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Résumé en francais

Le choc septique est la premiere cause de mortalité en réanimation. Des techniques
extracorporelles de purification sanguine sont aujourd’hui proposées pour améliorer le
pronostic de cette pathologie. Leur mode d’action est basé sur I’immunomodulation de la
réponse inflammatoire systémique de I’hote, obtenue principalement par épuration non
sélective des médiateurs de I’inflammation. Nous rapportons les résultats de différentes études
in vitro, animales et cliniques ayant évalué les techniques de purification sanguine suivantes :
hémofiltration a haut débit, hémofiltration en cascade, hémofiltration hautement adsorbante,
filtration et adsorption couplée, hémoadsorption, et hémodialyse a haute perméabilité.

Ce travail de recherche translationnelle montre que les techniques de purification
sanguine sont non seulement capables d’épurer les médiateurs de I’inflammation mais aussi
I’endotoxine pour I’hémofiltration hautement adsorbante et 1’hémoadsorption. Nous
démontrons par ailleurs la faisabilité technique, la sécurité d’application et les intéréts de
I’hémofiltration en cascade et de I’hémodialyse continue a haute perméabilité. Les effets
hémodynamiques bénéfiques des techniques de purification sanguine sont ¢galement
retrouves.

Pour les années a venir, il conviendra d’optimiser les techniques les plus performantes
en tenant compte de leurs avantages et inconvénients respectifs. Sur le plan
physiopathologique, 1’effet plus direct de ces thérapies sur les leucocytes sera a approfondir. Il
semble maintenant admis que convection, diffusion et adsorption ne doivent plus étre opposés

mais plutot étre considérés comme des mécanismes complémentaires.



Résumé en anglais

Septic shock is the main cause of death in the intensive care unit. Extracorporeal blood
purification therapies are now being proposed in order to improve septic shock outcomes.
These therapies work based on immunomodulation of the host inflammatory response,
obtained by non selectively removing inflammatory mediators. We report data from several
different studies performed in vitro, in animals and in human beings, assessing various blood
purification therapies which include high-volume hemofiltration, cascade hemofiltration,
high-adsorption hemofiltration, coupled plasma filtration adsorption, hemoadsorption and
high-permeability hemodialysis.

This translational research work shows that blood purification therapies are capable of
removing not only the inflammatory mediators but also the endotoxins as far as high-
adsorption hemofiltration and hemoadsorption are concerned. We demonstrate technical
feasibility, safety and advantages of cascade hemofiltration and continuous high-permeability
hemodialysis. The beneficial hemodynamic effects related to these blood purification
techniques are also highlighted.

For future research, optimization of the most efficient techniques is warranted, taking
into account of their respective advantages and drawbacks. Regarding pathophysiology, the
direct effect of these therapies on leukocyte function is subject to further investigation. To
date, convection, diffusion and adsorption should not be viewed in opposition but rather, seen

as complementary mechanisms.



Titre de la thése en anglais

Blood purification for septic shock

Mots clés en francais

- Purification sanguine

- Choc septique

- Hémofiltration a haut débit

- Hémofiltration en cascade

- Hémoadsorption

- Membranes a haute perméabilité
- Filtration et adsorption couplée

Mots clés en anglais

- Blood purification

- Septic shock

- High volume hemofiltration

- Cascade hemofiltration

- Hemoadsorption

- High permeability membranes

- Coupled Plasma Filtration Adsorption

Intitulé et adresse du laboratoire de rattachement

INSERM ERI 22 : Agressions vasculaires - réponses tissulaires (Giampiero Bricca)

Université Claude Bernard Lyon 1, 8 Avenue Rockefeller, 69373 Lyon cedex 08, 69372 Lyon



TABLE DES MATIERES
Introduction 9
I - Concept de purification sanguine au cours du choc septique 11
II — L’hémofiltration a haut débit 16
1) Définition 16
2) Haut débit et suppléance rénale ? 17
3) Haut débit et purification sanguine : études animales 20
4) Haut débit et purification sanguine : études humaines 22
5) Utilisation pratique 24
III — L’hémofiltration en cascade 26
1) Description de I’hémofiltration en cascade 26
2) Notre modéle porcin de choc septique 29
3) Etude animale évaluant le systéme cascade 38
IV - Hémofiltration 4 haut débit avec une membrane ayant des propriétés 47
d’adsorption renforcées
V - Autres techniques de purification sanguine 62
1) La filtration et adsorption couplée 62
2) L’hémoadsorption 71
3) L’hémodialyse a haute perméabilité 96
Conclusions et perspectives 113
Références 115

Annexes (format pdf des publications) 129



Introduction

Le choc septique représente la premiere cause de mortalité en réanimation avec pres
de 250 000 déces chaque année aux Etats-Unis (1). Dans les réanimations européennes, plus
de 35 % des patients développent un €pisode septique durant leur séjour en réanimation (2).
Le taux de mortalité de ces patients septiques est alors de 27 %, atteignant 54 % s’il s’agit
d’un choc septique (2). La relation existant entre présence d’un sepsis et mortalité hospitaliere
est aujourd’hui une évidence. Alberti et al. ont rapporté¢ en 2002 chez 15 000 malades
européens et canadiens un taux de mortalité¢ hospitaliere de 17 % chez les patients non
infectés contre plus de 53 % chez les patients développant plusieurs épisodes infectieux lors
de leur séjour en réanimation (3). Plus récemment, I’étude européenne SOAP (Sepsis
Occurrence in Acutely ill Patients) a montré une corrélation entre le taux de mortalité¢ en
réanimation et le taux de sepsis dans différentes réanimations européennes (Figure 1) (2).
Enfin, d’aprés les données fournies par Martin et al. (4), I’incidence du sepsis semble
s’accroitre au cours du temps et si taux de mortalité du choc septique a trés légerement
diminué au cours de ces 20 derniéres années grace aux progres de la réanimation, il reste
toujours > a 50 % mais avec un potentiel de réduction important en cas de découverte de

nouvelles thérapies (5).

FIGURE 1. Relation existant entre taux de mortalité en réanimation (tous les patients) et fréquence des
sepsis en réanimation dans différents pays européens (d’apres (2)).
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Depuis plus de 20 ans, les techniques extracorporelles de purification sanguine
(« blood purification ») sont proposées comme traitement adjuvant du choc septique avec
I’espoir que cette stratégie thérapeutique consistant a immunomoduler la réponse
inflammatoire de I’h6te de fagon non sélective ait un impact bénéfique sur le devenir de ces
patients. D’innombrables études ont été réalisées d’autant plus que les progrés technologiques
récents ont permis de diversifier trés largement le panel de techniques permettant de faire de
la purification sanguine (hémofiltration a haut débit, hémofiltration en cascade, hémofiltration
hautement adsorbante, hémoadsoprtion, filtration et adsorption couplée, hémodialyse a haute

perméabilité).

Notre équipe de recherche travaille sur ce domaine de la réanimation depuis quelques
années et nous avons expérimenté de nombreuses thérapies, que ce soit au cours d’études in
vitro, ex vivo, chez I’animal mais également en clinique humaine. L’objectif de ce manuscrit
est de présenter ces différents travaux tout en les intégrant au sein de la littérature médicale

correspondante.
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I — Concept de purification sanguine au cours du choc septique

Au cours d’un choc septique, le systétme immunitaire est sollicité et de nombreux
médiateurs pro- et anti-inflammatoires sont libérés dans I’organisme (6). En effet, une fois
dans la circulation sanguine apres bactériolyse et compte tenu de leurs propriétés
antigéniques, le lipopolysaccharide (composant essentiel de la paroi des bactéries a gram
négatif) ou I’acide lipoteichoique (composant essentiel de la paroi des bactéries a gram
positif), activent le systéme immunitaire afin d’engendrer une réponse immune spécifique.
Cette réponse inflammatoire systémique est nécessaire et bénéfique pour I’organisme
puisqu’elle est la base des mécanismes endogenes de lutte contre ’agression infectieuse.
Cependant, lorsqu’elle est excessive, non contrdlée ou trop déséquilibrée sur le versant pro-
ou anti-inflammatoire, elle devient délétere, favorisant le développement de défaillance(s)
d’organe avec possible évolution vers un syndrome de défaillance multi-viscérale souvent
fatal. Au moins deux mécanismes sont identifiés pour expliquer les effets potentiellement
nuisibles de la réaction inflammatoire systémique de I’héte :

- D’abord, les cytokines inflammatoires ont la capacité d’altérer les cellules voire de les
détruire. Ces effets délétéres directs sur les différents tissus de 1’organisme sont appelés effets
cytotoxiques (7). Les effets cytotoxiques des cytokines sont impliqués dans I’apparition des
différentes défaillances d’organes au cours du choc septique.

- Ensuite, la libération massive et prolongée dans le temps de médiateurs anti-inflammatoires
(IL-10, IL-4, IL-1 receptor antagonist), souvent interprétée comme un mécanisme protecteur
pour contrebalancer une phase proinflammatoire plus précoce excessive, conduit en fait a une
dysfonction séveére de I'immunité (8), jouant un réle important sur le plan de la mortalité des
patients (9,10). En effet, cet état d’immunosuppression avancé fait le lit d’infections
secondaires, nosocomiales, au pronostic sombre en raison de I’impossibilité pour 1’organisme
de répondre de maniere appropriée (état d’immunoparalysie) (Figure 2). Ces infections
secondaires peuvent étre bactériennes mais également étre liées a la réactivation de certains

virus dormant tels que le cytomégalovirus (CMV) ou I’herpes simplex virus (HSV) (11,12).
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FIGURE 2. Réponse immune observée lors d’un choc septique (d’apres (8)).
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Le concept de purification sanguine, appelé « blood purification » par les anglons-
saxons consiste a essayer de tempérer, d’atténuer cette libération massive de médiateurs pro-
et anti-inflammatoires libérés a la phase précoce du choc septique. La restauration d’une
« homéostasie inflammatoire » doit alors pouvoir améliorer le devenir et la survie des
patients. De trés nombreux médiateurs sont impliqués dans cette réponse inflammatoire tels
que les cytokines, les chémokines, les différentes fractions du complément, le facteur
d’activation des plaquettes, les leucotrienes, les thromboxanes et les kinines (13). Chaque
tentative de modulation de cette réponse inflammatoire avec des agents dirigés contre un seul
de ces médiateurs s’est soldée par un échec (14). L’injection d’anticorps dirigés contre
certaines cytokines s’est méme montrée dangereuse (15). C’est pourquoi le concept de
purification sanguine a évolué vers une épuration non sélective d’un large spectre de

médiateurs inflammatoires a 1’aide de techniques extracorporelles.

Diverses théories physiopathologiques sont avancées pour supporter le concept de
purification sanguine. D’abord, Ronco et Bellomo ont émis I’hypothése qu’écréter les pics de
concentration des cytokines en les épurant du compartiment sanguin a la phase précoce du
choc septique pourrait stopper la cascade inflammatoire et donc limiter les dégats
occasionnés par les cytokines sur les organes. Ainsi, le risque d’évolution du patient vers un

syndrome de défaillance multiviscérale serait diminué. Cette hypothése est
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appelée I’hypothese des pics de concentration ou « the peak concentration hypothesis » et a
été proposée en 2003 (16-18). Plus récemment, Honoré proposa I’hypotheése du seuil
d’immunomodulation (« the threshold immunomodulation hypothesis »), qui a une vue plus
dynamique, postulant que I’épuration des cytokines a partir de compartiment sanguin conduit
a I’épuration des cytokines situées au niveau tissulaire en raison d’un équilibre entre ces 2
compartiments (19,20). Cette théorie est intéressante car elle affecte les cytokines situées au
niveau tissulaire, c’est a dire 1a ou elles sont nuisibles. Elle est également séduisante car elle
apporte une réponse a la question de savoir pourquoi de nombreuses études ayant évalué les
techniques de purification sanguine ont retrouvé une amélioration clinique des patients mais
sans modification des concentrations sanguines en cytokines. Les cytokines tissulaires
remplacent en permanence celles qui sont épurées au niveau sanguin (21,22). Di Carlo et
Alexander ont aussi proposé 1’hypothése de la distribution des médiateurs (« the mediator
delivery hypothesis ») dans laquelle I’hémofiltration a haut débit est responsable d’une
augmentation du débit lymphatique d’un facteur 20 & 40 en raison des volumes élevés de
cristalloides utilisés pour le liquide de substitution (23-26). Cela entraine un déplacement
significatif de médiateurs inflammatoires vers le compartiment sanguin, les rendant libres
pour 1’épuration. Dans cette théorie, I’hémofiltration a haut débit est non seulement efficace
pour épurer les cytokines du sang, mais elle assure aussi le transport lymphatique depuis les
tissus et I’interstitium vers le compartiment sanguin. Enfin, des données récentes ont abouti a
d’autres hypotheses et théories ou il est suggéré que certaines techniques de purification
sanguine auraient la possibilité d’agir directement au niveau de la cellule inflammatoire,
restaurant la fonction immune par action directe sur les monocytes et les polynucléaires
neutrophiles (27-29). En effet, ’hémoadsorption a la polymyxine B serait capable de modifier
I’expression de certains marqueurs de surface des leucocytes tels que HLA-DR et CD-16 (30).
L’expression d’HLA-DR est diminuée au cours du choc septique notamment lors de la phase
d’immunoparalysie, cette baisse d’expression du marqueur étant d’ailleurs fortement associce
aux infections secondaires nosocomiales et a la mortalité des patients septiques de
réanimation (27,31). L’hémoadsorption agirait donc ici comme un « reprogrammateur » de
leucocytes en les rendant a nouveau capables de répondre a une nouvelle agression
infectieuse. Reste donc a savoir par quel mécanisme précis I’expression d’HLA-DR est
stimulée par I’hémoadsorption. Est-ce une action directe de la polymyxine B sur la cellule
inflammatoire ou bien cela intervient-il suite a 1’épuration d’IL-10 ? A noter que ces notions
de restauration de la réponse leucocytaire avaient déja été¢ évoquées par Claudio Ronco en

2002 lors de la publication de son étude pilote concernant des patients en choc septique ayant
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bénéficié d’une technique de purification sanguine type coupled-plasma filtration adsorption
(28). Si ces données sont confirmées, les notions d’indications temporelles des techniques de
purification sanguine seraient a rediscuter complétement puisque le timing optimal pour

instaurer de telles thérapies ne serait plus uniquement la phase trés précoce du choc septique.

Sur le plan physiopathologique, I’exemple de 1’hémofiltration a haut débit apparait
comme séduisant pour atteindre un niveau important d’épuration de molécules inflammatoires
pour diverses raisons. D’abord, ces molécules circulantes sont hydrosolubles et le phénomene
de convection assure un transport d’eau plasmatique et de solutés au travers de la membrane
semi-perméable selon un gradient de pression hydrostatique. C’est la pression
transmembranaire qui existe entre un coté de I’hémofiltre et ’autre qui permet le passage du
solvant (eau plasmatique), emportant avec lui selon un flux passif les médiateurs
inflammatoires qu’il contient. Ensuite, la plupart des médiateurs inflammatoires sont des
molécules dites de poids moléculaire moyen, avec une fourchette de poids moléculaire large
(5 a 60 kDa) (Figure 3). Or, la convection est plus efficace que la diffusion pour épurer les
moyennes molécules (32). Par ailleurs, selon leur composition, les membranes
d’hémofiltration ont aussi des propriétés d’adsorption. Ce phénomene correspond a la fixation
saturable des molécules directement sur la membrane selon un gradient d’affinité dépendant
d’interactions ioniques, hydrophobiques et de forces de van der Waals. L’ultrafiltrat contient
les molécules du plasma qui sont capables de traverser la membrane (poids moléculaire situé
au-dessous du point de coupure de la membrane) et le phénomene d’adsorption permet
I’épuration des molécules ayant un poids moléculaire supérieur au point de coupure de la
membrane. Une tres large fourchette de médiateurs est donc théoriquement « épurable » par
hémofiltration. Enfin, I’utilisation de hauts débits d’ultrafiltration est important car il a été
montré que I’hémofiltration conventionnelle utilisant des débits d’ultrafiltration inférieurs
n’était pas efficace pour la purification sanguine (33,34). De plus, élever les débits
d’ultrafiltration augmente les propriétés d’adsorption de I’hémofiltre en raison de 1’effet sur la
pression transmembranaire (recrutement de sites membranaires) et ameéne a utiliser une large
membrane ce qui augmente également la surface d’adsorption (35). De nombreuses études
sont venues confirmer que les hémofiltres utilisés en hémofiltration étaient capables d’épurer
un tres grand nombre de molécules inflammatoires impliquées dans le syndrome septique
telles que le TNF-a, I’'IL-1, I'IL-6, I’IL-8, I’IL-1 ra, le platelet activating factor (PAF), le
nitric oxide (NO), les leucotriénes et prostaglandines, les thromboxanes et facteurs du

complément (36-39).
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FIGURE 3. Principaux médiateurs inflammatoires libérés au cours du choc septique. Les poids
moléculaires sont indiqués de méme que le point de coupure des membranes d’hémofiltration
habituellement utilisées en réanimation (d’aprés Honoré et al., MAPAR 2002)).
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I1 — L’hémofiltration a haut débit

1) Définition

L hémofiltration a haut débit n’est pas bien définie dans la littérature médicale. Les
termes « haut volume », « haute intensité » ou « haut débit » sont employés pour une tres
large fourchette de débits d’ultrafiltration y compris pour des débits qui n’apparaissent pas
comme trés élevés. Cette confusion provient en partie du fait quun méme débit
d’ultrafiltration peut étre évalué a la fois dans le bras « haut débit » d’une étude et dans le bras
« bas débit » d’une autre étude. Par exemple, dans I’étude américaine « Acute Renal Failure
Trial Network » (ATN), 35 mL/kg/h est le débit d’ultrafiltration du groupe recevant la
stratégie dite intensive alors que dans 1’étude de Boussekey et al., ce débit d’ultrafiltration

correspond au groupe « bas débit » (40,41).

Récemment, Patrick Honoré ainsi que d’autres experts se sont réunis pour tenter de
clarifier la définition de I’hémofiltration a haut débit (42). Ils ont convenu que
I’hémofiltration a haut débit englobait I’hémofiltration utilisant des débits d’ultrafiltration de
50-70 mL/kg/h en continu pendant 24 h ainsi que 1’hémofiltration utilisant de trés hauts débits
d’ultrafiltration de 1’ordre de 100-120 mL/kg/h pendant une courte période de 1’ordre de 4 a
8 h, suivie d’une hémofiltration continue conventionnelle utilisant des débits d’ultrafiltration
plus modérés (43). Cette dernicre stratégie est aussi appelée hémofiltration a haut débit pulsée

(pulse high-volume hémofiltration) et a été initiée par 1’équipe de Claudio Ronco (16).

Cette définition reprend en partie les décisions prises au congrés de Melbourne de
2001 ou I’hémofiltration a haut débit avait déja été définie pour des débits supérieurs a
50 mL/kg/h. L hémofiltration a trés haut débit était proposée pour des débits supérieurs a
100 mL/kg/h. C’est aussi a ce moment qu’il fut décidé d’utiliser le mL/kg/h comme unité de

quantification du débit d’ultrafiltration.
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2) Haut débit et suppléance rénale ?

