
activities in CLP mice treated with cyclosporine analogs and
overexpression of Bcl-2 could account at least in part for
observed beneficial effects on heart function.

In conclusion, our study provides strong evidence that
septic vital organ dysfunction can be prevented by inhibiting
mitochondrial permeability transition. Regarding the criti-
cal role of heart failure in the pathophysiology of septic
shock, our study also indicates a potentially new therapeutic
approach for treatment of sepsis syndrome.
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Nous allons discuter dans un premier temps des latols que nous avons pu
oberver sur la microcirculation, qui confirment glés anomalies microcirculatoires sont
modulables. Notamment, nous avons vu dans lestaésiglue les nouvelles informations que
nous donnons sur le glycocalyx pourraient ouvrindavelles voies de recherches notamment
thérapeutiques.

Nous nous attarderons sur les effets bénéfiquetiocanculatoires de la protéine C
activée que nous avons vu dans nos résultats esaqiia I'étude dans notre service de
réanimation.

Nous essayerons de voir si les protocoles récantsmg baissé la mortalité ont été
positifs grace a la mitochondrie.

Nous nous poserons la question d’'une réanimatiatégupar la microcirculation ou la
mitochondrie dans l'avenir.

Puis, nous donnerons des arguments pour notreigrgdane dysfonction primitive de
la mitochondrie et suggérer pourquoi nous pensolescg n'est pas I'O2 qui est le principal
point important dans la physiopathologie du chqatigae, mais le potentiel de membrane de

la mitochondrie qui est le vrai rhéostat.

Enfin, dans les perspectives, nous essayeronsap®ger des moyens d’étayer cette

théorie a la fois chez I'animal et chez 'homme.
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lll. MODULATION DE LA
MICROCIRCULATION

1. Effets de la sédation

Les résultats de notre étude humaine chez desntmtiademnes de pathologie
microcirculatoire incitent a interpréter avec pmce les effets d’'une thérapeutique réputée
modifier la microcirculation dans le contexte d’usedation concomitante. Il va de soit que
pour certaines techniques de laboratoire ou cergéstes chez ’'homme une sédation peut
s’avérer nécessaire physiologiguement ou éthiguerhantendance dans les unités de soins
intensifs est l'allegement des doses de sédatifimagphiniques, notamment depuis I'arrivée
de produits de demi-vie courte comme le rémifeht&aime autre technique récente consiste a
arréter la sédation tous les jours jusqu’au réeipatient.

Compte-tenu des effets sur 'nyperhémie, il senatilejue les morphiniques soient moins
délétéres que les benzodiazépines sur la micrdatron, dans les conditions de notre étude.
Quoigu’il en soit, il faut probablement tenir comptians son interprétation de résultats
concernant la microcirculation de l'effet propresddrogues sédatives et probablement

standardiser les doses au moins pendant la pétiodservation.

2. Effets de la protéine C activée

a. Chez 'animal
La protéine C activée réduit les lésions de la neuga gastrique dans un modele de

Iésions induites chez le rat. Dans ce modele, laépre C activée diminue les taux
plasmatiques de TN&; comme dans notre étude, les taux de prostagkesdiastriques,
réduit 'augmentation de la perméabilité microvdaite et prévient la baisse du débit sanguin
muqueux gastrique. Un inhibiteur de la thrombina pas les mémes effets et par contre
'administration d’anticorps anti-TNk-a des effets (mesurés) similaires a la protéine C
activée dans ce modé&te

Dans un modéle dinjection de LPS chez le harfSterune préparation de
vidéomicroscopie intravitale cutanée permet deoweter une diminution du rolling et de

'adhésion leucocytaire de I'ordre de 50% chezhlasisters traités par protéine C activée. Par
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ailleurs, la protéine C activée prévient de facamificative la diminution de la densité
capillaire.

L'implication du glycocalyx (article n°3) dans la physiopathologie de la dgstmn
microcirculatoire nous semble importante dans noieele.

Premierement, un traitement parhigaluronidase induit des altérations capillaires chez
le hamstef® diminution de la densité capillaire, augmentatien’hématocrite et du flux des
GR des capillaires restants.

Deuxiemement, le LPS induit dans notre modéle umendtion de la densité capillaire,
une augmentation du nombre de capillaires obstrdésnombre de stopped flow et une
diminution des vaisseaux a flux continu, qui netgm@s observés avec un prétraitement par la
protéine C activée. Par ailleurs, la diminutionl’dpaisseur du glycocalyx de facon parallele
a 'augmentation de sa dégradation (acide hyalguenplasmatique) est prévenue par le pre-
traitement par la protéine C activée.