Si I’on analyse la littérature concernant 1’hémofiltration a haut débit, on s’apergoit que
cette thérapie est utilisée chez 2 catégories de malades bien différentes. Dans un cas, la
technique est évaluée clairement sur le versant « purification sanguine » et nous reviendrons
plus tard sur cette situation. Dans ’autre, la technique est souvent comparée a des débits plus
faibles chez des malades de réanimation présentant un « Acute Kidney Injury » (AKI) et
nécessitant une épuration extra-rénale. Cette distinction est fondamentale et permet de mieux
préciser la problématique. La deuxiéme situation correspond en fait a la question de savoir
quelle dose de dialyse faut-il apporter a un patient nécessitant une épuration extra-rénale pour
AKI. Cette question a donné lieu a de nombreuses études et débats au cours de ces 10
derniéres années. Cette problématique se situe bien str au-dela du sujet de cette thése mais il
apparait néanmoins important de montrer brievement que de nombreuses études célebres
associées au terme « haut débit » concernent la question de la suppléance rénale et n’ont en
fait rien a voir avec la purification sanguine. Cette franche distinction constitue une nouvelle
approche du haut débit puisque les différentes revues de la littérature ne font pas clairement la
différence entre les 2 indications, ce qui a pour effet d’entretenir certainement la confusion

autour de cette technique.

Au cours de leur séjour en réanimation, 6 % des malades ont recours a une technique
d’EER afin de suppléer la fonction rénale suite a un AKI sévere (44,45). Bien que le taux de
mortalité¢ de ces patients soit tres élevé (50-60 %) (44), la prescription optimale de I’EER
n’est toujours pas bien définie. Les questions de modalité, d’initiation, de durée, de stratégie
d’anticoagulation, d’adaptation médicamenteuse et de dose de dialyse sont toujours
relativement controversées. De ce fait, le traitement des patients ayant une dysfonction rénale
aigué est tres praticien dépendant et donc extrémement hétérogene, tant sur le plan national
qu’international (46-48). Néanmoins, on peut avancer que 1’hémofiltration continue s’est
imposée en tant que thérapie de choix en raison de sa relative bonne tolérance
hémodynamique. En effet, I’étude observationnelle, prospective, multicentrique DO-RE-MI a
rapporté que parmi tous les patients traités par une seule et unique modalité (technique
continue seulement ou bien technique intermittente seulement), 82 % d’entre-eux recevaient

une technique continue (49). Cependant, la dose a appliquer a cette technique reste a préciser.
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La publication de 1’étude de Ronco et al. en 2000 a remis a 1’ordre du jour la question de
la dose de dialyse pour AKI (50). Dans cette étude italienne monocentrique, un débit
d’ultrafiltration de 35 mL/kg/h améliora la survie de patients atteints d’un AKI recevant une
hémofiltration continue (post-dilution), comparé a 20 mL/kg/h. Au méme moment, Schiffl et
al. rapportérent qu'une hémodialyse intermittente administrée de facon dite « intensive »
(journaliere) réduisait la mortalité des patients avec AKI, en comparaison a une hémodialyse
intermittente plus conventionnelle (1 jour sur 2) (51). Par conséquent, a cette époque, une

relation entre dose de dialyse et devenir des patients était hautement suspectée.

Mais les études randomisées contrdlées qui suivirent n’ont pas confirmé ces résultats.
Bouman et al. rapportérent que la survie des patients ainsi que la récupération de leur fonction
rénale n’étaient pas différentes chez 106 patients randomisés en 3 différentes stratégies
d’EER : hémofiltration a haut débit précoce, hémofiltration a bas débit précoce et
hémofiltration a bas débit tardive (52). De la méme fagon, Tolwani et al. ne retrouverent
aucune différence en termes de survie et de récupération de la fonction rénale chez
200 patients avec AKI hémodiafiltrés en continu a 35 mL/kg/h versus 20 mL/kg/h en mode
prédilution (53). En revanche, Saudan et al. publierent en 2006 des données intéressantes
suggérant que I’augmentation de la dose de dialyse en ajoutant une part de diffusion a une
hémofiltration continue améliorait la survie des patients avec AKI. En effet, dans cette étude
ayant randomisé 206 patients, la survie a 28 j était significativement augmentée de 39 %
(groupe HVVC) a 59 % (groupe HDFVVC) (p = 0,03) et la différence entre les survies a
90 jours était encore plus prononcée (34 versus 59 %, p=0,0005) (54).

Pourquoi toutes ces études randomisées controlées n’ont pas obtenu les mémes résultats ?
D’abord, ce sont toutes des études monocentriques (2 centres pour I’étude de Bouman et al.)
et donc leurs résultats ont une validité externe limitée. Il est bien établi qu’une intervention
testée dans un environnement clinique monocentrique n’est pas forcement généralisable a une
large population, particulierement dans le domaine de la réanimation (55). Ensuite, elles ont
toutes ¢été conduites par des experts de I’EER avec une absence d’aveugle, accroissant de
facon importante la possibilit¢ d’un effet Hawthorne (des patients appartenant au groupe
interventionnel sont consciemment ou inconsciemment mieux pris en charge afin d’obtenir
I’effet désiré) (55,56). Par ailleurs, les patients atteints d’AKI dans ces études dtaient
drastiquement différents. Par exemple, le pourcentage de patients septiques dans 1’étude de

Ronco et al. était inférieur a 15 % alors qu’il était de 60 % dans I’étude de Saudan. Les taux
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de mortalité dans ces dtudes étaient aussi tres différents, confirmant I’hétérogénéité des
patients en termes de sévérité et la difficulté de les analyser collectivement. Dans 1’étude de
Bouman et al., la survie a 28 j était inhabituelle, atteignant 70 %. Enfin, la prescription de
I’EER était également tres différente entre ces études. Le liquide de substitution était parfois
administré en post-dilution (études de Bouman et Ronco) et parfois en pré-dilution (études de
Saudan et Tolwani), modifiant alors la dose réellement délivrée au patient par rapport a la
dose prescrite. Le pourcentage de patients atteignant une dose délivrée supérieure a 80 % de
la dose prescrite n’était d’ailleurs pas toujours fourni. Si tous les patients atteignaient des
valeurs d’au moins 85 % de la dose prescrite dans 1’étude de Ronco, Tolwani et al.
reconnaissaient que seulement 77 % de leurs patients atteignaient plus de 80 % de la dose

prescrite.

Récemment, les 2 plus larges études multicentriques, prospectives et randomisées jamais
réalisées ont été publices, rapportant des résultats similaires et donc €claircissant un peu la
situation. L’étude ATN, réalisée par « the Veterans Affairs/National Institutes of Health
Acute Renal Failure Trial Network », a évalué 1124 patients avec AKI a partir de 27 hopitaux
aux Etats-Unis (41). Les patients étaient randomis€s pour soit une stratégie d’EER dite
intensive, soit une stratégie appelée conventionnelle. Les patients appartenant a la stratégie
dite intensive recevaient une hémodialyse intermittente ou une SLED (sustained low-
efficiency dialysis) six fois par semaine et une hémodiafiltration continue a 35 mL/kg/h. Pour
les patients du groupe « stratégie moins intensive », ’hémodialyse intermittente et la SLED
¢taient réalisées 3 fois par semaine et 'THDFVVC ¢était prescrite pour fournir un débit total
effluent de 20 mL/kg/h. Aucune différence statistique n’a été observée entre les 2 groupes en
termes de mortalité a 60 j, de durée d’EER, de récupération de I’AKI et de récupération
d’autres défaillances d’organe. L’étude RENAL a étudié 1500 patients a partir de
30 réanimations australiennes et néo-zélandaises. Les patients avec AKI étaient randomisés
pour recevoir une technique d’EER continue a 40 mL/kg/h ou une dose de 25 mL/kg/h (57).
Un débit d’ultrafiltration de 25 mL/kg/h représente la pratique clinique quotidienne moyenne
en Océanie mais cela est également vrai en Europe et aux Etats-Unis (46,49,58). Les résultats
de I’étude RENAL étaient similaires a ceux de I’étude ATN, avec un odds-ratio de 1.0 pour la
mortalité¢ a 90 jours. Compte tenu que ces 2 études multicentriques sont de haute qualité
méthodologique, elles doivent trés probablement &tre prises en considération pour notre

pratique clinique quotidienne.
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En conclusion, si I’objectif du réanimateur est de simplement suppléer la fonction rénale
d’un patient avec AKI nécessitant une EER, il existe maintenant des données dans la
littérature suffisamment convaincantes pour suggérer que 1’hémofiltration continue avec des
débits d’ultrafiltration de 25 a 35 mL/kg/h est appropriée et suffisante. L hémofiltration a haut

débit ne semble donc pas avoir de place dans cette indication de suppléance rénale pour AKI.

3) Haut débit et purification sanguine : études animales

De nombreuses études animales ont été réalisées afin d’évaluer ’hémofiltration a haut
débit, en particulier dans les années 1990, lorsque I’hémofiltration a haut débit n’était pas tres
sure chez ’homme. Grootendorst et al. ont été des précurseurs dans ce domaine. En 1992, ils
ont rapporté une amélioration de la fonction ventriculaire droite et de la performance
cardiaque chez 18 porcs en choc septique endotoxinique lorsqu’une hémofiltration a haut
débit sans perte de poids était appliquée (débit d’ultrafiltration = 6000 mL/h). Ils ont émis
alors I’hypothese que des médiateurs vasoactifs, responsables de la dépression myocardique,
¢taient épurés avec 1’hémofiltration a haut débit (59). Deux années plus tard, le méme auteur
démontra dans un modé¢le porcin d’ischémie-reperfusion digestive que 1’hémofiltration a haut
débit n’améliorait pas seulement ’hémodynamique a court terme, mais réduisait aussi les
Iésions macroscopiques du tube digestif retrouvées a I’autopsie tout en améliorant la survie a

24 h (60).

Dans les modeles animaux de pancréatite aigué, 1’hémofiltration a haut débit améliore
I’hémodynamique, réverse I’immunoparalysie induite par le sepsis et améliore la survie a 60 h
(29,61). De plus, chez des porcs atteints de pancréatite aigué, Yekebas et al. ont montré
I’intérét sur le plan de la survie de pratiquer de I’hémofiltration a trés haut débit
(100 mL/kg/h) plutét que de I’hémofiltration a bas débit (20 mL/kg/h) et de changer les

hémofiltres fréquemment (toutes les 12 h) plutdt que pas de changement (29).

Chez des chiens septiques, Bellomo et al. ont rapporté que 1’hémofiltration a 80 mL/kg/h
améliorait les parametres hémodynamiques en comparaison a un circuit témoin sans
hémofitre. Cette étude montra aussi les effets bénéfiques des propriétés adsorbantes de la

membrane d’hémofiltration en polyacrylonitrile utilisée dans cette étude (62). Rogiers et al.
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ont confirmé ces résultats chez des chiens en choc septique endotoxinique en montrant une
amélioration de la performance cardiaque lorsque 1’hémofiltration a haut débit était pratiquée
avec une membrane en polyacrilonitrile plutét qu’une membrane en polysulphone.
Cependant, ces effets supposés étre en relation avec les propriétés adsorbantes de la
membrane étaient temporaires en raison du phénoméne de saturation de la membrane (63).
Par ailleurs, d’autres résultats intéressants étaient également rapportés dans cette étude tels
que la prévention de I’hypertension artérielle pulmonaire dans le groupe hémofiltré comparé

au groupe endotoxine sans hémofiltration (63).

D’autres études animales ont évalué 1’hémofiltration a haut débit en utilisant de
’ultrafiltrat obtenu a partir d’animaux « donneurs » sains et d’animaux donneurs septiques,
perfusé a un animal « receveur » sain. La capacité de ’hémofiltration a haut débit pour épurer
les médiateurs toxiques est suggérée par le fait que 1’ultrafiltrat obtenu a partir des animaux
septiques entrainait des perturbations hémodynamiques voire méme la mort des animaux
receveurs (64-66). Dans une étude prospective randomisée contrdlée incluant 65 porcs, Lee et
al. ont rapporté une augmentation du temps de survie des animaux hémofiltrés comparés aux
animaux correspondants non hémofiltrés. Cette augmentation du temps de survie était méme
directement corrélée a ’augmentation de la fraction de filtration. De plus, 1’ultrafiltrat obtenu
a partir des porcs septiques hémofiltrés entrainait la mort apres perfusion chez des animaux
sains alors que la perfusion d’un ultrafiltrat « propre » n’entrainait aucune modification,
supportant I’hypothése que I’hémofiltration a haut débit était capable d’épurer des médiateurs

déléteres (65).

Bien que la plupart des études animales bien conduites aient montré des résultats tels
qu’une amélioration hémodynamique, respiratoire et de la survie, elles doivent cependant étre
interprétées avec prudence. Il est en effet trés difficile d’extrapoler a I’homme des résultats
observés avec ces modeles d’animaux septiques. Par exemple, la plupart d’entre eux
n’incluent pas d’antibiothérapie et la technique de purification sanguine est habituellement
débutée tres tot, a la phase trés précoce du choc septique, treés peu de temps apres 1’agression

bactérienne, ce qui est tres différent de ce qui se passe en clinique.
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4) Haut débit et purification sanguine : études humaines

Comme chez les animaux, de nombreuses études humaines ont montré des effets
bénéfiques de I’hémofiltration a haut débit sur le plan hémodynamique. Journois et al. ont été
parmi les premiers a étudier chez I’homme 1’hémofiltration a haut débit en tant que technique
de purification sanguine. Leur modéle inflammatoire était des enfants bénéficiant d’une
chirurgie cardiaque avec circuit extracorporel cardio-pulmonaire (67,68). Chez 20 enfants,
I’hémofiltration a haut débit (100 mL/kg/h) appliquée en per opératoire a montré une
réduction des pertes sanguines en post opératoire ainsi qu’une durée d’intubation raccourcie et
une diminution des concentrations plasmatiques en cytokines (67). En 2001, Cole et al. ont
étudié I’impact hémodynamique de I’hémofiltration a haut débit dans une petite étude clinique
randomisée en cross over. Chez 11 patients en choc septique avec défaillance multi-viscérale,
une session de 8 h d’hémofiltration a haut débit (6 1/h) était associée a une forte diminution
des besoins en amines par rapport a une session similaire d’hémofiltration standard (1 I/h)
(35). Cette réduction des besoins en amines avec I’hémofiltration a haut débit a également été
rapportée récemment par Boussekey et al. dans une autre étude pilote randomisée ayant

comparé 65 mL/kg/h versus 35 mL/kg/h chez 20 patients en choc septique avec AKI (40).

Si I’on souhaite étudier 1’effet sur la mortalité, les larges études controlées randomisées
multicentriques sont de réalisation trés difficile (voire presque impossible) car elles
nécessitent un collectif de plusieurs centaines de patients en choc septique par groupe. Ces
¢tudes n’ont donc pas encore été réalisées ; une est néanmoins actuellement en cours en
Europe comparant 70 mL/kg/h versus 35 mL/kg/h (étude IVOIRE) chez des patients en choc
septique (43). Par conséquent, les seuls travaux a notre disposition en ce qui concerne le
critére « mortalité » sont des études qui ont comparé la mortalité observée par rapport a la
mortalité attendue étant donné les scores de gravité des patients a 1’admission. Le principal
inconvénient de ces études est bien sur 1’absence de groupe contrdle. Ceci étant dit, au moins
6 études ont été conduites selon ce schéma et toutes ont montré le méme résultat a savoir une
réduction significative (parfois spectaculaire) du taux de mortalité avec I’hémofiltration a haut
débit (69-74). En 2000, Honore et al. rapporterent une réduction du taux de mortalité de 79 %
(mortalité attendue d’apres les scores APACHE II et SAPS II) a 55 % (70). Plusieurs années

apres, Joannes-Boyau et al. ont obtenu des résultats identiques avec une mortalité prédite a 28



23

j de 70 % et une mortalité finalement observée de 46 % dans une étude évaluant les effets de
40-60 mL/kg/h maintenus pendant 96 h chez des patients en choc septique avec syndrome de
défaillance multiviscérale (71). De la méme fagon, Ratanarat et al. rapporteérent une réduction
de la mortalité a 28 j de 70 % (prédite) a 47 % (observée) lorsque des patients en choc

septique étaient placés sous hémofiltration a haut débit pulsée (74).

Chez des patients dits « inflammatoires » mais sans sepsis, les effets de I’hémofiltration a
haut débit sur la mortalité¢ ont été évalués dans 2 études randomisées contrélées. La plus
grosse étude concernant mortalité et hémofiltration a haut débit chez des patients randomisés
a ¢té réalisée chez 61 patients ayant récupéré d’un arrét cardiaque (75). Ce modéele
d’ischémie-reperfusion systémique représente un syndrome « sepsis like » intéressant (76).
Apres ajustement des caractéristiques de base des arréts cardiaques, 1’hémofiltration a tres
haut débit (200 mL/kg/h pendant 8 h) était associée a une augmentation de la survie a 6 mois
(odds ratio apres régression logistique = 4,4 ; intervalle de confiance a 95 % = 1,1 a 16,6) et
une diminution du risque de déces par choc réfractaire précoce et incoercible (75). De maniere
similaire, chez 37 patients atteints de pancréatite aigu¢ sévere, I’hémodynamique et la survie a
court terme étaient significativement meilleurs avec de I’hémofiltration a 70 mL/kg/h plutdt

que de I’hémofiltration a bas débit (18 mL/kg/h) (77).

D’autres auteurs ont publié des données intéressantes relatant ce qu’il advient lorsqu’on
souhaite faire de la purification sanguine chez des patients en choc septique avec de
I’hémofiltration continue a bas débit. En 2002, Cole et al. ont étudié les effets d’une
hémofiltration continue précoce (2 1/h d’ultrafiltration) sur les concentrations plasmatiques de
différents médiateurs inflammatoires et sur les dysfonctions d’organes chez 24 patients
septiques. Dans cette étude randomisée contrdolée, I’hémofiltration continue n’était pas
associée a une réduction des concentrations plasmatiques en cytokines et ne diminuait pas les
défaillances d’organes par rapport a I’absence d’hémofiltration (33). Récemment, Payen et al.
ont méme observé des effets déléteres sur le devenir des patients en choc septique chez qui
¢tait appliquée une hémofiltration continue a 25 mL/kg/h pendant 96 h durant la phase tres
précoce du sepsis, par rapport aux autres patients traités conventionnellement. Cette dernicre
¢tude confirme que I’hémofiltration conventionnelle a bas débit n’est pas une technique
adaptée pour la purification sanguine. Cependant, comme les auteurs le rappellent dans leur

conclusion, cette étude n’est pas en contradiction avec les études relatant les effets bénéfiques

du haut débit (34).
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5) Utilisation pratique

Bien que les nouvelles machines d’EER soient de plus en plus fiables, avec notamment
une information précise fournie sur les différentes pressions du circuit extracorporel ainsi que
les volumes et débits utilisés, 1’utilisation de I’hémofiltration a haut débit implique néanmoins
la prise en compte de plusieurs aspects techniques. D’abord, en vue de garder une fraction de
filtration raisonnable (inférieure a 25 %), le débit sanguin doit étre élevé. Ceci nécessite la
présence de cathéters de dialyse de gros calibre (13,5-15 Fr) insérés en position adéquate, la
veine jugulaire interne droite semblant étre la localisation optimale (78). Ensuite, le ratio
pré/post dilution proposé comme optimal par certains experts est 1/3 — 2/3 (43). En effet, un
bon compromis entre la perte d’efficacité¢ due a la prédilution et son bénéfice en termes de
conditions de rhéologie est souhaitable. Les données de la littérature sur ce point précis sont
néanmoins rares (79). D’autre part, il n’existe toujours pas de recommandation en ce qui
concerne 1’anticoagulation du circuit en raison de 1’absence d’évidence d’une quelconque
supériorité d’une stratégie sur les autres. Cependant, le citrate est de plus en plus utilisé de par
ses effets sur la durée de vie des hémofiltres et sur la coagulation. Egalement, une membrane
synthétique hautement biocompatible avec une large surface d’échange d’au moins 2 m” est
recommandée (43). En outre, le monitorage de la température doit étre effectué correctement
en raison de la perte de chaleur importante observée avec les hauts volumes d’échange et le
risque d’hypothermie qui en découle. Enfin, I’hémofitration a haut débit peut théoriquement
étre responsable d’une perte importante de petites molécules dans 1’ultrafiltrat (80,81). Par
conséquent, 1’adaptation de la prescription des médicaments doit étre prise en considération et
des dosages de molécules (notamment les antibiotiques) doivent étre effectués quand ils sont
proposés par les laboratoires afin d’en vérifier les concentrations sanguines. Pour les mémes
raisons, le controle stricte du sodium, du potassium, du phosphore, du glucose et de 1’état

acido-basique est obligatoire (43).

En ce qui concerne la sécurité d’utilisation, il est important de rappeler que
I’hémofiltration a haut débit est habituellement pratiquée chez des patients en défaillance
multi-viscérale et que les effets indésirables de la thérapie sont donc potentialisés par la
sévérité des patients. L hémofiltration a haut débit présente les mémes risques qu’une autre

technique d’épuration extra-corporelle tels que le risque hémorragique 1ié a 1’anticoagulation,
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le risque infectieux, le risque d’embolie gazeuse et de mauvaise tolérance hémodynamique,
mais [’utilisation de hauts volumes d’échanges multiplie le risque de conséquences
métaboliques en cas d’erreur dans la composition du liquide de substitution. En d’autres
termes, les praticiens doivent avoir en mémoire qu’une petite erreur dans la prescription peut
rapidement avoir des conséquences déléteres majeures. Enfin, la différence entre la dose
prescrite et la dose délivrée peut rapidement devenir importante avec le haut débit si la
thérapie est interrompue (soins de nursing, problémes de coagulation, transferts au bloc

opératoire ou en radiologie).
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I11 - L’hémofiltration en cascade

1) Description de I’hémofiltration en cascade

Compte tenu des débits d’ultrafiltration élevés, I’hémofiltration a haut débit présente
plusieurs inconvénients majeurs. En effet, les molécules de taille moyenne comme les
cytokines inflammatoires sont certes éliminées en partie dans 1’ultrafiltrat, mais il en est de
méme pour les molécules de petit poids moléculaire (acides aminés, vitamines, oligoéléments,
médicaments tels que les antibiotiques), souvent nécessaires a 1’organisme et au traitement
adéquat du choc septique (80,81). De plus, les hauts volumes d’échange convectif
représentent un colit important, notamment en raison de la quantité de liquide de substitution
nécessaire (82). Méme si cela n’a pas été vraiment étudié dans la littérature, il semble évident
que la charge de travail en soins infirmiers soit considérablement majorée avec cette
technique, compte tenu des trés fréquents changements de sacs effluent et liquide de
substitution. Enfin, le stockage et la manutention de tous ces solutés posent également des
problemes logistiques. Ces éléments représentent des facteurs limitant potentiels a une

application clinique optimale de I’hémofiltration a haut débit.

Nous avons donc mis au point une technique d’épuration extra-rénale visant a garder les
avantages de I’hémofiltration a haut débit tout en s’affranchissant de ses inconvénients
(83,84). 11 s’agit de I’hémofiltration dite « en cascade » (Gambro-Hospal®), technique inspirée
du circuit en cascade proposé par Agishi et al. en 1980 pour la réalisation de certains échanges
plasmatiques (85,86). L’hémofiltration en cascade est une hémofiltration a haut débit,
sélective sur les molécules de taille moyenne. Le sang est une premiere fois filtré au travers
d’une premieére membrane d’hémofiltration standard laissant passer les petites et les
moyennes molécules dans 1’ultrafiltrat. Ce premier ultrafiltrat (UF1) est ensuite refiltré au
travers d’une seconde membrane dont le point de coupure est nettement plus bas que celui de
la premi¢re membrane afin de laisser passer uniquement les molécules de petite taille dans le
second ultrafiltrat (UF2). Ainsi, les molécules de taille moyenne comme les médiateurs
inflammatoires se concentrent dans I’effluent et les petites molécules présentes dans UF2 sont
réinjectées dans la circulation en prédilution (Figure 4). Les débits d’ultrafiltration restent

modulables a volonté mais un débit d’ultrafiltration trés élevé peut étre utilisé pour la
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premiere membrane. Le second débit UF2 est a discuter en fonction du débit d’effluent
souhaité (nécessité ou non d’une suppléance rénale pour un AKI par exemple), en sachant que
le débit d’effluent sera égal au débit d’UF1 moins le débit d’UF2. Une substitution sera
effectuée en postdilution et son débit sera réglé en fonction de la perte de poids souhaitée. S’il
n’est pas souhaité¢ de perte de poids, le débit du liquide de substitution sera égal au débit

d’effluent.

En résumé, I’hémofiltration en cascade permet de faire de I’hémofiltration a haut débit,
voire trés haut débit, de fagcon sélective sur les moyennes molécules tout en assurant un débit
d’effluent (et donc de liquide de substitution) modéré. Cela est rendu possible par la présence
d’un circuit particulier combinant deux membranes d’hémofiltration aux points de coupure

différents.



FIGURE 4. Schéma représentant un circuit d’hémofiltration en cascade (d’apres (83)).
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2) Modéle porcin de choc septique

Le modéele animal que nous avons choisi pour tester le systeme cascade est un modele
porcin bactériémique. Nous avons au préalable réalisé une étude en dehors de toute
intervention de type purification sanguine afin de simplement valider et publier ce modele
animal. Nous avons insisté sur les similitudes observées entre ce modéle animal et le choc
septique chez I’homme, notamment sur le plan du profil des réponses inflammatoires et

hémodynamiques (87).

Rationnel de I’étude :

Le modele porcin de choc septique bactériémique a Pseudomonas aeruginosa est
largement utilisé dans le monde (88). Sa validité est néanmoins controversée en raison de la
rapide apparition d’une hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) aigué lors de la perfusion
bactérienne. Cette HTAP est liée a une vasoconstriction importante de 1’artére pulmonaire en
rapport avec la libération de certains médiateurs inflammatoires comme le TNF-o et
I’endothéline-1 (89). Une insuffisance cardiaque droite majeure avec chute du débit cardiaque
est alors observée, ce qui ne refléte donc pas 1’état hyperdynamique du choc septique humain
(90).

L’objectif de cette étude était donc de standardiser un modele porcin de choc septique
ou le contréle de I’'HTAP durant la perfusion de Pseudomonas aeruginosa allait permettre
d’obtenir un état hyperdynamique sans insuffisance cardiaque droite sévere. Par ailleurs, nous
avons ¢tudié le profil pharmacocinétique de différentes cytokines inflammatoires au cours de

ce modgele afin de le comparer a ce qui est observé en clinique humaine.

Matériels et méthodes :

Il s’agissait d’une étude descriptive ou 18 porcs de race Landras Piétrain, agés de
3 mois et pesant 35 kg, ont été étudiés. Les animaux étaient préanesthésiés avec 10 mg/kg de
kétamine en intramusculaire (Laboratoires Panpharma, Fougeres, France) avant de bénéficier

d’une anesthésie générale avec 3 mg/kg de propofol en intraveineux sur 1 min (Laboratoires
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AstraZeneca, Rueil-Malmaison, France). Les porcs étaient ensuite trachéotomisés et intubés
avec une sonde endotrachéale de taille 6.5 Fr afin d’étre ventilés mécaniquement avec un
mélange gazeux contenant 50 % d’oxygeéne. Le volume courant était de 15 mL/kg et la
fréquence respiratoire était ajustée afin d’obtenir une PaCO, de 40 mmHg pendant
I’expérience. Le maintien de [D’anesthésie générale était assuré par du sévoflurane
(Laboratoires Abbott, Rungis, France) avec une concentration alvéolaire minimale de 1 et du
sufentanyl a la seringue électrique 10 pg/h (Laboratoires Janssen-Cilag, Issy-les-Moulineaux,
France) (91,92). Une couverture chauffante était positionnée afin de maintenir la température

des porcs a 37 + 0,5 °C.

Un cathéter artériel était introduit dans une artere carotide interne afin de monitorer la
pression artérielle, obtenir des gazométries artérielles régulierement et prélever du sang pour
différents dosages. Un cathéter artériel pulmonaire était positionné dans une veine jugulaire
externe afin de mesurer la pression artérielle pulmonaire (PAP), la pression artérielle
pulmonaire d’occlusion (PAPO), la pression veineuse centrale (PVC) et le débit cardiaque
(DC) obtenu par thermodilution. Une voie veineuse centrale était aussi placée dans ’autre

veine jugulaire externe afin de perfuser les porcs.

Le sepsis était obtenu par la perfusion intraveineuse d’une suspension bactérienne de
Pseudomonas aeruginosa (5.10° CFU/mL a la vitesse de 0,3 mL/20 kg/min) (89,91,92). La
souche de Pseudomonas aeruginosa utilisée dans cette étude (numéro HH02332100) avait été
obtenue sur un patient a ’hopital. Elle était conservée en bouillon cceur cervelle glycérolé
(Laboratoires AES. Combourg, France) dans des cryotubes a -80 °C au laboratoire de
microbiologie. Tous les porcs ont été perfusés avec des bactéries provenant de cette méme
souche bactérienne afin d’éviter des variations de virulence. 24 h avant la manipulation, la
suspension de Pseudomoas aeruginosa était décongelée et repiquée en bouillon cceur cervelle
et cultivée a 37°C pendant 6 h. Ensuite, le bouillon était repiqué sur une gélose au sang
(Laboratoires Biomerieux, Marcy L’Etoile, France) et cultivé a 37 °C durant 18 h. 40 mL de
la suspension bactérienne était ensuite préparés le jour de la manipulation. L.’antibiogramme
de la souche révélait que celle-ci était sensible a tous les antibiotiques

« anti-pseudomonas » excepté aztreonam, ticarcilline/acide clavulanique et fosfomycine.

Pendant la perfusion de la bactérie, la pression artérielle pulmonaire systolique

(PAPS) était monitorée. Quand elle atteignait 45 mmHg, la perfusion de Pseudomonas
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aeruginosa était arrétée afin de limiter I’augmentation de la post charge droite. Une pression
artérielle moyenne (PAM) de 65 mmHg et une pression artérielle pulmonaire d’occlusion
(PAPO) de 10 mmHg étaient maintenues a I’aide d’une perfusion continue d’adrénaline et
d’une expansion volémique afin d’obtenir un choc septique normotensif. Le remplissage
vasculaire était composé¢ de sérum salé isotonique et d’hydroxyethylamidons. Les
hydroxyethylamidons étaient ajoutés dés qu’une hypovolémie relative majeure était observée.
Lorsque I’expansion volémique était insuffisante pour maintenir la PAM, 1’adrénaline était
administrée. La fréquence cardiaque (FC), la PAM, les données fournies par le cathétérisme
droit telles que la PAPO, les variations de la courbe de la pression artérielle sanglante et
I’auscultation pulmonaire étaient utilisés pour estimer la volémie et optimiser la prise en

charge hémodynamique.

Les parametres hémodynamiques tels que la FC, la PAM, la PVC, la PAPS, la
pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPM), la PAPO, le débit cardiaque (DC) et I’index
cardiaque (IC) étaient relevés a intervalles réguliers pendant 6 h. L’index des résistances
vasculaires systémiques (IRVS) et I’index des résistances vasculaires pulmonaires (IRVP)
¢taient calculés a partir des formules standards SVRI = (PAM — PVC) x 80 / IC PVRI =
(PAPM — PAPO) x 80 / IC (93). L’index cardiaque ¢tait obtenu en divisant le débit cardiaque
par la surface corporelle. La surface corporelle était calculée de la facon suivante : Surface
Corporelle SC = 0,087 x (poids du porc)Z/ % (93). Les besoins en adrénaline et en expansion
volémique étaient également relevés toutes les heures apres la perfusion de Pseudomoas
aeruginosa sur une période de 6 h. Le début et la fin de la perfusion bactérienne étaient
respectivement appelés TO et Tep et chaque heure apres le début de la perfusion bactérienne
¢taient appelés T1 a T6. Des prélevements pour gazométrie artérielle et lactatémie étaient
effectués en périphérie sur le cathéter artériel toutes les heures. Enfin, d’autres prélévements
sanguins ¢taient effectués toutes les heures pour obtenir la concentration en différentes
cytokines telles que TNF-o, interleukin-1 B (IL-1 B), IL-6, IL-1 ra. A la fin de la
manipulation, a T6, les animaux étaient sacrifiés a 1’aide d’une injection de 2 g de potassium

en intraveineux direct.

Les résultats sont exprimés avec les moyennes + déviations standards. L’analyse
statistique a été effectuée a 1’aide d une analyse de variance a mesures répétées. Le logiciel
utilisé était Statview ™ 5.0 (SAS inst, Cary, Etats-Unis). Un p<0,05 était considéré comme

statistiquement significatif.
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Résultats :

Le volume perfusé de Pseudomonas aeruginosa était de 19 = 7 mL et la durée de la
perfusion était de 40 = 8 min. Aucun porc n’est mort prématurément avant la fin de
I’expérience. Les parametres hémodynamiques, la lactatémie, les besoins en expansion
volémique et en adrénaline pendant I’expérience sont rapportés dans le tableau 1 ci-aprés. Le
débit cardiaque s’est accru de 2,4 = 1,2 a 5,7 £ 2,1 1/min alors que I’index des résistances
vasculaires systémiques diminuait de 1957 + 744 a 709 + 221 dynes/s/cm’/m*. Le volume
moyen de cristalloides nécessaire était de 5306 + 1429 mL et le volume moyen
d’hydroxyethylamidons était de 1625 + 437 mL. Les besoins moyens en adrénaline étaient de
1,9 + 1,7 mg. Les paramétres immunologiques tels que les concentrations en cytokines

inflammatoires sont dans le tableau 2.



TABLEAU 1. Paramétres hémodynamiques et biochimiques (d’apres (87)).

Table 1 Haemodynamic and biochemical parameters
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TO Tep T1 T2 T3 T4 TS Té p

HR (bpm) 96 4 13 116+ 15 123 420 131420 135417 1384 16 141 416 144 414 0.0001
MAP {mm Hg) 63+ 10 68+ 11 6749 65+ 6 6146 5849 5948 6048 0.0012
CVP (mm Hg) 943 1243 1043 943 1044 1044 1143 M43 0.07

SPAP (mm Hg) 2344 4748 2945 047 k) 47 33410 3549 0.0001
MPAP (mm Hg) 1944 747 2645 646 2647 2648 28410 049 0.0001
PCWP (mm Hg) 1M+2 1242 1242 10+£2 10+2 1M+3 12432 1344 0.0017
CO (Limin) 24412 30411 4.041.5 4.7+ 2.1 5.442.7 55425 5.6.-2.2 5.74+2.1 0.0001
€l {L/min/m’} 2.6+1.3 33412 44416 5.1+2.3 5.94+2.9 59427 6.1+2.4 62422 0.0001
SVRI (dyn/sicm®/m®) 1957 4744 1569 4 638 1196 4 477 1050 4 471 882 4 448 766 - 335 722 4 263 709 4 721 0.0001
PVRI (dyn/s/cm’/m?) 279138 T11390 293495 311L189 N34+ 228 2324115 2324102 2324215 0.0001
Crystalloids (mL) 327 + 189 483 4 791 664 4 324 605 + 348 664 4+ 420 689 4 299 611 4 345 609 4 318 0.0358
HEA (mL}) 54+ 72 257 4+ 184 109 £ 139 227+ 112 228 + 170 142 4130 3394185 172 £ 169 0.0001
Epinephrine (mg) 0L0 0.1+0.3 0.1 £0.2 0.2£0.1 0.2+0.2 02102 0.4£0.2 0.7+0.4 0.0001
pH 7.45 £ 0.05 7.42 40,02 7.3940.08 7.3440.03 7.30 4+ 0.07 7.2440.05 7.20 £ 0.04 7.17 4+0.10 0.0001
Lactate (mmal/L) 2.5+1.6 2.7+1.2 32416 53419 7.243.7 84429 9.2+ 3.1 10.4 4 4.1 0.0001

Data are mean = 5D, HR = heart rate, MAP — mean arterial pressure, CVP = central venous pressure, SPAP = systolic pulmenary arterial pressure, MPAP = mean pulmanary arterial pres-
sure, PCWP = pulmonary capillary wedge pressure, CO =cardiac output, €l = cardiac index, SVRI =systemic vascular resistance index, PYRI = pulmonary vascular resistance index,
Tep = time of the end of the P. geruginosa infusion, TO, 1, 2, 3, 4, 5,6 =time 0, 1, 2, 3, 4, 5 and & h after the end of the P. aeruginesa infusion, HEA = hydrexyethylstarch. The column
p refers to a repeated measures analysis of variance, Crystalloids, HEA and epinephrine requirements ane expressed with the hourly amounts.

TABLEAU 2. Paramétres immunologiques (d’aprés (87)).

Table 2 Immunological parameters

TO Tep T1 T2 T3 T4 TS Té p
IL-16 (pg/mL) © 9437 1484132 2154167 2464175 2204159 216140 2024131 0.0001
IL-6 (pe/mL) 0 1134296 B73L667 121642410 5224670 3254428 2434318 1894 189 0.002
THF-z (pe/mL) 0 2876 L2726 6295 L3924 1977 L 958 6352200 44841220 331L163 2644130 0.0001
IL-1ra (pg/mL) 0 1324348 1519489 18254401 17514 436 15604408 1334 +321 1207 4 387 0.0001

Data are mean=50. IL=interleukin, THF = tumar necrosis factor. The columa porefers to a repeated measures analysis of

variance.,
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Discussion :

De nombreux modéles animaux de sepsis sont décrits mais aucun n’a jamais &té
rapporté comme étant supérieur aux autres (94). Les petits mammiferes comme les rongeurs
sont souvent préférés car ils sont peu onéreux, génétiquement identiques et sans pathologie
(94). Les gros animaux sont cependant également largement utilisés, particulierement pour les
¢tudes ou un monitorage invasif est requis. Dans ce cas, le porc est souvent préféré compte
tenu du fait que 1’anatomie et la physiologie cardiovasculaire, rénale et gastro-intestinale sont

tres similaires a ce qui est observé chez I’homme (94).