Pour nous, cela prouve que glycocalyx a un rble clef dans les perturbations
microcirculatoires au cours du choc septiquePar ailleurs, nos résultats suggérent que la
dégradation du glycocalyx peut étre prévenue pprd&ine C activee. Il reste a regarder si

* Le glycocalyx joue le méme role chez ’lhomme

» La protéine C activée peut moduler sa dégradatidnaitement

b. Chez 'hnomme
In vitro, le dépot et la perfusion de sérums issus dernatiseptiques sur des cellules

endothéliales en culture permet de montrer que rtéime C activé®®, & la dose
correspondant au taux moyen de protéine C circalale 'étude PROWESS, diminue
'adhésion et l'agrégation des neutrophiles sund@hélium et diminue les interactions
plaquettes/neutrophiles. L’adjonction d’héparinenidiue ces effets bénéfiques et n'a par
ailleurs pas d’effet si elle est donnée seule.

De Backer montre que la protéine C activée, parmi@hode OPS améliore la
microcirculation sublinguale au bout de 4 heuregpedusion en améliorant le nombre de
capillaires perfusés de 20% avec un effet « on/offest-a-dire une réaggravation du nombre
de vaisseaux de petits calibres perfusés 4 hepres #arrét du produit®. Ce dernier point
est probablement majeur :
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» premiérement cela confirme s'il le fallait que a& gst observé est réellement du a
I'effet propre de la protéine C activée sur la mairculation
» deuxiémement cela implique que l'effet n'est pas plus préventif sur la synthese de

nouveaux médiateurs

Les effets que nous avons retrouvés au niveau denitaocirculation intestinale par

vidéomicroscopie (article n°2 et n°3) confirmentaffet bénéfique de la molécule sur le plan
microcirculatoire. Les effets préventifs de la pioe C activée sur le marquage a la DHR 1,
2, 3 quasiment spécifique de I'implication de péroiite, suggérent un effet de prévention
de la synthese de péroxynitrite par la protéinectivée. Cette voie radicalaire expliquerait
peut-étre I'effet bénéfique précoce sur la micmdation et sur la macrocirculation que nous

trouvons chez le patient en état de choc septigue grotéine C activée.

V. EFFETS CARDIOCIRCULATOIRES DE
LA PROTEINE C ACTIVEE

1. Etudes animales
Contrairement a la thrombinéy vitro la protéine C n’a pas d'effet sur le tonus

vasculaire sur des aortes de rat ou de fbiha premiére étude chronologique japorifse
utilise chez le rat une injection d’endotoxine & yaie intraveineuse. La protéine C activée a
un effet préventif de I'hypotension artérielle daesmodéle. Leurs données suggerent que le
TNF-o semble avoir un réle causal dans I'hypotensioérigite causée par I'endotoxine dans
ce modéle, par le biais de I'induction de I'iINOSaltre part, I'action de la protéine C activée
dans ce modele ne passe pas par un effet antitimenthais fort probablement par le biais
d’une activité « sérine protéase » de la protéiretivee.

L’étude de Wiel*® s’est intéressée aux effets d’un bolus de prot€ireetivée de 2mg/kg 1
heure apres une injection de LPS chez le lapinonils étudiés aprés 5 jours la réactivité
vasculairein vitro sur anneaux aortiques isolés ainsi que des pamsnbBématologiques,
d’hémostase et d’hématose, ont mesuré l'activitdadteur tissulaire sur des monocytes in
vitro et ont fait une étude d'immunohistochimie sigarametres hématologiques : leucocytes

avec formule, hémoglobine, plaquettes, taux dehpoatbine, fibrinogene, facteurs Il, V et
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VII+X sont comparables entre les groupes. La seride Iésions de I'endothélium aortique
abdominal par étude immunohistochimique avec magIRECAM1/CD31 passe de 40%
dans le groupe LPS a 28% dans le groupe traitd*@#x. La PCA restaure dans le groupe
LPS la différence de sensibilité a la phényléphenee les anneaux aortiques avec et sans
endothélium. Les résultats apres incubation aved-8lAME inhibant les NO synthases,
c’est-a-dire une récupération pour le groupe LP8nel sensibilité a la phényléphrine
comparable aux contrles et pas d’effet sur le gerollPS+PCA suggérent que cette
différence est due a l'activité de NO synthases.