Le sepsis peut étre induit par une perfusion d’endotoxines ou de bactéries vivantes ou
bien avoir comme point de départ un foyer infecticux (88,95). Les mod¢eles qui utilisent le
foyer infectieux initial sont réputés pour étre trés proches de la réalité clinique (94). Par
exemple, la cavité péritonéale peut étre contaminée par un inoculum bactérien ou bien le tube
digestif peut étre perforé chirurgicalement causant une contamination bactérienne par des
bactéries endogenes (94,96). De facon alternative, les tissus sous-cutanés et les poumons
peuvent étre infectés pour induire le sepsis (95). Si ces modeles sont réputés pour bien mimer
les conditions cliniques et reproduire la physiopathologie de la réponse inflammatoire, ils sont
néanmoins difficiles & manipuler et souvent peu reproductibles. Au contraire, les modeles
endotoxémiques et bactériémiques sont des modeles a dose infectieuse initiale basse ou les
bactéries rencontrent 1’organisme de manicre parentérale. .’avantage est que le contréle du

sepsis est souvent plus aisé et plus standardisé. Cependant, ils ne reproduisent pas ce qui se

passe en réalité avec le foyer infectieux initial (88).

Bien que les mod¢les animaux soient essentiels pour la recherche scientifique, ils sont
néanmoins pourvus de nombreux inconvénients. La difficulté d’extrapoler a I’homme des
résultats obtenus a partir de données animales peut étre liée a des différences d’age, a
d’éventuelles concentrations médicamenteuses différentes, a 1’existence de co-morbidités
chez les patients, a ’absence de réanimation chez les animaux, aux états souvent hyper-
inflammatoires chez les animaux et hypo-inflammatoires chez les patients au moment du
traitement liés a des prises en charge temporelles souvent différentes (97). Par conséquent,

chaque modé¢le animal doit €tre un bon compromis entre 5 parametres conflictuels : réalité
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clinique, simplification expérimentale, faisabilité technique, moyens humains et aspects

financiers.

La perfusion de bactéries vivantes représente un des modeles les plus simples de
sepsis. Les animaux sont habituellement infectés par administration intravasculaire
d’Escherichia coli ou, moins fréquemment, de Pseudomonas aeruginosa ou Staphylococcus
aureus. Ce modele est intéressant en raison de sa simplicité, son prix, son caractere standard
et reproductible. Cependant, malgré tous ces points positifs, ce modele est controversé en
raison de son manque de réalisme li€¢ a son caractére hypodynamique (88). En effet, chez
I’homme, la phase précoce de choc septique est caractérisée par un état hyperdynamique avec
décroissance des résistances artérielles systémiques, augmentation du débit cardiaque et
augmentation modeste des résistances artérielles pulmonaires. Ce profil hémodynamique est
aussi rapporté par des études expérimentales réalisées chez ’homme ou 1’administration
d’endotoxines et de Pseudomoas aeruginosa a conduit a des manifestations
cardiocirculatoires hyperkinétiques (94). Par opposition, le choc septique induit chez le porc
est caractérisé par une hypertension artérielle pulmonaire séveére avec réduction du débit
cardiaque. L’augmentation de la post charge droite liée a 1’augmentation de la pression
artérielle pulmonaire apparait dans les premic¢res minutes suivant le début de la perfusion
bactérienne ou d’endotoxines (93). Ce phénomene est bien décrit dans la littérature et est
attribué a la libération de molécules pro-inflammatoires telles que le TNF-a et I’endothéline-1
qui sont de puissants vasoconstricteurs sur les vaisseaux pulmonaires (89,90). Cet état
cardiovasculaire hypodynamique obervé chez de nombreux modéles animaux septiques est
extrémement significatif quand la durée de la perfusion bactérienne est tres courte. Chez le
lapin, Wyler et al. ont rapporté qu’un bolus d’une forte dose d’endotoxines entraine un
collapsus majeur et la mort des animaux de fagon treés précoce (98). La stratégie alternative est

donc d’administrer une dose plus faible sur une période plus prolongée.

Au cours de notre étude, le choc septique a été rapidement obtenu. La concentration en
lactate augmentait relativement rapidement pour atteindre 10,4 = 4,1 mmol/l a T6. De plus,
une expansion volémique et une perfusion d’adrénaline étaient aussi trés rapidement
nécessaires afin de maintenir les objectifs tensionnels fixés. 5306 £ 1428 mL de cristalloides,
1625 + 437 mL d’hydroxyethylamidons et 1,9 + 1,7 mg d’adrénaline étaient administrés a la
fin de la manipulation. Trés peu de données sont accessibles dans la littérature en ce qui

concerne les besoins en expansion volémique et en amines au cours de tels modeles de sepsis.
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Par ailleurs, il est de toute fagon trés difficile de comparer les données provenant de différents
modeles ou les conditions expérimentales sont tellement différentes. En ce qui concerne le
profil hémodynamique du choc septique obtenu avec notre modele, celui-ci était clairement
hyperdynamique. En effet, 1’index des résistances artérielles systémiques a diminué
rapidement de 1957 + 744 a 709 + 221 dyn/s/cm’/m’ (p<0,05) et le débit cardiaque a
augmenté doucement, de 2,4 = 1,2 a 5,7 £ 2,1 I/min (p<0,05). Ce profil cardiovasculaire était
attribué a D’administration lente du Pseudomonas aeruginosa (0,3 mL/20 kg/min) avec
controle de I’hypertension artérielle pulmonaire durant la perfusion bactérienne. La perfusion
¢tait arrétée quand la pression artérielle pulmonaire systolique atteignait 45 mmHg. Le
controle de cette hypertension artérielle pulmonaire est la principale différence entre notre

modele et la majorité des autres modeles animaux septiques.

Ce modele porcin est un modele de choc septique a court terme puisque les porcs sont
sacrifiés six heures aprés le début de l’injection bactérienne. Par ailleurs, des modeles
chroniques existent également (99-102). Trager et al. rapporta il y a quelques années un
modele a long terme, cliniquement valide, au cours duquel la pression artérielle pulmonaire
¢tait controlée et continuellement ajustée afin d’obtenir une hypertension artérielle

pulmonaire modérée avec une PAPM variant entre 35 et 40 mmHg (101,102).

Sur le plan immunologique, nous avons observé une augmentation du TNF-a dans les
minutes qui suivirent I’injection de Pseudomonas aeruginosa avec un pic a 60 min. La
concentration en IL-1 B s’est accrue apres le TNF-a avec un maximum a 3 h. Le pic d’IL-6 est
apparu dans les premic¢res heures du choc septique (Tableau 2). Bien que les concentrations en
TNF-o soient supérieures a ce qui est observé chez I’homme (103,104), probablement en
raison de la différence d’espece, ces résultats sont en accord avec des données antérieures
observées au cours d’études expérimentales et humaines réalisées chez le volontaire sain
(105). En ce qui concerne les cytokines anti-inflammatoires, de petites quantités
d’endotoxines aboutissent a I’apparition d’IL-1 ra dans une période de 210-280 min apres
I’injection (105). Dans les études humaines, le pic sérique d’IL-1 ra est 100 fois plus
important que le pic d’IL-1 B (105). Nos résultats retrouvent une augmentation précoce de IL-
I ra mais le ratio IL-1 ra / IL-1 B était de ’ordre de 10. Par conséquent, nous pouvons
conclure que le profil inflammatoire des cytokines est relativement proche de celui observé
lors d’études cliniques bien que le rapport cytokines anti-inflammatoires / cytokines pro-

inflammatoires soit plus faible dans notre modéle que dans les études humaines.
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En conclusion, ce modele porcin de choc septique a pseudomonas aeruginosa est
caractérisé par la présence d’un état hyperdynamique en raison du contrdle de la post charge
droite via la limitation de I’augmentation de la pression artérielle pulmonaire durant la
perfusion bactérienne. Cela donne a ce modele une certaine relevance clinique d’autant plus
que la pharmacocinétique des cytokines inflammatoires est également relativement proche de

ce qui est observé chez I’homme.
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3) Etude animale évaluant le systéme cascade

Le principal objectif de cette étude a ¢été d’évaluer la faisabilité technique de
I’hémofiltration en cascade chez 1’animal. L’objectif secondaire était de comparer les
répercussions hémodynamiques et biologiques de 1’hémofiltration en cascade par rapport a

I’hémofiltration standard a haut débit en utilisant notre mode¢le porcin de choc septique.

Matériels et méthodes :

Apres accord du comité d’éthique local, 20 porcs de race Landras Pietrain, agés de
3 mois et de poids 35 kg, ont été utilisés. L’étude a été réalisée dans un laboratoire agréé, a
I’institut Claude Bourgelat de [’école nationale vétérinaire de Marcy L’Etoile. Les
manipulations ont été effectuées dans une salle d’opération de confinement type A2. La prise
en charge des animaux était celle de notre modele porcin de choc septique. En plus du
cathéter artériel et du cathéter pulmonaire droit, un cathéter de dialyse triple lumiere de taille
12 Fr était introduit dans la veine jugulaire externe gauche afin de pouvoir réaliser 1’épuration
extracorporelle. Le sepsis était cette fois induit avec une suspension bactérienne de
Pseudomonas aeruginosa American Type Culture Collection 15442. Le début de la perfusion
bactérienne était appelé Tb et la fin Tb’. La séance d’hémofiltration démarrait 2 h apres Tb et

était appelée TO. Chaque heure qui suivait était appelée T1 a T6.

Les porcs étaient randomisés en 2 groupes de 10. Un groupe était hémofiltré en
hémofiltration a haut débit standard selon les modalités suivantes: membrane
d’hémofiltration = AN69 M100® (Gambro Industries, Meyzieu, France), débit sang =
150 mL/min, débit d’ultrafiltration = 50 mL/kg/h, débit substitution = 50 mL/kg/h. Le
deuxiéme groupe était alloué¢ a une session d’hémofiltration en cascade avec : membrane
d’hémofiltration n°l = AN69 M100®, membrane d’hémofiltration n°2 = GFS plus 20®
(Gambro Industries, Meyzieu, France), débit sang = 150 mL/min, débit d’ultrafiltration 1 =
120 mL/kg/h, débit d’ultrafiltration 2 = 100 mL/kg/h, débit d’effluent = 20 mL/kg/h, débit
substitution = 20 mL/kg/h. Le tableau 3 fournit des informations supplémentaires sur les 2

membranes utilisées dans cette étude.
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TABLEAU 3. Caractéristiques des membranes utilisées (d’apres (84)).

AN69 M100 GFS Plus 20

Surface (m”) 1,00 1,80
Coefficient de partage

- Urée (60 Da) 1,00 1,00

- Créatinine (113 Da) 1,00 0,99

- Vitamine B12 (1,3 kDa) 0,95 0,96

- Inuline (5,2 kDa) 0,95 0,74

- Cytochrome C (14 kDa) Non réalisé 0,02

- Myoglobine (16,7 kDa) 0,55 0,01

- Albumine (68 kDa) <0,01 0,00

La durée de I’hémofiltration pour les 2 groupes était de six heures, sans perte de poids. Le
liquide de substitution était administré en post dilution (Hemosol BO®, Gambro Industries,
Meyzieu, France) au débit de 50 mL/kg/h pour I’hémofiltration a haut débit standard et 20
mL/kg/h pour le groupe cascade. Du KCl était ajouté & 1’'Hemosol B0 afin d’obtenir une
concentration en KCI dans le liquide de substitution de 4 mmol/L. Dans les 2 groupes,
I’anticoagulation était réalisée avec 2500 UI d’héparine en intraveineux direct juste avant le
début de I’hémofiltration. Pendant I’hémofiltration, des bolus de 2500 Ul d’héparine étaient

administrés quand le TCA mesuré était inférieur a 1,3 fois le TCA initial.

Les paramétres hémodynamiques étaient relevés a intervalles réguliers pendant les 8 h
séparant le début de la perfusion bactérienne et la fin de la session d’hémofiltration. Les
besoins en adrénaline et en liquide de substitution étaient également relevés. Enfin, des
gazométries artérielles et une mesure de la concentration en lactate dtaient réalisées

réguliérement.

L’analyse statistique a consisté en une analyse de variance a 2 voies a mesures répétées
avec le programme StatView" 5.0 software (SAS Inst., Cary, NC, USA). Un test de
Bonferroni était effectué pour 1’analyse post hoc. Une valeur de p<0,05 était considérée
comme statistiquement significative. Les résultats sont exprimés selon les moyennes =+

déviations standards.
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Résultats :

Une quantité similaire de Pseudomonas aeruginosa a été administrée aux porcs des 2
groupes (13 = 2 mL pour les porcs du groupe hémofiltration a haut débit standard vs 14 +
3 mL pour les porcs du groupe cascade). Les besoins en héparine ont également été identiques
(10 000 £ 250 UI dans le groupe hémofiltration a haut débit standard vs 9100 + 300 UI dans le

groupe cascade).

Aucun porc n’est décédé avant la fin de I’expérience. Aucun traitement n’a été arrété
prématurément pour des raisons de problémes techniques. Il n’y a eu aucun épisode de
coagulation du circuit extracorporel ou d’un hémofiltre. Aucun incident lié a des pressions

¢levées au sein du circuit ou des problémes de débits n’a été observé.

Sur le plan hémodynamique, le profil évolutif était similaire entre les 2 groupes avec
apparition d’un état de choc (tachycardie, besoins en adrénaline et en expansion volémique
pour maintenir la PAM et la PAPO). Un profil hyperkinétique de choc septique a été observé
dans les 2 groupes avec augmentation de I’IC et décroissance de I’IRVS. Tous les porcs ont
¢té réanimés de facon similaire puisque la PAM et la PAPO étaient respectivement
maintenues a 65 mmHg et 10 mmHg pendant toute 1’expérience. A T6, les besoins en
colloides (989 + 355 mL vs 1913 + 538 mL, P = 0,006), les besoins en adrénaline (0,82 +
0,42 mg vs 3,27 + 3,02 mg, p<0,001), ’acidose lactique (pH = 7,33 £ 0,08 vs 7,10 = 0,07,
p<0,001), I’hypertension artérielle pulmonaire moyenne (21 = 5 mmHg vs 34 £ 8§ mmHg, p =
0,002) et I'IC (3,88 + 0,62 L/min/m* vs 7,45 + 5,18 L/min/m?, P = 0,01) étaient moins
prononcés dans le groupe cascade par rapport au groupe hémofiltration a haut débit standard.
Les parametres hémodynamiques et biochimiques sont présentés dans les tableaux 4 et 5 et

sur la figure 5.



TABLEAU 4. Résultats hémodynamiques (d’apres (84)).
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P (inter
groupe Tb Tb’ TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

groupe)
Standard 95 116 127 136 137 131 143 141 138

FC, (16) (15) 24) (25) (16) (23) (1) (12) 1) 0,26
bpm Cascade 96 114 112 116 125 129 140 137 135
(14) (19) 15) (19) (19) 17) (18) an (14)
Standard 66 71 72 74 68 61 63 66 64

PAM, (11) (13) (12) (10) (15) 7 ¥ 7 6) 0,50
mmHg Cascade 66 71 72 68 69 63 61 60 59
(13) (13) ®) (13) (10) (6) (%) (6) (%)
Standard 19 38 29 31 31 29 32 32 34

PAPM, @ 10  (© (7) @) ©) ®) @) ® 0002
mmHg Cascade 17 34 27 25 24 24 23 22 21
) (6) (6) ) (6) 5) 4 ) )
Standard 11 12 12 10 9 10 12 14 12

PAPO, 3) 3) ©) @) 3) ©) ©) ©) ©) 0,19
mmHg e 9 9 10 9 8 9 9 10 10
) (%) 3) ) ) 5) ) (%) (%)
Standard 265 322 3,28 4,88 5,56 5,76 6,38 7,15 7,45

IC, (126)  (1,38)  (0,92) (2,050 (3,06) (1,90) (2,81) (3,70)  (5,18) 0,01
L/min/m* . o ge 193 2,41 2,91 2,93 2,93 3,09 3,63 3,92 3,88
0,38)  (0,48) (0,51) (1,11)  (0,79)  (0,62) (1,01) (0,68)  (0,62)
IRVS, Standard 2050 1698 1687 1201 1000 808 665 686 672

dvn s/ (859) (702) (701) (517) (406) (316) (205) (211) (205) 0,004

yn/s

S Cascade 2558 2252 1859 1919 1828 1609 1279 1129 1123
cm /m (613)  (936)  (380)  (623)  (586)  (489)  (362)  (207)  (205)
IRVP,  Gtandard 267 821 474 421 423 310 287 289 325

dyn/s/ (119)  (463)  (224)  (295) (322)  (182)  (141)  (180)  (187) 0,58
em/m? Cascade 342 872 497 448 515 424 361 285 244
(126)  (194)  (118)  (188)  (212)  (158)  (178)  (136)  (130)

Les résultats sont exprimés avec les moyennes (DS). P fait référence a ’ANOVA a 2 voies a mesures
répétées (différence intergroupe). T : < 0,0002 entre les 2 groupes aprés analyse post hoc de
Bonferroni.



TABLEAU 5. Résultats biochimiques (d’apres (84)).
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P (inter

group Tb TO T3 T6 groupe)

o Standard 744 (0,04)  7,38(0,05) 7,28 (0,06) 7,10 (0,07)  <0,001
Cascade  749(0,07)  7,43(0,06) 7,39 (0,06) t 7,33 (0,08) T

Lactate, Standard 2,1(0,9) 3,8 (1,5) 8,1 (4,0) 14,1 3,3) 0,006

mmol/L Cascade 2,9(2,2) 2,4 (1,1) 44022) 71 7,6 (2,6) T

Bicarbonates, Standard 24,8 (2,1) 24,5 (1,9) 21,3 (4,9) 16,6 (3,2) 0,002

mmol/L Cascade  278(2,6) 27,1 (24) 26,7 (2,6) T 22,2 (2,6)

Les résultats sont exprimés avec les moyennes (DS). P fait référence a ’ANOVA a 2 voies a mesures
répétées (différence intergroupe). T : < 0,0002 entre les 2 groupes aprés analyse post hoc de

Bonferroni.



FIGURE 5. Besoins en adrénaline, cristalloides et colloides (d’apres (84)).
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T =p <0,0002 entre les 2 groupes apres analyse post hoc de Bonferroni. Les cristalloides, colloides et

I’adrénaline sont exprimés avec les doses cumulées.
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Discussion :

Il s’agit de la premicre étude ayant testé ce prototype in vivo. Il s’agissait d’une étude
de faisabilité visant a évaluer tout d’abord la fiabilité et la sécurité du prototype. La faisabilité
de la technique a été satisfaisante puisque chacun des 10 porcs du groupe cascade a été traité
avec succes pendant six heures, malgré les hauts débits d’ultrafiltration utilisés. Aucune
séance n’a donc été¢ prématurément arrétée en raison de problemes techniques : il n’y a eu
aucun cas de coagulation du circuit ou de I’hémofiltre, aucun probléme d’élévation des
pressions dans le circuit ou d’administration des débits demandés, ni ruptures de circuit. La
sécurité du systeme a également €té correcte puisqu’aucun effet indésirable n’a été observé

sur les porcs. Aucun porc n’est décédé prématurément pendant la séance d’hémofiltration.