La réponse vasodilatatrice endothélium-dépendaeseatineaux aortiques est diminuée
dans le groupe LPS par rapport aux controles, &g intéressante, cette vasodilatation est
encore moins forte dans le groupe LPS+PCA. Lesnggm en vasodilatation endothéliale-
dépendante récepteur-indépendante (calcium ionepA@B187) et celle en vasodilatation
endothéliale-indépendante au nitroprussiate deuso@dont par contre comparables entre les
différents groupes. Ceci suggere une altération cdwplage entre le récepteur a
'acétylcholine et les NO synthases et/ou une rédocde la production de NO par

I'endothélium.

Dans notre modéle de rat endotoxinique nous avomstrén que la protéine C activée
donnée en prétraitement dans ce modele perme#tgiréenir la dysfonction ventriculaire
gaucheex vivo(article n°2), la baisse de la pression artéri@digicle n°2) et de rétablir la
vasoreactivité a la noradrénaline (article n°3)s @fets bénéfiques peuvent étre en partie
expligués par un effet anti-inflammatoire. Le TMFpar exemple, est beaucoup moins
augmenté chez les rats prétraités par la protéiaeti@ée avant injection de LPS. L’activation
de I'INOS pourrait de ce fait étre moindre et dioen les taux de NO circulant (article n°2).
Une autre explication plausible de cet effet béngfipourrait étre une diminution du stress
oxydatif, comme en témoigne la moindre augmentaties marqueurs de ce stress par
différentes techniques (article n°3). La dégramaties catécholamines par le stress oxydatif
ne semble pas étre la bonne hypothese (article, pi8sque leur taux plasmatique est
inchangé, mais la diminution des taux de dérivasmhtiques du NO (article n°2) et la baisse

du marquage a la DHR 1,2,3 (article n°3) suggdhemplication du peroxynitrite.
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2. Etudes humaines

a. Modeéles d’endotoxinemie chez le volontaire sain

435 et discutées par la sulte**” La premiére, en

Deux études ont été conduites,
2003, étudie 15 patients dans le bras traitemehd gatients dans le groupe placebo. L'étude
est de type randomisé. La dose de protéine C actitibsée est de 24 pg/kg/heure c’est-a-
dire méme dose que dans I'étude PROWESS. Le LPSs¢Herichia coli) est injecté par
bolus a la dose de 2ng/kg 2 heures apres le dédatmkrfusion de protéine C activée. On est
donc la aussi en situation de prétraitement. Latpoucial est que les patients recoivent une
perfusion de Na Cl a la dose de 200 ml/H.es parametres hémodynamiques simples :
fréquence cardiaque, pression artérielle systoligue et diastigue, ne sont pas
significativement différents entre le groupe protéie C activée et placeboSi on regarde
de plus pres les résultats, on a quand méme I'sspre d’'une tendance a H5 pour la pression
artérielle systolique dont la barre d’erreur hadilegroupe protéine C activée est plus basse
gue la barre d’erreur basse du groupe placebo.ti@’'@art I'étude ne compare que 15 versus
9 patients, et la baisse de pression artériells darmodéle d’endotoxinémie « réanimée » par
du remplissage continu n’est pas tres forte, dimnmiuwd’autant les chances d’observer une

difféerence avec le traitement.

Dans I'étude de Kalil par contre, le remplissagauseup moins important permet sans doute
d’observer une différence significative de pressaciérielle moyenne a H3 entre volontaires
sains avec ou sans protéine C activée.

De plus, il faut noter que le modéle d’endotoxingémiez le volontaire sain est évidemment
délibérément a petite dose. La dose de LPS commkaovu a propos de l'activité sur
'endothélium est un pourtant un facteur a prendre considération. Ainsi une étude
hollandaise montre en 2005 que dans le modéle dtermémie chez le volontaire sain, il
n'y a pas de trouble de la perméabilité vascut#iralors que ce trouble est marqué dans les

modeéles animaux.
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b. Données en clinigue humaine

L’équipe de Teboul retrouve dans un étude cas/tésnoine amélioration
hémodynamique liée pour eux & la protéine C actiVé@ette étude rétrospective regarde les
différences en pression artérielle moyenne et eseslale noradrénaline nécessaires pour
maintenir une méme pression artérielle moyennes @tdux groupes de patients cas/témoins
appariés suivant des critéeres de gravité. Les miatieontréles sont des patients traités dans
leur service avant la disponibilité de la protéectivée. Les biais possibles de cette étude
sont la définition du temps zéro pour I'étude dedifications des parametres
hémodynamiques d’'une part, et d’autre part ledaien plusieurs heures d’étude, il devient
difficile de dire si la protéine C activée a répient un effet hémodynamique direct. D’'un
c6té il se peut que les patients s’améliorent pautres raisons : remplissage, effet des
antibiotiques..., de l'autre c6té, les patients patnsgameéliorer sans que ce soit un effet
direct de la protéine C sur I'endothélium, les Weld musculaires lisses etc. Par exemple, la
protéine C activée diminue le TNE-d’autres cytokines, et peut donc avoir un effelirect
sur 'amélioration vasculaire.