Des inconvénients liés a I'utilisation de débits d’ultrafiltration élevés au cours de
I’hémofiltration a haut débit conventionnelle ont été identifiés. Les molécules de taille
moyenne, telles que les cytokines inflammatoires, sont certes éliminées en partie dans
’ultrafiltrat, mais il en est de méme pour de nombreuses petites molécules qui ne sont pas
remplacées avec le liquide de substitution et dont la plupart sont nécessaires a 1’organisme
et/ou au traitement adéquat du choc septique (certains ions, nutriments, acides aminés,
vitamines, oligoéléments, médicaments tels qu’antibiotiques) (80,81). De plus, les hauts
volumes d’échange convectif représentent un cofit important, compte tenu de la quantité de
liquide de substitution nécessaire (82). La charge de travail en soins infirmiers est également
théoriquement majorée avec cette technique, étant donné les trés fréquents changements de
sacs effluent et liquide de substitution. Enfin, le stockage et la manutention de toutes ces
poches de solutés posent aussi des problemes logistiques. Le systeme cascade semble
intéressant en vue de limiter ces inconvénients. Puisque le premier filtre posséde un point de
coupure normal et le second un point de coupure bien plus faible, I’addition du second filtre
permet la régénération de la majeure portion de 1’ultrafiltrat numéro 1 contenant les petites
molécules tout en maintenant simultanément une épuration importante des molécules

moyennes, ces derniéres se concentrant dans 1’effluent.
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Une amélioration hémodynamique avec diminution de la sévérité clinico-biologique
du choc septique a été observé avec le systeme cascade par rapport au groupe controle. Les
besoins en adrénaline et en colloides, 1’acidose lactique, 1’hypertension artérielle pulmonaire
et ’index cardiaque étaient moins importants chez les porcs du groupe cascade. Néanmoins,
compte tenu de la différence des débits d’ultrafiltration entre les 2 groupes (120 vs 50
mL/kg/h), il n’est pas possible de dire si cette amélioration hémodynamique est a rattacher a
I’épargne et la recirculation des petites molécules ou bien aux plus grands débits
d’ultrafiltration du groupe cascade permettant une €limination des moyennes molécules plus
importante. Dans la littérature médicale, une telle amélioration hémodynamique lors de
I’utilisation de hauts débits d’ultrafiltration est retrouvée dans de nombreuses études mais les
explications physiopathologiques restent obscures. Certains auteurs spéculent sur différentes
hypotheses : I’élimination des cytokines inflammatoires de la circulation sanguine pourrait
atténuer 1’inflammation, stabilisant ainsi la pression artérielle et la perfusion des organes
(106). L’élimination accrue du complément (C3a et C5a) de méme que 1’élimination d’autres
molécules vasodilatatrices ayant des effets immunologiques et cardiovasculaires sont aussi

mentionnées (35,106).

En hémofiltration standard, tout 1’ultrafiltrat est rejeté en tant qu’effluent (50 mL/kg/h
dans cette étude). Avec le systéme cascade, le débit d’effluent était ici de 20 mL/kg/h (UF1 —
UF2) donc le volume rejeté est beaucoup moins important que le volume d’ultrafiltrat produit
apres le passage au travers du 1 hémofiltre. Les besoins en liquide de substitution deviennent
donc beaucoup moins importants alors que les débits d’ultrafiltration restent trés élevés. Par
exemple, un patient de 70 kg, hémofiltré en hémofiltration standard a haut débit a 50
mL/kg/h, a besoin de 3,5 L de liquide de substitution par heure (84 L par jour). Avec le
systeme cascade, le méme patient a seulement besoin de 1,4 L de liquide de substitution par
heure (33,6 L par jour) malgré un débit d’ultrafiltration de 120 mL/kg/h. A noter que
I’hémofiltration a trés haut débit standard (débit d’ultrafiltration de 120 mL/kg/h) demanderait
8,4 L/h de liquide de substitution (201,6 L/j !).

Le systeme cascade semble donc intéressant et facile d’utilisation. Cependant,
différentes limites peuvent étre dégagées de cette tude. D’abord, la période d’observation de
6 h apparait comme insuffisante puisque ce genre de thérapie est prévu pour €tre mis en place
en continu sur 24 h. Ensuite, nous n’avons pas mesuré les concentrations en médiateurs

inflammatoires. Bien que cela soit sujet a controverses, il aurait été intéressant d’observer la
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concentration des molécules moyennes dans I’ultrafiltrat. Pour les études a venir avec ce
systéme, il est prévu d’ajouter des dosages de molécules moyennes et de petites molécules a
différents endroits du circuit extracorporel. Ainsi, nous pourrons quantifier exactement
I’épargne des petites molécules et I’élimination des moyennes molécules. Enfin, des études
animales et humaines sont bien slr nécessaires pour confirmer et compléter les résultats
hémodynamiques (en unifiant les débits d’ultrafiltration entre les groupes, soit 120 mL/kg/h
dans le groupe standard). De réelles études de colt seraient aussi bienvenues pour évaluer et
quantifier précisément la réduction du colit engendrée par cette technique. Le colt li¢ a
I’addition de la seconde membrane vient légérement pondérer I’économie réalisée avec la

réduction drastique des besoins en poches de liquide de substitution.

L’hémofiltration en cascade est une nouvelle technique de purification sanguine,
dérivée de I’hémofiltration a haut débit, techniquement faisable et sécurisée. Elle permet
d’augmenter les débits d’ultrafiltration de fagcon majeure et ciblée sur les molécules moyennes
tout en gardant des besoins en liquide de substitution raisonnables, diminuant ainsi le cofit

financier de la technique et la charge de travail en soins infirmiers.
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IV - Hémofiltration a haut débit avec une membrane avant des

propriétés d’adsorption renforcées

Une des stratégies adoptées derniérement pour optimiser les techniques de purification
sanguine consiste a associer les phénomenes de convection et d’adsorption au sein d’une
méme thérapie. Une membrane d’hémofiltration dite «a adsorption renforcée» a été
développée par le laboratoire Gambro-Hospal et nous avons testé cette membrane avec notre
modele porcin de choc septique. Aujourd’hui, cette membrane est commercialisée a grande

échelle (Oxiris”, Gambro-Hospal, Meyzieu, France).

Rationnel de I’étude

Les nombreuses études animales et humaines citées précédemment concernant
I’hémofiltration & haut débit montrent 1’intérét des hauts échanges convectifs par rapport a
I’hémofiltration a bas débit en termes de purification sanguine. Nous avons également déja
expliqué que les membranes d’hémofiltration avaient des propriétés d’adsorption qui
dépendent notamment de leur composition. Ceci permet d’accroitre la quantité de molécules
épurées mais également d’épurer des molécules dont la masse se situe au-dessus du point de
coupure de la membrane, élargissant ainsi le spectre des molécules affectées par le traitement.
L’optimisation de ces propriétés d’adsorption des membranes est ainsi apparue comme une
voie de recherche intéressante dans le domaine de la purification sanguine. L’objectif de cette
¢tude était donc d’analyser les effets de cette nouvelle membrane a la phase aigué d’un
modele porcin de choc septique. Cette membrane d’hémofiltration a bénéficié¢ d’un traitement
de surface lui permettant d’adsorber de fagcon importante les endotoxines et les cytokines.
Cette membrane et une membrane d’hémofiltration standard de référence (AN69) ont été
comparées in vitro et in vivo chez le porc septique, sur le plan hémodynamique et

immunologique.
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Matériels et méthodes

Etude in vitro

Une étude in vitro des capacités d’adsorption de la membrane a été menée avant de la
tester in vivo. 500 mL de serum bovin contenant 40 EU/mL d’endotoxines E. coli O55:B5
Biowhittaker® circulaient en circuit fermé, au contact de la membrane étudiée, pendant 60
min avec un débit de 250 mL/min. Des prélevements €taient effectués a TO, T10, T30 et T60
min dans le but d’établir la cinétique d’adsorption des endotoxines. L’expérience était répétée

5 fois pour chaque membrane (membrane AN69 M100 et membrane Oxiris).

Une autre série de tests consistait a faire circuler en circuit fermé au contact de la
membrane étudiée 500 mL de serum humain contenant des cytokines aux concentrations
suivantes (TNF-a = 400 pg/mL, IL-1B = 200 pg/mL, IL-Ira = 2000 pg/mL, IL-10 =
3000 pg/mL) pendant 3 h avec un débit de 150 mL/min. Chaque expérience était réalisée avec
une seule cytokine et 3 fois pour chaque membrane (membrane PSHF Gold Baxter®,
membrane AN69 M100 et membrane Oxiris). Des prélevements étaient effectués a TO, T120

et T180 min dans le but d’établir la cinétique d’adsorption des différentes cytokines.

Modeéle porcin de choc septique

Le mode¢le porcin de choc septique expérimental utilisé pour cette étude était le méme
que celui décrit précédemment (87). Le choc septique était induit chez 20 porcs par la
perfusion intraveineuse de la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa American Type
Culture Collection (ATCC) 15442 4 la concentration de 5 x 10® Colony Forming Units/mL et
a la vitesse de 10 mL/h. Tous les porcs ont recu une solution bactérienne provenant de cette
meéme souche afin d’éviter toute variation de virulence. Le début et la fin de la perfusion de
Pseudomonas aeruginosa étaient respectivement appelés Tb et Tb’. Le début de
I’hémofiltration était programmé pour 2 h aprés Tb. Le début de I’hémofiltration était appelé

TO et chaque heure suivante portait un numéro de 1 a 6.
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Groupes traités

Juste avant le début de I’hémofiltration, les porcs septiques étaient randomisés en 2
groupes de 10. Le premier groupe était hémofiltré avec la nouvelle membrane aux propriétés
d’adsorption renforcées (Oxiris) et le second groupe était hémofiltré avec la membrane

standard AN69 M100 (Laboratoires Gambro-Hospal, Meyzieu, France).

La membrane Oxiris est une membrane en polyacrylonitrile qui a bénéficié d’un
traitement de surface modifiant sa polarité¢ de surface et lui conférant ainsi la possibilité
d’adsorber les endotoxines et les cytokines. La modification de la polarité de surface est
effectuée a 1’aide de I’adjonction d’un polycation a la surface de la membrane. Ce polycation
est une charge positive permettant de capter par adsorption de surface les endotoxines qui sont
considérées comme étant chargées négativement. La surface de la membrane était de 0.9 m” et
le point de coupure de 40 kDa pour les 2 membranes. Les capacités convectives des 2
membranes étaient donc identiques. Les coefficients de partage étaient également les mémes

pour les 2 membranes (Tableau 6).

Dans les 2 groupes, le débit sanguin était fixé a 150 mL/min et le débit d’ultrafiltration
a 50 mL/kg/h. La durée des sessions d’hémofiltration a haut débit était de 6 h et apres 3 h de
traitement, la membrane était remplacée par une nouvelle afin de préserver et d’optimiser les
propriétés d’adsorption et d’éviter les phénomenes de saturation. Aucune perte de poids
n’était programmée et le liquide de substitution était administré a 100 % en post dilution
(Hemosol B0®, Laboratoires Gambro-Hospal, Meyzieu, France). Du chlorure de potassium
était ajouté a 1’Hémosol BO™ pour obtenir une concentration en KCI de 4 mmol/l. Dans les 2
groupes, I’anticoagulation était réalisée avec 2500 UI d’héparine administrée en intraveineux
direct 5 min avant le début de I’hémofiltration. Le maintien de I’anticoagulation pendant les
6 h des sessions d’hémofiltration a haut débit était réalisé avec une perfusion continue

d’héparine 500 Ul/h.
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TABLEAU 6. Coefficients de partage des membranes AN69 M100 et Oxiris (d’apres (107)).

Urée Créatinine  Vitamine B12 Inuline Myoglobine Albumine

1 1 0,95 0,95 0,55 <0,01

Ces données ont été obtenues dans les conditions suivantes : plasma bovin, concentration en protéines
=60 g/, température = 37 °C, débit sang = 100 mL/min et débit d’ultrafiltration = 20 mL/min.

Pendant toute la durée de I’expérience, une PAM de 65 mmHg et une PAPO de
10 mmHg étaient maintenues a 1’aide d’une perfusion continue d’adrénaline et d’une
expansion volémique (serum salé isotonique et hydroxyéthylamidons) dans le but d’obtenir un
choc septique normotensif. La FC, la PAM, la PAPO, la courbe de pression artérielle
sanglante et I’auscultation pulmonaire étaient utilisées pour I’estimation de la volémie et

I’évaluation hémodynamique.

Parametres mesurés

Les parametres hémodynamiques tels que FC, PAM, PVC, PAPS, PAPM, PAPO et
DC étaient relevés toutes les heures pendant 8 h, depuis Tb jusqu'a T6. Les résistances
vasculaires systémiques (RVS) et les résistances vasculaires pulmonaires (RVP) étaient
calculées a partir des formules standards (93). Les besoins en adrénaline et en expansion
volémique étaient aussi relevés toutes les heures. Des gazométries artérielles et des
lactatémies étaient effectuées régulierement. Enfin, la concentration sanguine en endotoxines
était mesurée a TO, T1 et T6 et la concentration sanguine en cytokines (TNF-a, IL-1f, IL-1ra
et IL-6) était mesurée a TO et T6 (Quantikine® colorimetric ELISA kits, R&D Systems, Lille,

France).

Analyse statistique

Les variables continues sont exprimées sous forme de moyennes + DS ou médianes

(interquartiles). Les parametres hémodynamiques et les valeurs biochimiques ont été analysés
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avec un test ¢ de Student apres vérification de la normalité de la distribution des données par
un test de Kolmogorov Smirnov. Le taux d’endotoxines a été analysé avec une ANOVA a
mesures répétées suivie d’un post test de Duncan. Les concentrations en cytokines ont été
analysées avec un test U de Mann-Whitney. Une valeur de p<0,05 était considérée comme

statistiquement significative (Statistica 7.0, Statsoft Inc., Tulka, OK, Etats-Unis)

Résultats

Concernant les résultats in vitro, I’adsorption des endotoxines et des cytokines était
clairement plus importante avec la membrane Oxiris. En effet, 66 % des endotoxines étaient
adsorbées apres 60 min dans les conditions in vitro décrites ci-dessus (Figure 6). L adsorption
des cytokines ¢tait aussi plus importante avec la membrane Oxiris et ce pour toutes les

cytokines étudiées, c'est-a-dire TNF-a, IL-1p, IL-10 et IL-1ra (Figure 7).

FIGURE 6. Cinétique d’adsorption in vitro des endotoxines E. coli O55:B5 (d’apres (107)).
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FIGURE 7. Cinétique d’adsorption in vitro des cytokines (d’apres (107)).
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Concernant les résultats in vivo, la quantité de bactéries injectée et la durée de la
perfusion de Pseudomonas aeruginosa étaient similaires entre les 2 groupes (11 + 2 mL dans
le groupe AN69 versus 12 + 2 mL dans le groupe Oxiris et 66 + 12 min dans le groupe AN69
versus 72 + 12 min dans le groupe Oxiris). Aucun porc n’est mort prématurément. Pour les 2

groupes, aucun traitement n’a été arrété prématurément en raison de problémes techniques.

L’hémodynamique des porcs s’est rapidement détériorée avec apparition d’une
tachycardie, de besoins en adrénaline et en expansion volémique pour maintenir la PAM et la
PAPO. Un choc septique hyperkinétique s’est bien installé dans les 2 groupes avec
accroissement du débit cardiaque et diminution des RAS. La FC a augmenté de 98 =+
15 battements/min @ Tb a 148 + 16 battements/min a T6 (groupe Oxiris) et de 95 =+
16 battements/min a Tb a 138 + 20 battements/min a T6 (groupe AN69). Le DC s’est accru de
2,5+ 1,81/mina Tb a 5,5+ 2,8 L/min a T6 (groupe Oxiris) et de 2,5+ 1,2 L/mina Tb 4 6,9 +
4,8 L/min 4 T6 (groupe AN69). Les RAS ont diminué de 2092 + 920 dyn/s/cm® 4 Tb & 797 +
346 dyn/s/cm’ a T6 (groupe Oxiris) et de 2050 + 859 dyn/s/cm’ a Tb 4 672 + 205 dyn/s/cm’ a
T6 (groupe AN69). Tous les porcs ont été réanimés de maniere similaire puisque la PAM et la
PAPO sont restées constantes pendant la durée de I’expérience, conformément a nos objectifs

hémodynamiques (Figure 8).

A la fin de I’expérience, a T6, les besoins en cristalloides (5937 £ 1588 vs. 7587 +
1456 mL, P = 0,026), les besoins en colloides (1437 + 320 vs. 1912 + 538 mL, P = 0,027),
I’acidose lactique (pH = 7,20 £ 0,11 vs. 7,10 = 0,07, P=0,026) et I’hypertension artérielle
pulmonaire (PAPS = 30 + 8 vs. 39 =+ 9 mmHg, P = 0,029 et PAPM = 24 £ 7 vs. 34 +
8 mmHg, P = 0,008) étaient moins prononcés de fagon statistiquement significative pour les
porcs du groupe Oxiris. Il n’existait pas de différence significative entre les 2 groupes pour les
besoins en adrénaline a TO et T6. Les résultats hémodynamiques et les valeurs biochimiques

sont rapportés dans les tableaux 7 et 8.

Enfin, les concentrations sanguines en endotoxines étaient plus basses dans le groupe
Oxiris apres 1 h d’hémofiltration a haut débit (1,91 £ 1,19 vs. 11,07 = 10,64 EU/mL, P =
0,035) (Tableau 9). Les concentrations sanguines en cytokines n’étaient pas différentes
entre les 2 groupes, sauf pour IL-1B ou la concentration était légerement plus basse dans le

groupe Oxiris a T6 (98 (49-205) vs. 230 (126-350) pg/mL, P = 0,04) (Tableau 10).
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FIGURE 8. Evolution de la pression artérielle moyenne (PAM), de la pression artérielle pulmonaire

d’occlusion (PAPO) et du débit cardiaque (CO) (d’apres (107)).
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TABLEAU 7. Moy + DS des paramétres hémodynamiques et biochimiques juste avant le début de

I’hémofiltration, a TO (d’apres (107)).

AN69 (n=10) Oxiris (n=10) P

FC (batts/min) 126 +24 121 £22 0,63
PAM (mmHg) 72+ 12 68+ 10 0,43
PAPS (mmHg) 33+7 29+ 6 0,19
PAPM (mmHg) 29+6 25+6 0,15
PAPO (mmHg) 12+2 11+2 0,28
DC (L/min) 43+ 1,8 3,8+ 1,5 0,54
RAS (dyn/s/cm’) 1210 + 534 1242 + 353 0,88
RAP (dyn/s/cm’) 356 + 236 295 + 124 0,48
Adrénaline (mg) 0,21 £0,32 0,29 £ 0,47 0,66
Crystalloides (mL) 2250+ 719 2125 + 646 0,69
Hydroxyethylamidons 513 +300 419 + 245 0,45
(mL)

PH 7,37 £ 0,05 7,39 £ 0,06 0,43
Lactate (mmol/L) 3,80+1,54 2,95+ 1,47 0,22




TABLEAU 8. Moy + DS des parameétres hémodynamiques et biochimiques apres 6 h d’hémofiltration,

a T6 (d’apres (107)).

AN69 (n=10) Oxiris (n=10) P

FC (batts/min) 138 £20 148 £ 16 0,23
PAM (mmHg) 64+6 59+8 0,13
PAPS (mmHg) 39+9 308 0,029
PAPM (mmHg) 34+8 24+7 0,008
PAPO (mmHg) 12+3 11+4 0,53
DC (L/min) 6,9+438 55+2.8 0,44
RAS (dyn/s/cm’) 672 + 205 797 + 346 0,34
RAP (dyn/s/cm’) 325+ 186 234 + 148 0,24
Adrénaline (mg) 3,27 +3,02 2,11+1,05 0,27
Crystalloides (mL) 7587 + 1456 5937 + 1588 0,026
Hydroxyethylamidons 1912 + 538 1437 £320 0,027
(mL)

PH 7,10+ 0,07 7,20 +£0,11 0,026
Lactate (mmol/L) 14,11 +3,36 9,61 £4,47 0,02

FC fréquence cardiaque, PAM pression artérielle moyenne, PAPS pression artérielle pulmonaire
systolique, PAPM pression artérielle pulmonaire moyenne, PAPO pression artérielle pulmonaire
d’occlusion, DC débit cardiaque, RAS résistances artérielles systémiques, RAP résistances artérielles
pulmonaires. Statistiques: test # de Student.
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TABLEAU 9. Moyennes = DS des concentrations sériques en endotoxines (EU/mL) (d’apres (107)).