Dans I'étude PROWESS, les organes dont les dyséarscs’améliorent le plus vite sont la
dysfonction hémodynamique et la dysfonction res$piret*°.
Une étude est en cours dans notre service chegzatiests en état de choc septique chez qui,
guand nous décidons de mettre en route un traitepagrprotéine C activée sont étudiés les
parametres suivants :
» Dose-réponse de pression artérielle en fonctiodaddose de phényléphrine juste
avant, a 30 minutes et a 1 heure du début de fagien de la protéine C activée
» Etude laser-doppler cutané avec épreuve d’hypeehédaictionnelle juste avant, a 30
minutes et a 1 heure du début de la protéine @éacti
» Dosage de catécholamines, cyokines, facteur Votelvdndt, acide hyaluronique.
Les résultats préliminaires montrent une amélioratile la microcirculation cutanée a 30
minutes sous forme de récupération d’'une vasomotin diminution de la durée de
I'hyperhémie, avec parfois un pic d’hyperhémie pélsvé. D’autre part, pas a 30 minutes,
mais a 1 heure du début de la perfusion de prot€iraetivée il existe une différence de
réactivité dans la courbe dose-réponse pressiériadit / dose de phényléphrine. Par ailleurs
ces effets circulatoires qu’il soit micro (au balg 30 minutes) ou macro (au bout d’'une

heure) circulatoires suggeéerent des mécanismesansépapide, éliminant probablement des
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effets anticoagulants, s’il fallait le soulignet, des effets de synthése de médiateurs (type
iNOS).

lll. DEFAILLANCE
MICROCIRCULATOIRE OU
MITOCHONDRIALE ?

La dysfonction de la mitochondrie n’est pas codestans le sepsis. Ce qui pose en
revanche question, c’est I'importance relative ddecdysfonction dans la physiopathologie
du sepsis.

Pour I'équipe de Ince, la persistance d’anomaligsrouirculatoires lors de conditions
d’oxygénation normales ou normalisées incite a @egse c’est la microcirculation qui est le
moteur du sepsis et non la mitochondrie. Dans tgfpethese, si la microcirculation est trop

longtemps pathologique, la mitochondrie le devéesbn tour.

Il faut reconnaitre que si un lien est démontréeegtavité des patients et degré d’atteinte de
la mitochondrie dans I'étude de Brealey, rien neupe que ce soit un lien de cause a effet.
Néanmoins, les résultats de Fink et les notredespotentiel de membrane mitochondrial
incitent & penser que ce n'est pas forcément la @2evrait étre le meilleur marqueur de
l'atteinte mitochondriale. La dissipation du potehtmitochondrial dans notre modéle
physiopathologique précéde potentiellement la bads la formation d’ATP. Ainsi pour
nous, le facteur « oxygénation normale » n’élimpa&s d'une part qu’une dysfonction
mitochondriale soit déja présente, d’autre pari n&limine la possibilité que ces anomalies
mitochondriales puissent avoir un retentissemesh @mont », sur la microcirculation. Par
exemple, des ROS peuvent provenir de la mitochendki fameux cycle Q au niveau du
complexe | ou au niveau du complexe IV. Dans nattile n°3, nous observons un stress
oxydatif qui est prévenu par la protéine C actiEEcore une fois, la difficulté d’analyse des
études dans le choc septique s'impose : la prot€iaetivée agit-elle par le biais d’'un effet
sur la mitochondrie, d’'une protection de I'endoiln@ (glycocalyx par exemple), ou
simplement en atténuant la synthese de médiat&ittrppes comme le TN&{comme nous

'avons vu dans notre article n°2) ? Les radicaiirogénés par exemple, peuvent avoir des
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effets pléiotropes : inhibition de la chaine resfuire, effets pro-oxydants, vasodilatation,

modification des récepteurs (ryanodine...) de fagmenrsible ou non, régulation des genes...

Le NO et ses dérivés sont impliqgués dans de norebsemodifications liées au choc septique
(dysfonction myocardique, réactivité vasculaire,totiondrie..). L'échec en clinique

d’inhibiteurs de NO synthases n’élimine pas sonlicagion dans le choc septique biensir. En
effet, la régulation trés fine suivant les difféetypes d’organes voire de cellules avec des
localisations difféerentes dans des cavéoles pampbe permet de penser que la dimension
spatiale et temporelle du NO peut expliquer desteffliamétralement opposeés (inotropisme

cardiaque positif et négatif par exemple suivamthiase du choc endotoxinique).