AN69 (n=10) Oxiris (n=10)
TO 3,98 +£3,31 4,26 +7,68
T1 11,07 £ 10,64 1,91+£1,19 ¥
T6 2,96 2,75 2,26 + 2,39

TO = début de I’hémofiltration, T1 = temps aprés une heure d’hémofiltration, T6 = temps apres six
heures d’hémofiltration.

Statistiques : ANOVA a mesures répétées suivie d’un post test de Duncan. P = 0,014 pour le facteur
temps, P = 0,064 pour le type de membrane. Avec le post test de Duncan, nous avons observé une
différence significative a T1 entre les groupes (P=0,035) ()

TABLEAU 10. Concentrations sanguines en cytokines (pg/mL) a TO et T6. Les valeurs sont
exprimées sous la forme de médianes (interquartiles) (d’apres (107)).

Cytokines ANG69 Oxiris P
(n=10) (n=10)
IL-1B 0 0 0,30
(0-0) (0-0)
TO IL-1ra 0 0 0,30
(0-0) (0-0)
TNF-a 192 1247 0,08
(67-826) (235-1846)
IL-6 0 0 0,30
(0-0) (0-0)
IL-1B 230 98 0,04
(126-350) (49-205)
T6 IL-1ra 1434 1254 0,50
(1053-1662) (803-1490)
TNF-a 280 227 0,60
(174-409) (139-302)
IL-6 104 66 0,20
(77-412) (60-244)

Statistiques : test U de Mann-Whitney.
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Discussion

Cette étude animale démontre 1’intérét que peut avoir une membrane d’hémofiltration
dont on a modifié les propriétés d’adsorption en termes d’épuration des cytokines et des

endotoxines a la phase aigué d’un choc septique expérimental.

Nous avons vu précédemment que le phénomene d’adsorption permettait de capter des
molécules dans la membrane elle-méme apres interactions ioniques entre la membrane et ces
molécules. Ce principe est proche de celui utilisé en biologie moléculaire avec les résines
échangeuses d’ions. Les membranes d’hémofiltration ont des propriétés d’adsorption
variables qui dépendent de leur composition. Le principal intérét de ces propriétés réside dans
le fait que ces membranes peuvent ainsi épurer des molécules dont le poids moléculaire est
supérieur au point de coupure de la membrane. Ceci semble relativement intéressant lorsque
I’on sait que les médiateurs pro- et anti-inflammatoires ont un poids moléculaire trés variable,

allant de 0,5 kDa a 60 kDa.

Concernant la composition des membranes d’hémofiltration, 1’étude expérimentale
conduite par Rogiers et al. sur un modele canin de choc endotoxinique aigu, a rapporté une
supériorité hémodynamique transitoire lorsqu’une membrane en polyacrylonitrile était utilisée
par rapport a une membrane en polysulfone. Cet effet serait expliqué par une adsorption plus
efficace des médiateurs de I’inflammation (63). Dans notre étude, les propriétés d’adsorption
de la membrane d’hémofiltration en polyacrylonitrile ont été renforcées par un traitement de
surface modifiant la polarité de surface de la membrane (addition d’un polycation chargé
positivement permettant ainsi de capter les endotoxines qui sont considérées comme chargées
négativement) (107). Ainsi, cette membrane est capable d’adsorber fortement in vitro les

endotoxines et les médiateurs inflammatoires (Figures 6 et 7).

Dans notre modele porcin de choc septique, 1’utilisation de la membrane Oxiris
pendant 6 h d’hémofiltration a haut débit a permis de diminuer la sévérité clinique et
biologique du choc, par rapport a I'utilisation d’'une membrane d’hémofiltration standard
(107). Ceci était objectivé par une réduction des besoins interventionnels nécessaires pour
maintenir la PAM et la PAPO désirées. Les besoins en expansion volémique, 1’acidose

lactique et I’hypertension artérielle pulmonaire étaient moins prononcés dans le groupe Oxiris
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par rapport au groupe AN69 a la fin de I’expérience. En ce qui concerne les parametres
immunologiques, nous avons observé une diminution significative du taux d’endotoxines
aprés 1 h d’hémofiltration a haut débit avec la membrane Oxiris (Tableau 9). Aucune
différence n’a été observée pour les concentrations sanguines en cytokines, excepté pour IL-
1B qui était 1égerement diminué dans le groupe Oxiris a T6 (Tableau 10). Ces résultats
immunologiques ne sont pas surprenants et sont similaires a ceux observés au cours d’études
précédentes ou les taux sanguins de cytokines n’étaient pas influencés par I’hémofiltratrion a
haut débit méme lorsqu’une élimination des cytokines et des bénéfices cliniques étaient
démontrés (33,108-110). Les cytokines du compartiment sanguin représentent seulement une
faible partie de 1’ensemble des cytokines de 1’organisme et les mécanismes régissant les
échanges de cytokines entre le compartiment sanguin, 1’insterstitium et les tissus ne sont
toujours pas clairs (21). Le concept d’Honoré, appelé aussi « The Threshold
Immunomodulation Hypothesis » et décrit précédemment, suggere que I’hémofiltration a haut
débit entraine un flux de cytokines depuis les tissus et I’interstitium vers le compartiment
sanguin, ce qui veut dire un effet du traitement au-dela du compartiment sanguin (21). La
mesure de la concentration plasmatique en cytokines est donc discutable. La mesure des taux
tissulaires serait probablement préférable si cela était aisé a obtenir (18). Enfin, il est probable
que les mécanismes gouvernant 1’épuration des endotoxines soient aussi compliqués que ceux

gouvernant 1’épuration des cytokines.

Tous ces résultats in vitro et in vivo donnent a cette membrane une certaine attractivité
mais il faut néanmoins rappeler les limites de cette étude. L’extrapolation de ces données a la
clinique humaine est tout d’abord discutable en raison du délai trés rapide (2 h) entre le début
de la perfusion bactérienne et I’hémofiltration. En pratique clinique, le traitement d’un patient
en choc septique débute beaucoup plus tard et I’hémofiltration est habituellement débutée au
stade ou la défaillance rénale est présente. La notion de « timing » concernant les techniques
de purification sanguine semble fondamentale. Les experts préconisent aujourd’hui d’essayer
d’agir le plus précocement possible méme si les arguments pour avancer une telle
recommandation sont encore minces. Une évaluation clinique est donc bien siir nécessaire
pour compléter nos données. Par ailleurs, la mortalité des porcs n’a pas été évaluée au cours
de ce travail puisque tous les porcs étaient sacrifiés a la fin de la manipulation. En effet, il ne
nous ¢tait pas possible pour diverses raisons, notamment logistiques, de suivre 1’évolution des
porcs sur plusieurs jours aprés le traitement. Egalement, la courte durée des sessions

d’hémofiltration (6 h) est critiquable puisque ces techniques de purification sanguine sont
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normalement prévues pour étre mises en place de facon continue. Les mémes difficultés
logistiques peuvent étre avancées pour expliquer cela. Néanmoins, de nombreuses autres
¢tudes de la littérature médicale ont été conduites selon le méme schéma avec une période
observationnelle courte (35,59,62,66,70,111). De plus, en raison de la complexité de la
procédure, nous n’avons pas effectué d’analyse in vitro a posteriori des hémofiltres afin
d’essayer de mesurer les endotoxines et les cytokines qui ont €té adsorbées. Ceci aurait permis
de potentiellement directement quantifier 1’adsorption des endotoxines et des cytokines. Cela
aurait aussi permis d’évaluer s’il existait ou non une adsorption du lactate, adsorption qui
aurait pu participer a la diminution de la lactatémie observée dans le groupe Oxiris. Enfin, il
est ¢établi que [D’adsorption des médiateurs inflammatoires avec les membranes
d’hémofiltration est un phénomene transitoire en raison de la saturation des membranes. Ce
phénomeéne de saturation, qui peut méme déboucher sur une désadsorption des molécules
préalablement adsorbées est donc a prendre en considération afin d’optimiser au maximum les
propriétés de la membrane. Puisque plus la membrane est petite, plus vite apparait la
saturation de la membrane, la surface de la membrane semble devoir étre plus importante que
0,9 m?, en particulier lorsque la membrane est utilisée chez I’homme et non pas chez un porc
de 35 kg. La surface de la membrane Oxiris commercialisée aujourd’hui chez I’homme est de
1,5 m”. De plus, si I’on veut profiter au maximum de ces propriétés d’adsorption, il peut étre
nécessaire de changer régulicrement la membrane, toujours en raison de ces problemes de
saturation. Ces changements fréquents de membrane peuvent étre source de difficultés en
pratique clinique avec une augmentation significative du cott de la technique et de la charge
de travail en soins infirmiers. D’autres travaux expérimentaux et cliniques sont nécessaires
pour déterminer combien de temps cette membrane peut étre utilisée en pratique clinique sans
changement et trouver le meilleur compromis entre des changements de membrane fréquents
et des considérations financiéres raisonnables. Par exemple, une des réponses pourrait étre de
changer fréquemment la membrane a la phase trés précoce du sepsis, quand les concentrations

en cytokines et endotoxines sont élevées.

Dans la littérature, 1I’hémofiltration dite « hautement adsorbante » est justement
abordée uniquement sur le versant changement fréquent des membranes (112). Pour utiliser
au maximum les propriétés adsorbantes des hémofiltres, certains auteurs suggerent donc des
changements fréquents de membranes. Claudio Ronco aborde cette question dans son étude
de doses du Lancet 2000 et utilise des membranes qui sont changées toutes les 24h (50). En

outre, dans une petite étude pilote ayant évalué un collectif de 12 patients septiques, Haase et
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al. ont comparé une période de traitement de 9 h avec changement de filtres toutes les 3 h
(membrane AN69) avec une hémofiltration continue standard. Une réduction significative
des concentrations d’IL-8 et d’IL-10 ainsi qu’une diminution plus rapide des amines ont été
observées avec I’approche changements fréquents (113). A notre connaissance, notre étude est
la premiere rapportant des résultats concernant de I’hémofiltration « hautement adsorbante »

obtenue suite a la manipulation des propriétés d’adsorption de la membrane.

En conclusion, le principal résultat de cette étude peut étre résumé de la facon
suivante : 1’utilisation de cette membrane d’hémofiltration aux propriétés d’adsorption
renforcées pendant 6 h d’hémofiltration a haut débit améliore I’hémodynamique d’un modele
porcin de choc septique a Pseudomonas aeruginosa. Ces résultats sont trés probablement a
mettre en rapport avec 1’adsorption des cytokines et des endotoxines par la membrane. Une
étude clinique, réalisée a large échelle, évaluant la membrane Oxiris sur le versant

« purification sanguine » serait trés intéressante.
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V - Autres techniques

1) La filtration et adsorption plasmatiques couplées (FAPC) = La
Coupled Plasma Filtration Adsorption (CPFA)

Principe

La FAPC est une méthode d'épuration extra-rénale dont la mise en ceuvre est
proche des techniques d'hémofiltration continue utilisées en réanimation. L'extraction du
sang est assurée par un cathéter de dialyse standard. Un débit sanguin de 150 a
200 mL/min est nécessaire. Une pompe entraine le sang vers un plasmafiltre en
polyéthersulfone de 0,45 m? de surface et de point de coupure 800 kDa (114). Une
fraction de plasma d’environ 15 % est alors extraite, puis circule a faible vitesse sur la
résine d'adsorption (Figure 9) (115). Ainsi, ce contact prolongé entre les médiateurs de
l'inflammation du plasma et la résine permet d'améliorer les rendements d'adsorption sans
risquer l'agrégation plaquettaire ou une hémolyse. De plus, la séparation du plasma évite
également une activation de la coagulation, inéluctable lors d’une circulation sanguine a

faible débit sur un dispositif extracorporel.

L’épuration des médiateurs inflammatoires est assurée par une résine spécifique
(Mediasorb®; Bellco Soludia, Mirandola, Italie). Ces molécules hydrosolubles établissent
des liaisons physiques stables avec la structure de la résine (liaisons non-covalentes,
forces de van der Waals) (116). Plusieurs facteurs influencent 1’efficacité de
I’adsorption : le type de résine et ses propriétés chimiques, la surface de contact de la
résine et la durée de contact entre la résine et le plasma (114). Le plasma est ensuite
restitué dans le circuit sanguin a la sortie du plasmafiltre, puis le sang passe dans un
hémofiltre. Ce second filtre permet d'assurer une perte hydrique et un équilibre
¢lectrolytique, permettant ainsi une suppléance rénale si besoin. Les échanges sont le plus

souvent effectués par convection (hémofiltration continue). Le circuit permet, en cas de
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nécessité, I'adjonction d'un dialysat si un transfert diffusif est souhaitable. Ainsi, cette
deuxieme partie du circuit de FAPC peut étre une hémofiltration, une hémodialyse voire

une hémodiafiltration (116).

Un dispositif optique de mesure de 1'hématocrite en continu, situé sur la ligne
d'entrée du circuit sanguin (ligne artérielle), permet d'évaluer en continu ['état
d'hydratation du compartiment intravasculaire (117). Au cours de la séance, la perte de
poids réalisée par le systeme entraine des déplacements successifs d'eau entre les
différents compartiments de I'organisme. Lors de l'initiation de 1'épuration, la soustraction
d'eau du secteur vasculaire conduit parfois a une hypovolémie relative responsable d’une
mauvaise tolérance hémodynamique. Puis, les liquides sont mobilisés du secteur
interstitiel et intracellulaire vers le secteur vasculaire, restaurant une volémie et rendant
possible la poursuite de la soustraction liquidienne. La perte de poids, réalisée par le
générateur de FAPC, peut donc étre modulée au cours du temps grace a cette mesure
continue de I'hématocrite, selon la tolérance hémodynamique du patient. Une
anticoagulation du circuit est obtenue par perfusion continue d'héparine a l'entrée du

circuit. Pour les patients présentant un risque hémorragique accru, une anticoagulation

régionale par perfusion de citrate est également possible (118).

La durée du traitement adsorbant est approximativement de dix heures,
correspondant aux durées appliquées lors des principales études (28,119). A la fin de la
séance, par annulation du débit d’extraction plasmatique sur le générateur,
I’hémofiltration peut Etre poursuivie seule avec le méme circuit jusqu’a la séance
suivante. Un schéma de quatre séances de FAPC est proposé par la plupart des études.
L'initiation précoce du traitement pourrait avoir un rdle essentiel mais les données

soutenant cette hypothese restent limitées (120,121).



FIGURE 9. Schéma représentant un circuit de FAPC (d’apres (126)).
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Principales études expérimentales

Déja en 1998, sur leur modele in vitro comparant un circuit associant une
plasmafiltration et une adsorption a un circuit d'hémofiltration seule au débit
d'ultrafiltration de 20 mL/min, Tetta et al. avaient rapporté¢ des taux d'épuration
supérieurs par adsorption pour le TNF-a, 1'IL-18, I'IL-1 Ra et IL-8, variant selon les
différents types de résines employées. De plus, les auteurs avaient montré 1’adsorption

plus importante des cytokines avec un passage lent du plasma sur la résine (122).

Une étude animale, randomisée, sur un modele de choc septique de lapin, a évalué
l'effet de la FAPC sur le pronostic vital. L'objectif de cette étude était de démontrer une
amélioration de la survie avec cette technique d'épuration. Dans ce modéle, une injection
intraveineuse de lipopolysaccharide bactérien, capable d'induire une mortalité de 80 %
des individus, était réalisée. Les animaux étaient alors aléatoirement alloués dans le
groupe traité ou non par FAPC. Une augmentation significative de 85 % de la survie dans

le groupe traité par FAPC a été observée (123).

Plus récemment, I’équipe de Martin Matejovic (Plzen, République tchéque) a
publié deux articles dans la revue « Shock » rapportant des résultats expérimentaux. Dans
la premiére publication (étude négative), 16 porcs en choc septique hyperkinétique a
point de départ péritonéal étaient randomisés en 2 groupes de 8. Un groupe recevait un
traitement standard et 1’autre groupe recevait ce traitement plus une séance de FAPC. Les
porcs du groupe FAPC n’ont pas expérimenté d’amélioration hémodynamique par
rapport aux porcs du groupe contrdle et la FAPC n’a pas permis non plus d’atténuer les
altérations microcirculatoires, endothéliales et inflammatoires liées au sepsis. Les
perturbations en rapport avec la coagulation et le stress oxydatif étaient méme plus
importantes dans le groupe FAPC (124). La deuxiéme publication a comparé les effets de
la FAPC et de I’hémofiltration sur la repolarisation cardiaque au cours du méme mod¢le
de choc septique porcin hyperkinétique (125). Les résultats sont en faveur de

I’hémofiltration qui serait capable d’épurer des médiateurs inflammatoires impliqués
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dans le ralentissement de la repolarisation cardiaque alors qu’aucun effet similaire n’a été

observé avec la FAPC (125).

Principales études cliniques

Claudio Ronco a publié¢ en 2002 une étude pilote, prospective et randomisée en
deux groupes crois¢€s, €valuant l'efficacité clinique et biologique de la FAPC (28). Dix
patients de réanimation avaient ¢té inclus. Tous présentaient un choc septique
hyperdynamique associé¢ a un AKI oligurique nécessitant une épuration extra-rénale. Le
score APACHE II calculé était de 27,6 = 1,8. Ces patients bénéficiaient alors, dans un
ordre aléatoire, d'une séance de FAPC durant dix heures et d'une hémodiafiltration veino-
veineuse continue (HDFVVC) durant les dix heures suivantes, espacées d'une période
libre nocturne. Les paramétres hémodynamiques de pression artérielle et de posologie de
vasopresseurs étaient évalués. Des paramétres immunologiques étaient également étudiés,
par la mesure des concentrations plasmatiques de TNF-a et d'IL-10, mais également par
l'analyse de la réponse immunitaire des leucocytes des patients traités (production de
TNF-a par les monocytes, stimulation de leucocytes témoins par le plasma de patients
traités par FAPC). Une réduction du niveau d'immunoparalysie était recherchée. Les
auteurs ont rapporté une réduction significative de la consommation des vasopresseurs et
une augmentation de la pression artérielle moyenne dans le groupe FAPC. Alors que les
taux mesurés de TNF-a et d'IL-10 en aval de la résine adsorbante étaient indétectables,
les auteurs n'ont pas mis en évidence de réduction des taux sanguins de ces cytokines.
Cela n’est pas étonnant si I’on prend en compte les hypothéses physiopathologiques de
Patrick Honoré détaillées précédemment. Enfin, cette étude a montré que le traitement
par FAPC permettait de restaurer une réponse immunitaire a la stimulation endotoxinique

(28).