Ces dérives comme on l'a vu peuvent agir sur lachibndrie et sur la microcirculation en
méme temps. C’est une des raisons pour lesquéllest iaussi difficile dans le contexte
expérimental de se départir de l'influence, au mqiatentielle, de la microcirculation sur la
mitochondrie et inversement. La constatation d’aalt@e microcirculatoires en imagerie par

OPS par exemple n’élimine pas la présence d’anesalitochondriales biensdar.

Trouver laquelle des deux, microcirculation ou mitondrie, est le moteur du sepsis est-il
futile ? On pourrai@a priori penser que finalement les deux atteintes soneprés et qu'il
faut essayer de corriger ces anomalies pour areélempronostic des patients et que la savoir
qui de la poule ou de I'ceuf est responsable de gsibla seule affaire d’hyperspécialistes.
Cependant, a y bien regarder, il n'existe pas deuvyw irréfutable qu’améliorer la
microcirculation (ou la mitochondrie d’ailleurs)tesénéfigue dans le choc septique. Les
traitements qui ont prouvés une efficacité poussei la mortalité lors du choc septique :
protéine C activée, hémisuccinate d’hydrocortisamgyline, EGDT de Rivers peuvent avoir
un effet bénéfique sur la microcirculation certemis est-ce cet effet la qui a abaissé la
mortalité ? De plus, si c’est le cas, est-ce quie @nélioration de microcirculation est seule
responsable de la baisse de mortalité ou parce lgumitochondrie est ainsi moins

dysfonctionnante ?
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V. LES PROTOCOLES
THERAPEUTIQUES
RECENTS ONT-ILS ETE
POSITIFS GRACE A LA
MITOCHONDRIE ?

1. Early Goal Directed Therapy

Dans cette approche de réanimation intensive pénkisn 6 premiéres heures du
diagnostic de sepsis sévere, on peut imaginer tueélioration de I'hémodynamique
générale et locale peut aider la mitochondrie aurmfenctionner. On sait que le remplissage
augmente la PSxissulaire (vésicale) lors de I'endotoxinémie cheraf*! par exemple, mais
rien ne nous dit que cette amélioration de PEut prévenir la détérioration mitochondriale.
Par ailleurs, on sait que la mitochondrie peut ygfonctionante dans les premiéres heures
suivant une endotoxinémie : dans les 12 heuresleheabouifi*’, dans les 24 heures chez le
rat"*®. Chez 'homme I'équipe de Brealey les retrouvesdims 24 premiéres heuft&s Une
étude montre dans un modele de CLP chez la soueid’ighibition du cytochrome oxydase
myocardique est dans un premier temps compétiiig pevient non compétitif apres 48
heure&™. Méme si évidemment cette cinétiqgue ne peutdpastranslatée chez 'homme, le
caractere «réversible » initial pourrait peser fameur d'un effet « cinétique » de la
réanimation initiale.

Est-ce que cette cinétique d’'apparition rapide yeoun effet positif sur la mitochondrie
dans I'étude de Rivers ? Non bien sdr et il faudaai moins refaire une étude en couplant
celle de Rivers et celle de Brealey pour avoir ébud de réponse.

Que penser de ces résultats dans le contexte du $4/MDe volume de remplissage
vasculaire important, méme si ce n’'est pas le fatéur qui peut étre impliqué dans I'effet
positif dans I'étude de Rivers (transfusion de emties globulaires, dobutamine), n'est pas
forcément bénéfique pour la microcirculation. Maifeisement dans I'étude du groupe
MARS sur la microcirculation lors d’EGDT, les autewnt constaté une corrélation entre
I'altération de la microcirculation et la gravitéglpatients, mais ils n’ont pas regardé par OPS

si ce type de protocole thérapeutique pouvait awvoieffet bénéfique sur la microcirculation
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chez un patient donné. C’est probablement un axeateerche intéressant. En effet la aussi,
méme si on sait que la persistance d’anomaliesogirculatoires est un facteur de mauvais
pronostic dans le choc septique, cela ne désigadopeément la microcirculation comme le

seul responsable des dysfonctions d’organes nestiglvenir.

2. Controle strict de la glycémie

L’étude princeps de Van den Berghe et co-auteur2081“° retrouvait une baisse de
mortalité de 8% a 4.6% a un an et de 20.2% a 1@i6l# patient restait plus de 5 jours en
soins intensifs. De fagon intéressante, la baissmartalité se faisait essentiellement par le
biais d’une baisse des déces par défaillance nsdévale. Dans une étude par microcscopie
électronique des patients qui sont décéedes lor§étlede princeps, il y avait moins de
constatations de rupture physique de la mitochetidriDes anomalies mitochondriales
hépatiques a type de modifications de la membrarierne des mitochondries sont
rencontrées dans 78% des cas des patients corgt@eslement dans 9% des cas des patients
en insulinothérapie intensive. En utilisant égaletrie la spectrophotométrie, ils démontrent
aussi qu'il y a 89% d’activité du complexe | enpkt 40% d’activité du complexe IV en plus
dans le groupe insulinothérapie intensive par repgpmsulinothérapie standard.

Il se pourrait gu’'un des mécanismes de protectiinla baisse de la production de ROS
liee a I'’hyperglycémie. Mais une fois encore, lasba des ROS peut également améliorer la
microcirculation et pourquoi pas expliquer 'améiton de la survie ? L’amélioration
simultanée de la microcirculation et de la fonctionitochondriale n’est biens(r pas
incompatible. Une des questions est de savoirysailun lien de cause a effet entre les deux,
et si oui dans quel sens. Enfin un autre que facfee la microcirculation ou la mitochondrie

a pu étre ameélioré et ameliorer a son tour cersaiméochondries.
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V. FAUT-IL REANIMER LA
MICROCIRCULATION ET COMMENT ?

On l'a vu, les études de ces dernieres décenniestitisées des techniques de plus en

plus performantes pour appréhender la microcirmratpathologique : laser-doppler,
capnomeétrie sublinguale, imagerie par OPS, satur&gsulaire en oxygene.

Comme I'a montré De Backer, la persistance d’anm®sahicrocirculatoires sublinguales
est un facteur de mauvais pronostic lors du chpticgee et ces anomalies sont réversibles
pharmacologiqguement. Il nous manque bienslr maantedes études évaluant I'efficaité de
protocoles thérapeutiques avec pour cible I'améfion de la microcirculation sur le

pronostic des patients

1. la technigue OPS sera-t-elle la méthode servant a
réanimer la microcirculation demain ?

Quels sont les points faibles de cette technique :
0 Acquisition de la technique

Hétérogénéité des anomalies

Reproductibilité

Temps d’analyse

Probléme temporel : quand analyser le signal

o O O o o

Probleme spatial : ou étudier la microcirculatibtaguelle privilégier

2. La technique laser-doppler semble encore moins une
bonne candidate pour la mesure et I'analyse rapide
des signaux anormaux.

3. Que penser de la technigue de saturation tissulaire
musculaire en O2 ?

Malheureusement, cette technique ne permet pad’pmant chez 'lhomme d’avoir

d’'information sur I'état du cytochrome aa3. L’avage qu’on pourrait y voir est la facilité
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d’emploi et la réanimation d’un seul chiffre. Langpliance des cliniciens serait forcément

meilleure.

4. Quels objectifs de réanimation microcirculatoire ?

Cela pose aussi des problemes de définir des p@ints » sur lesquels se baser de facon
consensuelle, et d’avoir le temps de les atteirteineeffet quels objectifs définir, une valeur
moyenne de patients « normaux », un pourcentageéli@ration a atteindre chez le patient

étudié ?

VI. MODULATION DU POTENTIEL DE
MEMBRANE MITOCHONDRIAL

Nos deux modéles de dysfonction myocardique sectarsent par l'activation de
processus inflammatoires comme en témoigne l'augatien du TNFe (article n°2 et 4), des
nitrates/nitrites et des myélopéroxydases (arti€®). De facon paralléle, les deux voies de
I'apoptose sont activées (article n°4, 5 et 6).

Le TNF- peut par exemple expliquer dans ce modeéle ungaticin par la voie des
récepteurs de mort (protéines adaptatrices TRADFADD au niveau du TNFR-1 qui
conduisent a I'activation des procaspases-8), ou'aetivation des céramides/sphingosines
(article n°4).

Nous avons montré que cette voie des céramidesapounduire une dissipation du
potentiel de membrane mitochondrial de facon préqecticle n°4) et qu’elle pouvait étre
associée a la dysfonction myocardigxevivq etin vitro.

Que penser de cette apoptose myocardique ?

L’apoptose myocardique aboutissant a la mort eBeam n'est retrouvée dans notre
modele que dans moins de 1% des cardiomyocytes @it s’expliquer soit par un
probleme méthodologique, la technique TUNEL pameple est peu sensible méme si trés
spécifique.