Une seconde étude, prospective et en intention de traiter, sur des patients en choc
septique présentant ou non une insuffisance rénale et traités par FAPC a par la suite été
réalisée. Douze patients, admis en réanimation pour un choc septique nécessitant une

ventilation mécanique, ont bénéficié de plusieurs séances de FAPC. Plusieurs parametres
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hémodynamiques (pression artérielle moyenne, index cardiaque, résistances vasculaires
périphériques) et respiratoires (rapport PaO,/Fi0;) étaient évalués au début puis a la fin
des séances. Une amélioration significative de ces parameétres apres FAPC a été rapportée

par cette étude (119).

Ces deux études cliniques ont surtout mis en évidence une sécurité d'application de
la FAPC. Ainsi, dans I'étude menée par Ronco et al., aucun effet secondaire lié a la
technique n'a été observé sur une durée totale de cent heures de traitement (28). La
seconde étude, publiée par Formica et al., n’a également pas rapporté de complication du
traitement (119). Notre équipe a également montré l'application clinique de la technique

de FAPC, illustrant cette simplicité de mise en ceuvre (115).

En 2008, nous avons également publié¢ une revue de la littérature sur ce sujet (126).
Une recherche dans la base de données Medline a été effectuée sur la période 1984 a
2008. Les mots clés utilisés étaient "coupled plasmafiltration”, "coupled plasma
filtration", "adsorption", "blood purification", "cytokines" et "sepsis". Les articles
anglophones et francophones relatifs & une technique de purification sanguine
extracorporelle par adsorption couplée a une filtration plasmatique au cours du choc
septique ont été sélectionnés. Les publications traitant de 1'épuration par hémoadsorption
sur une résine adsorbante sans séparation plasmatique étaient exclues. Les articles de
revue, les cas cliniques ainsi que les études cliniques et expérimentales étaient retenues.
La bibliographie de ces publications ¢était analysée a la recherche de sources
additionnelles. Parmi treize publications identifiées abordant la technique de FAPC, neuf
articles essentiels ont été retenus. Ceux-ci sont présentés dans le tableau 11. Quatre
articles de revue et actes de congres présentant des informations redondantes par de
mémes auteurs ont par ailleurs été exclus. Les niveaux de preuve des études cliniques

sont définis selon le type de méthodologie expérimentale employée.
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TABLEAU 11. Principales publications concernant la technique de FAPC issues de l'analyse de
la littérature et niveaux de preuve des ¢tudes cliniques définis selon le type de protocole
expérimental (d’apres (126)).

Auteur et année Type de publication Parameétre principal évalué Niveau  de

(référence) Preuve

Tetta 1998 (122) EE in vitro Adsorption des cytokines NA

Tetta 2000 (123) EE animale Survie a 72h NA
contrdlée

Ronco 2002 (28) ECR Paramétres hémodynamiques et Niveau Il

réponse leucocytaire

Formica 2003 (119) ECNC Paramétres hémodynamiques Niveau III

Mariano 2004 (118)  ECR Anticoagulation par citrate Niveau 111

Ronco 2003 (116) Revue NA

Formica 2007 (114)  Revue NA

Page 2007 (115) Cas clinique Application clinique Niveau V

Bellomo 2003 (127)  Revue NA

EE = étude expérimentale ; ECR = essai contr6lé randomisé ; ECNC = essai clinique non
contr6lé ; NA = non applicable.
Niveau | = large ECR avec résultats significatifs ; niveau II = petits ECR aux résultats incertains ;
niveau III = essais non randomisés ; niveau [V = études rétrospectives ; niveau V = séries de cas,

cas cliniques.
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Tres récemment, Lentini et al. (équipe de Claudio Ronco) ont cherché a comparer
sur le plan clinique les deux techniques de purification sanguine utilisées dans ce
département a Vicenza en Italie. Aucune différence n’a été observée sur le plan
hémodynamique entre la « pulse high-volume hemofiltration » et la FAPC sur ce petit
collectif de 8 patients évalués en cross-over (128).

Les travaux de Ronco et al. en 2002 avaient suggéré un effet de la FAPC sur la
fonction immunitaire, au-dela de la simple épuration de certains médiateurs
inflammatoires. Une équipe chinoise a récemment rapporté des données semblables au
cours d’une petite étude pilote en self cross over sur 7 patients. L expression ’HLA DR
par les monocytes augmentait apres FAPC (84,32 % + 4,63 % vs 73,65 % + 11,52 %, p =
0,037) alors qu’il n’y avait pas de changement apres hémofiltration a haut débit (p >
0,05). De méme, la production spontanée de TNF-a et la réponse leucocytaire a la
stimulation endotoxinique étaient augmentées apres FAPC alors qu’elles ne changeaient
pas avec I’hémofiltration a haut débit. Les auteurs proposent donc en conclusion une
amélioration de la capacité a présenter 1’antigéne aprés FAPC de méme qu’une
restauration de la réponse leucocytaire, suggérant ainsi un role potentiellement bénéfique

de la FAPC au cours du syndrome de défaillance viscérale (129).

Perspectives

La FAPC est aujourd’hui une technique que ’on peut considérer encore comme
récente et dont le développement semble relativement lent. Seulement une vingtaine de
publications importantes ont été rapportées en un peu plus de 10 ans. Néanmoins, ces
premicres études ont montré des résultats intéressants. Bien que les effectifs de ces études
soient de faible taille, une amélioration hémodynamique a été¢ mise en évidence plusieurs
fois. D'autres résultats sont bien sur nécessaires pour préciser la place de la FAPC dans
I’arsenal des techniques de purification sanguine existant de nos jours. Une étude multi-
centrique a débuté en Italie en décembre 2006. Cette étude, baptisée COMPACT (pour
COMbining Plasmafiltration and Adsorption Clinical Trial) a pour objectif de comparer

l'effet sur la mortalité de 1’adjonction ou non d’un traitement par FAPC a une prise en
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charge médicale standard du choc septique. Elle inclut des patients admis en réanimation

pour un choc septique ou développant un choc septique au cours de leur hospitalisation.

La pharmacocinétique de molécules thérapeutiques au cours des traitements par
FAPC doit par ailleurs étre étudiée. La fixation sur la résine des différentes classes
d'agents anti-infectieux est peu connue. Or, une adsorption importante d'antibiotiques ou
d'antifongiques peut conduire a des concentrations plasmatiques insuffisantes et se
traduirait par une inefficacité sur les micro-organismes responsables du sepsis. La
détermination de l'adsorption des principaux agents anti-infectieux est donc nécessaire
pour proposer des adaptations posologiques ou recommander un monitorage biologique
des concentrations de certains agents lors de l'application d'une épuration par FAPC.
L'identification éventuelle d'une €limination délétere d'oligoéléments et de vitamines

pourrait également permettre de proposer une substitution lors des séances de FAPC.

D'autres études doivent apprécier la place de la FAPC dans l'arsenal thérapeutique
des états septiques. L'importance d'une instauration précoce et le nombre de séances

restent encore a préciser.

Conclusion

La FAPC ou CPFA, basée sur l'adsorption des médiateurs de l'inflammation,
pourrait étre une technique prometteuse. L'application de cette thérapie a la phase précoce
du choc septique semble améliorer les parametres hémodynamiques des patients.
Pourtant, des arguments soutenant 1'efficacité de la technique sont encore nécessaires et
des études en cours permettront probablement de préciser le role de la FAPC dans

I'amélioration du pronostic des états septiques graves.
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2) L’hémoadsorption

Généralités

Nous avons rapporté précédemment que I'un des responsables du taux de
mortalité si ¢levé du choc septique est 1’endotoxine, au travers de la réponse
inflammatoire systémique de I’hote qu’elle génére. L’endotoxine en elle-méme ne semble
pas intrinséquement toxique, ¢’est la non adéquation de la réponse inflammatoire générée
qui est aujourd’hui percue comme responsable de I’évolution vers le syndrome de
défaillance multiviscérale et le déces. A ce propos, on comprend pourquoi les
antibiotiques bactéricides peuvent exacerber temporairement cette réponse inflammatoire
en lysant les bactéries et en libérant ainsi de nouvelles endotoxines qui sont des

composants de la paroi des bactéries a gram négatif.

L hémoadsorption, appelée aussi « direct hemoperfusion » en anglais, consiste a
mettre un dispositif adsorbant en contact direct avec le sang au sein d’un circuit
extracorporel. Les matériaux adsorbants non spécifiques, tels que charbons et résines,
attirent les solutés via différents types de forces incluant interactions hydrophobiques,
attractions ioniques (ou électrostatiques) et forces de van des Waals. Il a clairement été
montré que les médiateurs inflammatoires et les endotoxines pouvaient efficacement étre
pris pour cibles par cette technique (130,131). Dans certains cas, I’hémoadsorption est
davantage focalisée sur I’épuration des endotoxines plutot que les cytokines. En effet,
I’hémoadsorption utilisant des fibres de polymyxine B est la technique la plus utilisée et
probablement la plus efficace aujourd’hui pour épurer les endotoxines du sang d’un
patient septique. La polymyxine B est un polypeptide basique cyclique qui agit comme
un détergent de surface cationique pouvant altérer la perméabilité de la membrane des
bactéries a gram négatif. Cet agent a une haute affinité pour le lipide A, I'un des
composants de 1’endotoxine. La polymyxine B est néphrotoxique et neurotoxique et ne
peut donc pas étre injectée dans la circulation systémique. En conséquence, le seul moyen
pour bénéficier de ces effets d’adsorption sur I’endotoxine est 1’utilisation d’un circuit

extracorporel.
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La polymyxine B est attachée de facon covalente a une fibre insoluble de
polystyrene a-chloracétamide-methylé via son groupe amine. La quantité de polymyxine
B relarguée dans le sang depuis la fibre est infime, aboutissant a des niveaux de
concentration non toxiques. Thrombopénies et leucopénies transitoires sont les
principaux effets secondaires de cette thérapie. De nombreuses €tudes expérimentales ont
montré ’efficacité de I’hémoadsorption a la polymyxine B pour épurer I’endotoxine
(130,132). Cependant, la production de cytokines n’est pas complétement éliminée avec
cette thérapie, suggérant que des composants bactériens autres que I’endotoxine

pourraient également contribuer a la réponse inflammatoire systémique.

Cette technique n’est pas récente. Depuis 1994, ’hémoperfusion directe a la
polymyxine B (Toraymyxin, Toray industries, Tokyo, Japon) est largement utilisée au
Japon en tant que technique de purification sanguine pour épuration des endotoxines. Les
séances d’hémoadsorption a la polymyxine B sont d’ailleurs remboursées par la sécurité
sociale japonaise (133). La colonne adsorbante est un tube en polypropyléne de 170 mL
contenant 53 g de fibres de polystyréne attachés de fagon covalente a 370 mg de
polymyxine B (7 mg de polymyxine B / 1 g de fibre). Les sessions d’hémoadsorption a
la polymyxine B sont habituellement conduites sur une durée de 2 h, une a deux fois par
jour, avec un débit sang de 100 mL/min. Les différents anticoagulants a disposition
peuvent étre utilisés. Cependant, I’hémoadsorption est toujours au stade de 1’évaluation
en Europe et aux Etats-Unis en raison du manque de preuves concernant ses effets

bénéfiques sur le devenir des patients.

Etudes cliniques avec la polymxyxine B

La plus grosse étude jamais réalisée concernant 1’hémoadsorption vient
récemment d’étre publiée par Cruz et al. (équipe de Claudio Ronco) dans la revue JAMA
(134). L’étude EUPHAS (Early Use of Polymyxin B Hemoperfusion in Abdominal

Sepsis) est une étude prospective, multicentrique, randomisée, contrdlée qui s’est
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déroulée dans 10 réanimations italiennes entre décembre 2004 et décembre 2007. 64
patients en sepsis sévere ou choc septique en rapport avec une infection intra abdominale
ont été¢ randomisés dans les 6 h suivant leur intervention chirurgicale abdominale. 30
patients ont été inclus dans le groupe thérapie conventionnelle et 34 patients ont été
inclus dans le groupe traitement conventionnel plus 2 sessions d’hémoadsorption a la
polymyxine B. Les sessions d’hémoadsorption duraient 2 h et la deuxiéme session devait
étre réalisée 24 h apres la fin de la premiere session. L’hémodynamique du groupe
hémoadsorption était améliorée a 72 h avec une réduction des besoins en amines
vasopressives alors que cela n’a pas été le cas dans le groupe conventionnel. Les
parametres d’oxygénation tels que le rapport PaO,/FiO, étaient également meilleurs dans
le groupe hémoadsorption. Le score SOFA ¢était aussi amélioré mais le principal résultat
reste la mortalité a 28 j qui était diminuée de fagon drastique pour atteindre 32 % dans le
groupe hémoadsorption contre 53 % dans le groupe contréle (hazard ratio: 0,36

intervalle de confiance a 95 % : 0,16 — 0,80) (134).

Cette étude reste néanmoins trés controversée et les conclusions doivent étre
prises avec la plus grande prudence. D’abord, 1’étude a été élaborée pour déterminer si
I’hémoadsorption avec polymyxine B améliorait ou non I’hémodynamique de cette
population cible. Le critére mortalité était seulement un critére secondaire et compte tenu
des différences hémodynamiques observées, certes statistiquement significatives mais
non spectaculaires, il est surprenant d’obtenir une telle réduction de mortalité a 28 jours :
11/34 (32 %) pour le groupe hémoadsorption contre 16/30 (53 %) pour le groupe
conventionnel (p=0,03). L étude a cependant été arrétée avant son terme car il a été jugé
non ¢thique de priver les autres patients du traitement. Cette décision est extrémement
discutable car basée sur I’analyse d’un parametre secondaire. Il est d’ailleurs intéressant
de noter qu’un devenir différent pour un seul patient aurait annulé la significativité
statistique des résultats concernant la mortalité (135). On pourrait méme ajouter que
I’arrét prématuré de cette étude a en fait malheureusement privé la communauté
scientifique de données plus robustes concernant ce traitement. Enfin, le caractére
controlé de 1’étude est a remettre en cause lorsque 1’on constate que les parameétres

hémodynamiques et respiratoires ont en fait simplement été analysés séparément, au sein
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de chacun des 2 groupes, entre la 72°™ heure et le temps de base. Les valeurs a 72 h

n’ont en effet pas été comparées entre les groupes (sauf pour le score SOFA).

Bien qu’a prendre donc avec précaution, cette étude s’ajoute cependant a d’autres
travaux ayant montré des résultats intéressants avec 1’hémoadsorption (136,137). En
2005, Jean-Louis Vincent et al. ont publié¢ une étude pilote, multicentrique, randomisée,
contrdlée chez 36 patients en choc septique secondaire a une infection bactérienne. 19
patients étaient alloués au traitement standard et 17 bénéficiaient en plus d’une séance de
2 h d’hémoadsorption a la polymyxine B. Les concentrations en endotoxines et en IL-6
n’étaient pas différentes entre les groupes dans les 24 h qui suivirent le début de la prise
en charge. En revanche, les patients traités par hémoadsorption présentaient une
amélioration hémodynamique franche (augmentation de I’index cardiaque et de 1’index
de travail systolique du ventricule gauche) ainsi qu'une amélioration de la fonction de
transport de 1’oxygene. Les besoins en EER continue aprés 1’étude étaient par ailleurs
diminués dans le groupe hémoadsorption (P = 0,043) et aucun effet secondaire lié a la
technique n’avait été rapporté (138). Ces effets bénéfiques de 1’hémoadsorption dans
cette indication ont récemment été également rapportés par une revue systématique de la
littérature ayant poolé 28 publications (1425 patients dont 978 ayant bénéficié de
I’hémoadsorption a la polymyxine B et 447 ayant bénéficié d’un traitement
conventionnel) (139). En effet, bien que Cruz et al. mettent en avant la qualité médiocre
(nombreux biais méthodologiques, absence d’aveugle) de la plupart des études
disponibles dans la littérature, des effets positifs sont rapportés sur la pression artérielle,
les besoins en amines, les échanges gazeux et méme la mortalité (139). Cette revue
insiste donc sur la nécessité de réalisation d’autres travaux plus rigoureux afin de mieux
préciser les effets réels de I’hémoadsorption en tant que traitement adjuvant du choc
septique. Une large étude multicentrique, similaire a 1I’étude EUPHAS, vient d’ailleurs de

démarrer aux Etats-Unis.
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Notre expérience de I’hémoadsorption

L’hémoadsorption est tres utilisée en pratique clinique au Japon. En Europe et aux
Etats-Unis, son développement est moins avancé et son utilisation est limitée au cadre

d’études cliniques ou expérimentales.

Le laboratoire CRISMA (Clinical Research, Investigation, and Systems Modeling in
Acute Illness) du département de réanimation de 1’Université de Pittsburgh aux Etats-
Unis travaille sur le développement d’une nouvelle colonne d’hémoadsorption pour le
traitement des patients en choc septique. De nombreuses études sont donc réalisées au
sein de cette équipe pour le développement de cette colonne adsorbante (in vitro, ex vivo,
animales, humaines). Plusieurs départements de 1’Université de Pittsburgh travaillent en
étroite collaboration sur ce projet (bioingénierie, réanimation, chirurgie, médecine,
biostatistiques, mathématiques). La compagnie Cytosorb'™ est le laboratoire qui
développe ces cartouches de billes adsorbantes de nature polymérique (divinylbenzeéne)
en vue de réaliser cette colonne d’hémoadsorption. Une étude clinique est en cours en
Allemagne et des travaux expérimentaux d’optimisation des billes adsorbantes sont

effectués en parallele a Pittsburgh.

La technologie Cytosorb™ ne cible pas 1’endotoxine. Il a été montré en 2004 une
¢limination rapide in vitro et in vivo de plusieurs cytokines inflammatoires avec ce
produit (131). Des travaux in vivo chez le rat ont également été effectués par la suite. 33
rats septiques (modele de ligature ponction cacale) ont été randomisés en 2 groupes 20 h
apres la ligature ponction caecale. 17 rats bénéficiaient d’une circulation extracorporelle
avec passage du sang dans une mini colonne hémoadsorbante et 16 rats appelés rats
témoins bénéficiaient de la circulation extracorporelle sans hémoadsorption. Les
concentrations en TNF-a, IL-1 B, IL-6 et IL-10 étaient significativement plus faibles dans
le groupe hémoadsorption a la fin du traitement et cette différence persistait 6 h apres le
traitement (Figure 10). La pression artérielle moyenne des rats du groupe hémoadsorption
était également meilleure (Figure 11). Enfin, la survie moyenne était plus longue pour les

rats du groupe hémoadsorption (720 vs 381 min, p = 0,02) et la survie globale (12 h apres
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randomisation) était également meilleure (11/17 vs 2/16, hazard ratio : 2,87 ; intervalle de

confiance a 95 % : 1,19 — 7,26 ; p<0,01) (figure 12) (140).