Néanmoins, lalissipation du potentiel de membrane mitochondrialdarticle 4 et 6),
la cinétigue d’expression des facteurs régulatder§apoptose mitochondriale (article n°5)

sont en faveur de I'activation de I'apoptose panustiples techniques.
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D’autre part, le fait que la dysfonction myocargkgsoit temporaire dans ce modéle est
un argument pour dire qu'il n'y a pas d’apoptossompléte » au sens strict du terme et est
probablement & mettre en parallele avec la dysfumehyocardique temporaire également
chez ’'homme. Pourtant, les caspases myocardiquésastiveées dans ce modele de facon
indiscutable. Les caspases biensur sont des enzguigseuvent cliver plusieurs substrats
autres que les nucléotides (actine, myosine...) @t aes effets autres que I'apoptose au sens
strict du terme. Cette activation des voies dedf#pse peut avoir des effets pourquoi pas
aussi sur la microcirculation. Cela n’a pas étéiéta notre connaissance.

Le myocarde est-il préservé de l'apoptose « cotapiécar sans moyen de
régénération ? Est-il donc un bon modele d’étudkadiysfonction mitochondriale des autres
cellules dans le choc septiqgue ? Nous n'avonsgespbnse a cette question car nous n’avons
pas étudié ces phénomenes dans d’autres cellulesneoles cellules endothéliales par
exemple.

Par contre, un argument indirect est apporté pte rasticle n°6 ou dans ce modéle de
CLP chez la souris, la défaillance d’organe (pourebrceur) et la mortalité est diminuée
probablement grace a linhibition de la transitide perméabilité mitochondriale. Ces
résultats suggerent que la mitochondrie, dansinegaonditions du moins, pourrait étre un
moteur du sepsis.

Les conséquences potentielles de cette activatien'apoptose par la voie
mitochondriale peuvent étre laltération de la pitawylation oxydative et donc de la
formation d’ATP par la dissipation des électroreelia la transition de permeéabilité de la
mitochondrie, I'augmentation de la production de SRQui peuvent encore amplifier ces
phénoménes.

Une critigue de nos résultats a faire est que tlartecle n°6, la cyclosporine et le
NIM, un de ses dérivés ont peut-étre eu des edigttes que mitochondriaux. Ces produits ont
des effets connus par la voie des calcineurinetariment, ils peuvent baisser la synthése de
marqueurs proinflammatoires. Néanmoins, le FK-506 mja pas d'effet sur le pore de
transition mais les mémes autres effets que lesédede la cyclosporine ne diminue ni la
dysfonction cardiaque, ni la mortalité. De plusutilisation de souris transgénique
surexprimant Bcl2 va aussi dans le sens d'un rélgral du pore de transition dans nos
résultats. L'effet délétéere des doses fortes dedéesés n’'a pas d’explication évidente mais
n’élimine pas l'implication du pore de transitiormrs$ le modele. De plus, la plus forte
mortalité obtenue a fortes doses des dérivés dgclasporine dans notre modele est a mettre

en parallele avec une aggravation simultanée denfiet de membrane mitochondrial et n’est
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donc pas rhédibitoire pour expliquer le gain devieupar I'effet inverse. Il est vrai aussi que
le pore de transition de la mitochondrie est utieéerie imagée » en pleine mutation et qu’il
ne faut pas le voie comme un pore inerte au ses dt terme sur lequel tel ou tel médiateur
pourrait se fixer et avoir une action univoquefallit souligner aussi que ces dérivés de la
cyclosporine sont donnés en cotraitement et notratement. En d’autres termes, l'effet
n'existe peut-étre que dans ces conditions la. @eleclue pas I'hypothése d’'un passage en
« hibernation » de la cellule. En effet il est pblesque si 'on empéche de fagon préventive
la dissipation du potentiel de membrane, la cellikt pas « besoin » de se mettre en
« hibernation » parce que sa chaine respiratoifenaionner correctement.

De plus, il faut probablement préter attentionfaitique comme peuvent exister des
unités microcirculatoires fragiles, peuvent existdes populations mélangées de
mitochondries dysfonctionnates et hyperfonctionesimomme cela a été montré dans le foie
par Piantado&f®, suggérant peut-étre des « mitochondries fragilésn’est pas exclu que ce
phénomene soit di a I'age des mitochondries puisqggait que cet age va jouer sur la

résistance a la dissipation du potentiel de mengbran
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VIl. PERSPECTIVES : COMMENT PROUVER
QUE L'ALTERATION DU POTENTIEL
DE MEMBRANE DE LA MITOCHONDRIE
EST LE MOTEUR DU SEPSIS ?

Pour prouver cette hypothése de facon plus claicere, quelle est la stratégie possible, a la

fois chez I'animal et chez 'homme ?

1.1l nous faut un modele avec une pression artérielle
normale

2.1l nous faut une microcirculation la plus normale
possible

C’est évidement une condition pour se séparer ligpdthese de la microcirculation

étant le moteur du sepsis. Cela pose le problenmdti¢le. Chez ’'homme, on peut imaginer
d’avoir atteint des objectifs minimaux d’améliomtide la microcirculation. Il reste a définir
lesquels et la durée de stabilisation minimaleisarfite pour se départir de la responsabilité de

la microcirculation dans les phénomenes mitochamniti

3. Il faut développer des techniques de mesure de
potentiel de membrane mitochondrial

Pour dire que ce sont les anomalies du rhéostpothntiel de membrane mitochondrial
qui sont moteurs de la dysfonction de I'organea PO,, il faut développer au laboratoire
des techniques permettant de s’affranchir d’'unedeade P@a I'entrée du systéme d’une
part, et probablement réussir a évaluer la P@ochondriale en méme temps que le potentiel
de mambrane. Chez 'homme, on peut espérer déwaioggs techniques permettant de
mesurer le potentiel du cytochrome aa3 d’'une partles techniques pour mesurer par

exemple le NADH en méme temps qu’un marqueur Ramitochondriale.
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Une piste est I'étude de la pente initiale de latetdu signal de StO2 lors d’'une occlusion
chez 'homme par la technique de spectrophotomégig@roche infrarouge. En effet, cette
pent reflete a priori la VO La limite est bien sOr I'hétérognéité possibléretes différents

territoires et ici il N’y a que le muscle qui estdié.

Sur le plan thérapeutique, il faut aussi probablemeet se poser la question d’aider peut-
étre dans certaines conditions I'organisme ou du niims certains organes a rentrer,
sortir, ou rester selon les cas en état d’hibernain. La mitochondrie est probablement
impliguée de facon forte dans ces mécanismes lorsu dsepsis. Cette modulation
médicamenteuse reste a déterminer. L'utilisation de béta-bloquants une fois I'épisode
hypotensif résolu, I'hypothermie etc sont peut-étré étudier dans I'avenir. Avant tout, il

faut probablement développer des marqueurs qui permttrait de savoir dans quelle
situation exacte se trouve le patient a un moment othné pour adapter notre

thérapeutique et d’abord ne pas nuire aux phénomemseadptatifs de I'organisme, sauf

s’ils sont dépasses...
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CONCLUSIONS

L’amélioration des techniques nous permet de miearactériser au laboratoire les
tenants et les aboutissants du rble que la mitati®joue dans la physiopathologie cellulaire
du choc septique. Cette approche est pour I'indtaaticoup plus difficile au lit du patient.
Peut-étre, le développememnt de technique permeltamesurer la réduction du cytochrome
aa3, mais cela semble difficile...

Dans nos modéles il semble que, en prétraitememhains, la mitochondrie puisse
étre responsable de I'apparition de défaillancesgdines.

La physiopathologie du choc septique reste completxesa compréhension reste
partielle malgreé tous les efforts consentis poamgliorer.

Les études qui ont un impact en terme de mortalitéblent jouer en amont de
'apparition de dysfonction d’organes, gu’elle soitcrocirculatoire ou mitochondriale et la
guestion de savoir si réverser ces anomalies @ nitrés...) est bénéfique reste ouverte, ce
d’autant qu’il est possible que ces dysfonctionsrgcadaptatives et qu’une fois qu’elle sont
apparues, vouloir les réverser soit delétére. @elat peut-étre expliquer que les études
d’optimisation de I’hémodynamique trop tardivesesinégatives.

Cela ouvre aussi le champ peut-étre a l'utilisatiome fois les défaillances installées
aux thérapeutiques favorisant la « cicatrisaticau»sens large du terme des fonctions de
I'organisme, voire a l'utilisation peut-étre de n@inents comme l¢sbloquants...

Améliorer la microcirculation n’a pas encore proeM&amélioration de la fonction
d’'organe, est-ce qu’on ne va pas avoir aussi umsnaon pronostic. En effet qu’est-ce qui est
délétére dans la supramaximalisation chez Gattiponi

L’apport de nouvelles techniques ces dernieresemnéus permet d’étre placés a une
avancée nous permettant enfin de pouvoir tester kt@mme des thérapeutiques actives sur
la microcirculation et peut-étre bientdt sur la aufiondrie. Gageons que la décennie

prochaine apportera des débuts de réponse.
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