FIGURE 10. Effets de I’hémoadsorption sur I’élimination des cytokines (mean + SEM, pg/mL).
Hémoadsorption en noir, témoin en blanc. Les 4 cytokines ont montré des différences
significatives au cours du temps et entre les groupes. * hemoadsorption vs témoin (p<0,05) et
en comparaison par rapport a la concentration de base (p<0,05) (d’apres (140)).
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Figure 11. Effets de ’hémoadsorption sur la PAM (mean £ SEM, mmHg). Hémoadsorption en
pointillés, témoin en continu. La PAM ¢tait significativement différente au cours du temps et
selon les groupes (p<0,01). * hemoadsorption vs témoin (p<0,05) et + en comparaison par rapport
a la concentration de base (p<0,05) (d’apres (140)).
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Figure 12. Effets de ’hémoadsorption sur la survie a court terme. La période d’observation allait
du début de I’intervention jusqu'a 12 h aprés. Hémoadsorption en pointillés, témoin en continu.
La survie moyenne était significativement meilleure dans le groupe hémoadsorption (p = 0,02) et
la survie globale (jusqu'a 12h) était significativement améliorée (p<0,01) (d’apres (140)).
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La partie ex vivo est aussi intéressante. Le laboratoire fournit différentes mini-

colonnes d’hémoadsorption (I mL d’espace mort) et nous testons ces mini colonnes au

sein d’un circuit extracorporel miniaturisé. Du sang est prélevé chez des malades en choc
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septique hospitalisés en réanimation et le sang passe ensuite dans ces -circuits
extracorporels miniaturisés. Bien sur le sang ne retourne pas au malade apres la fin de
I’expérience. L’objectif est d’étudier I’effet des mini colonnes d’hémoadsorption sur les
différents parametres de I’inflammation (cytokines inflammatoires, marqueurs de surface

des leucocytes dont I’expression est quantifiée par cytométrie en flux).

La premicre étape de ce projet a d’abord consist¢ a élaborer un circuit
extracorporel expérimental miniaturisé, ex vivo, clos (141). A des fins de recherche, les
circuits ex vivo sont fréquemment utilisés car ils permettent I’évaluation d’hémofiltres, de
dialyseurs, de cartouches d’adsorption ou autres outils sans exposition a un animal ou a
un patient et ils peuvent étre miniaturisés permettant ainsi un rapide screening des
produits (142-146). Le sang est habituellement placé dans un réservoir et circule alors en
circuit fermé avec de multiples passages au travers du produit étudié. Les réglages de ce
genre de circuit ne sont absolument pas standardisés et les conditions expérimentales
varient d’une étude a 1’autre (142-146). Ces circuits ex vivo extracorporels sont aussi sous
I’influence d’une activation inflammatoire due a des conditions environnementales
spéciales telles que le circuit artificiel (tubes, lignes, réservoir), la température extérieure,
le mouvement du sang et I’interface sang/air. Cependant, si I’on veut évaluer des produits
de purification sanguine en utilisant ces circuits, il est important d’établir des conditions
qui entrainent 1’activation inflammatoire la moins importante possible puisque cette
activation peut interférer avec voire masquer les effets du produit lui-méme. Les
variables étudiées étaient des marqueurs de la réponse inflammatoire (concentrations
sériques en cytokines, marqueurs de surface des leucocytes étudiés en cytométrie de flux,
compte différentiel des leucocytes). L’objectif de cette étude a donc été d’optimiser sur le
plan inflammatoire un circuit extracorporel miniature ex vivo en minimisant I’activation

inflammatoire propre liée au circuit.

L’un des paramétres connu pour avoir un impact sur I’activation des cellules
inflammatoires est la température du sang lors de son passage dans le circuit ex vivo.
Dans les circuits ex vivo, la température a laquelle doit étre effectuée 1’expérience n’est

pas déterminée clairement dans la littérature. La manipulation doit-elle étre effectuée a
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température corporelle (ce qui implique la présence d’un réchauffeur dans le circuit) ou
bien a une autre température (par exemple la température ambiante de la piece) ?
Conserver la température du sang a 37 °C a I’aide d’un réchauffeur apparait comme étant
physiologique. Cependant, si maintenir la température corporelle en ex vivo est pro
inflammatoire en soi, alors cet effet pourrait perturber I’évaluation du produit censé étre
étudié. D’autre part, ’hypothermie (température ambiante = 20°C) est connue pour avoir
des effets anti-inflammatoires, inhibant la réponse leucocytaire apres certaines agressions
tissulaires telles que I’ischémie cérébrale ou 1’agression hépatique (147-149). Par
conséquent, au cours de cette étude, nous avons évalué¢ I'influence de différentes
températures du sang sur la production de cytokines et 1’expression de marqueurs de

surface des leucocytes dans un modele de circuit extracorporel miniaturisé.
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Matériels et méthodes

L’étude a été approuvée par le “University of Pittsburgh Institutional Review
Board”. Aprés obtention d’un consentement éclairé, 20 volontaires sains ont donné leur
sang. Les volontaires sains étaient définis comme étant 4gés de plus de 18 ans, n’étant
pas enceinte, pesant au moins 50 kg, et n’ayant pas de probleémes médicaux de type
anémie, hémophilie, de problémes médicaux chroniques, ou d’infection aigu¢ dans les 2

semaines précédant le prélevement.

Le sang était collecté dans des tubes sodium héparinés. La ponction sanguine était
réalisée dans un local adapté par un personnel qualifié. L’expérience a consisté a faire
circuler le sang dans 3 conditions expérimentales différentes pendant 4 heures: 1. Un
circuit ex vivo miniaturisé équipé d’un réchauffeur réglé a 37 °C; 2. Le méme circuit
sans le réchauffeur (sang a température ambiante) ; et 3. Prélévement sanguin placé dans
un incubateur a 37 °C (pas de circuit). Ces 3 conditions expérimentales sont représentées

sur la figure 13.

Le circuit extracorporel était constitu¢ de lignes en polyéthyléne (IntramedicTM,
Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), d’un tube de 15 mL servant
de réservoir de 10 mL (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA),
d’autres lignes en silicone et d’une mini pompe (Control Company, Friendswood, TX,
USA) réglée pour obtenir un débit sang de 0,75 mL/min. De 1’héparine non fractionnée
(Heparin Sodium for Injection, USP, Hospira, Inc., Lake Forest, IL, USA) était ajoutée au
sang avant le début de chaque expérience avec comme objectif de concentration

10 UI/mL.
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Figure 13. Les 3 conditions expérimentales : circuit extracorporel avec réchauffeur, circuit sans
réchauffeur, tube placé dans un incubateur a 37 °C (pas de circuit) (d’apres (141)).
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Pour le dosage des cytokines, le sang était prélevé du circuit a 1’aide d’une pipette
depuis le réservoir ou bien a partir de tube placé dans I’incubateur aux différents temps
suivants : temps de base, 15 min, 1, 2 et 4 heures. Les prélévements étaient
immédiatement centrifugés a 1500 tours par minute pendant 5 minutes, le plasma était
ensuite retiré et placé dans des eppendorfs (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) au
congélateur a -80 °C jusqu’a la mesure. Les concentrations en granulocyte macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF), tumor necrosis factor (TNF), et en interleukines
(IL) -1 B, IL-6, IL-8, and IL-10 étaient mesurées en double via la technique Luminex®.
Les analyses étaient effectuées avec un Bio-Rad Bio-Plex™ 200 Protein Array System
avec le software Bio-Plex Manager™ 4.0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Les limites de détection étaient les suivantes : 3,1 pg/mL pour GM-CSF, 6,7 pg/mL pour
IL-1 B, 1,6 pg/mL pour IL-6, 3,8 pg/mL pour IL-8, 2,3 pg/mL pour TNF, 4,1 pg/mL pour
IL-10. Pour vérifier si le temps entre la ponction sanguine chez le volontaire sain et le
début de I’expérience (entre 20-30 min) avait une influence sur les mesures des
concentrations en cytokines (la température du sang décroit juste apres le prélevement,
puis ré-augmente lors de [1’utilisation du réchauffeur), nous avons réalis€ une
manipulation supplémentaire ou chaque prélévement sanguin a partir du volontaire sain
était séparé en 3 tubes. Un tube était placé immédiatement dans I’incubateur a 37 °C
(pour cette expérience, le prélevement était effectué au laboratoire, devant 1’incubateur),
un tube était placé dans I’incubateur apres avoir été¢ laissé a température ambiante
pendant 1 heure, et le tube restant était laissé a température ambiante pendant la totalité
de la manipulation. Des prélévements pour mesure de la concentration en cytokines

¢taient effectués régulierement pendant 4 h.

Pour la mesure de I’expression des marqueurs de surface des leucocytes, réalisée
par cytométrie en flux, le sang était prélevé du circuit a 1’aide d’une pipette depuis le
réservoir ou bien a partir de tube placé dans I’incubateur aux différents temps suivants :
temps de base, 2 et 4 heures. Les globules rouges étaient lysés a 1’aide d’une solution
lysante appelée BD Pharm Lyse™ lysing solution (Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA) et lavés avec une solution de serum bovin d’albumine a 1 %.

Les récepteurs Fc étaient bloqués avec un exceés d’IgG. Les cellules dont les marqueurs
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de surface devaient étre étudiés étaient incubées avec I’anticorps approprié et fixées dans
une solution de paraformaldehyde a 1 % avant analyse par un Beckman Coulter XL-
MCL. Tous les anticorps provenaient de Becton Dickinson and Company, excepté
hTACE (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) et I’Annexine V (Millipore, Billerica,
MA, USA). Les cellules dont I’expression du NFkB était mesurée étaient traitées par un
cycletest Plus Kit (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) selon les
recommandations de la compagnie avant d’étre marquées par un anticorps anti-NFkB
(Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA). Toutes les données étaient
analysées avec le logiciel FCS Express (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA). Les
cellules polynucléées et les monocytes étaient séparés selon leur différence de taille.
HLA-DR, CD 11b, CD 11a, CD 62L, TACE, et I’expression de NFkB étaient mesurés
avec la moyenne géométrique de I’intensité de fluorescence. L’apoptose était mesurée
selon le pourcentage de cellules positives pour le marquage annexine V avec le

propidium iodide excluant les cellules nécrotiques.

Pour I’analyse statistique, les concentrations en cytokines étaient comparées entre
les 3 groupes avec un test exact de Kruskal-Wallis. S’il y avait une différence globale
significative, le test exact de Wilcoxon Rank Sum était utilisé pour la comparaison par
paires. Pour les marqueurs de surface des leucocytes, nous avons réalisé¢ une analyse a
mesures répétées sur le logarithme naturel de la donnée en utilisant 1’approche GEE
(Generalized Estimating Equations) afin d’estimer la corrélation entre les mesures
répétées. Les modeles incluaient le groupe, le temps et leur interaction en tant que
variables indépendantes. Si I’effet groupe changeait significativement au cours du temps
(c’est a dire que I’effet « interaction temps-groupe » était statistiquement significatif), la
différence entre les groupes ¢était alors estimée a chaque temps. Pour la manipulation
supplémentaire comparant le sang placé immédiatement dans 1’incubateur ou bien ayant
¢été laissé a température ambiante pendant une heure, nous avons réalisé un test exact de
Wilcoxon Signed Rank pour les données pairées afin d’évaluer 1’effet groupe. Enfin, le
test exact de Wilcoxon Signed Rank était aussi réalis¢ pour la comparaison de

I’expression du NFkB. Les données sont exprimées selon moyennes + DS. Une valeur de
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p<0,05 était considérée comme statistiquement significative. L’analyse statistique a été

réalisée a I’aide du logiciel SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Résultats

Aucun phénomene de coagulation n’a été observé pour I’ensemble des conditions
expérimentales étudiées. Pour la condition 1, circuit avec réchauffeur, la température du
sang était mesurée entre 28 °C a la surface et 35 °C au fond du réservoir. Pour la
condition 2, circuit sans réchauffeur, la température du sang était de 23 °C (température
de la piece). Enfin, pour la condition 3, absence de circuit, incubateur, la température du

sang était maintenue a 37 °C.

Les concentrations en cytokines ont augmenté au cours du temps dans les 3
conditions expérimentales. A température ambiante, 1’augmentation était insignifiante
pour GM-CSF et IL-10 ou seulement trés 1égeére pour les autres cytokines étudiées, de <
6,7 2 8,9 + 3,1 pg/mL pour IL-1 B, de < 1,6 a 3,3+ 1,7 pg/mL pour IL-6, de 4,5 + 1,3 a
107 £+ 84 pg/mL pour IL-8 et de <2,3 a 11 £+ 6 pg/mL pour TNF. En revanche, pour les 2
autres conditions expérimentales, nous avons observé une élévation trés marquée des
concentrations en cytokines, atteignant a T4h 42 + 15 pg/mL pour GM-CSF, 221 +
108 pg/mL pour IL-1 B, 1126 + 451 pg/mL pour IL-6, 3902 + 2360 pg/mL pour IL-8 et
520 £ 392 pg/mL pour TNF dans le circuit équipé du réchauffeur. A T4h, les
concentrations en cytokines les plus élevées étaient observées au cours de la condition 3
(incubateur seulement). Les concentrations en cytokines étaient statistiquement
différentes entre les différentes conditions a T2h et T4h pour toutes les cytokines étudiées

excepté pour IL-10 qui était différente seulement a T4h (Figure 14).

Des différences dans I’expression des marqueurs de surface des leucocytes étaient
également observées entre la condition 2 et les 2 autres conditions « chauffées ». La
différence entre ces conditions changeait de fagon significative au cours du temps pour
I’expression de CD11b par les polynucléaires (p<0,0001), d’HLA-DR par les monocytes
(»=0,0019) et de CD 11a par les polynucléaires (p<0,0001). Aucune différence n’était en
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revanche observée entre les 3 conditions pour I’expression de CD62L et TACE.
L’évolution de I’expression d’annexine V était aussi différente au cours du temps entre
les 3 groupes (p=0,0178 pour les monocytes et p=0,0011 pour les polynucléaires).

L’expression des marqueurs de surface des leucocytes est représentée sur la figure 15.

Concernant la manipulation supplémentaire conduite pour déterminer si la
variation de température avait une influence sur les résultats précédents, nous n’avons pas
observé de différence statistiquement significative en termes de production de cytokines
entre les tubes placés immédiatement apres prélévement dans 1’incubateur et ceux placés
dans D’incubateur aprés avoir été laissés a température ambiante pendant une heure,
excepté pour IL-8 et IL-6 a T1h et T2h (figure 16). La aussi, I’activation inflammatoire la
moins importante était observée avec la température du sang maintenue a température

ambiante.

Enfin, dans I’optique de mieux comprendre les mécanismes responsables des
changements des concentrations en cytokines engendrées par le facteur température, nous
avons mesuré 1’expression du NFkB. L’expression de NFkB était moins importante dans
le circuit gardé a température ambiante par rapport aux 2 conditions chauffées mais cela

n’était pas statistiquement différent (Figure 17).
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FIGURE 14. Concentrations sériques en cytokines au cours du temps (pg/mL) (d’apres (141)).
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Noir : circuit a 23 °C. Gris : circuit a 37 °C. Blanc : pas de circuit, sang a 37 °C. Les données sont
exprimées en moyennes £ DS.

Statistiques :
* = p<0,05 avec test exact de Kruskal-Wallis pour la différence globale entre les 3 groupes.
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T = p<0,05 avec test exact de Wilcoxon Rank Sum pour la comparaison entre pas de réchauffeur
et incubateur.
1 = p<0,05 avec test exact de Wilcoxon Rank Sum pour la comparaison entre réchauffeur et

incubateur.
1 =p<0,05 avec test exact de Wilcoxon Rank Sum pour la comparaison entre réchauffeur et pas

de réchauffeur.
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FIGURE 15. Expression des marqueurs de surface des leucocytes mesurée par cytométrie en flux
(moyenne géométrique de I’intensité de fluorescence) (d’apres (141)).
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moyennes + DS. Statistiques : * = p<0,05 pour I’interaction groupe X temps avec 1’approche GEE.

1 = p<0,05 pour la comparaison entre pas de réchauffeur et incubateur a chaque temps.
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FIGURE 16. Concentrations sériques en cytokines au cours du temps (pg/mL) (d’apres (141)).
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Noir : pas de circuit, 23 °C. Gris : pas de circuit, 37 °C immédiatement aprés prélévement. Blanc

: pas de circuit, sang laissé a température ambiante (23 °C) pendant 1 h puis placé a 37 °C. Les

données sont exprimées en moyennes + DS. Statistiques : * = p<0,05 pour la comparaison entre
37 °C immédiatement apres prélévement ET sang laissé a température ambiante (23 °C) pendant
1 h puis placé a 37 °C, utilisant un test exact de Wilcoxon Signed Rank.
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FIGURE 17. Expression du NFkB mesurée par cytométrie en flux (moyenne géométrique de
I’intensité de fluorescence) (d’apres (141)).
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moyennes = DS. Statistiques : test exact de Wilcoxon Signed Rank.
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Discussion

Dans cette étude ex vivo, nous avons prélevé du sang chez 20 volontaires sains et
nous avons étudi¢ I’expression des cytokines et des marqueurs de surface des leucocytes
lors de la circulation du sang dans un circuit extracorporel miniaturisé¢ pendant 4 h. Nous
avons évalué l’influence de la température du sang sur ces parametres et trouvé que
travailler a température ambiante aboutissait a la production de cytokines la moins
importante. Nous avons aussi observé une modification de I’expression de différents
marqueurs de surface des leucocytes impliqués dans la migration, I’adhésion et la
présentation d’antigéne lorsque le sang circulait dans le circuit a température ambiante

par rapport au sang circulant dans le circuit chaufté.

Il est établi que I’exposition du sang a des matériaux artificiels entraine une
activation des leucocytes (150). L’adsorption des protéines sur les matériaux exogenes
initie une série de réactions incluant adhésion des plaquettes, coagulation et inflammation
(151). Cette réaction inflammatoire, partie de la bioincompatibilité du circuit, peut étre
délétere en entrainant différentes dysfonctions d’organes (cytotoxicité des cytokines sur
les tissus) (150,152). Au cours de la derniere décennie, la recherche médicale s’est
efforcée de développer différentes stratégies pour atténuer cette réponse inflammatoire.
L’héparine a d’abord été suggérée comme revétement de surface des circuits en raison de
sa capacité a réduire 1’activation cellulaire et protéique (153,154). Aujourd’hui, les
biomatériaux polymériques sont utilisés pour le revétement des circuits cardio-
pulmonaires utilisés lors des pontages coronariens parce qu’ils sont hautement
biocompatibles (inhibition de I’adsorption des protéines sur la surface intraluminale du
circuit) (151,155). Enfin, quand un hémofiltre fait partie du circuit extracorporel, il est
aussi parfois proposé d’augmenter la taille des pores pour éliminer directement les

cytokines en exces formées localement (152,156).

Le principal objectif de cette étude était de développer un modele optimal de
circuit extracorporel ex vivo miniature. Ce modéle pourrait étre utile pour d’autres

travaux ex vivo car il engendre 1’activation inflammatoire la moins importante possible,
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cette activation pouvant interférer voire masquer les effets d’un produit étudié.
L’hypothermie thérapeutique est un traitement ayant prouvé son efficacité dans les
atteintes neurologiques post ischémiques. Bien que I’inhibition de la réponse immune ne
soit pas le seul mécanisme impliqué dans les effets neuroprotecteurs de I’hypothermie, de
nombreuses études animales et humaines ont en effet montré que I’hypothermie
supprimait la production de cytokines pro-inflammatoires faisant suite a 1’ischémie
(148,157-160). 11 reste également a savoir comment I’hypothermie stimule la réduction
de la production de ces cytokines mais ’altération des voies du NFkB est suggérée
puisque le NFkB joue un role pivot dans la régulation de la transcription des cytokines,
des molécules d’adhésion et autres médiateurs impliqués dans la réponse inflammatoire
(149,159,161). Dans notre étude, la production de toutes les cytokines était réduite dans
le circuit a température ambiante et 1’évolution de I’expression de HLA-DR et des
molécules d’adhésion CD-11b et CD-11a sur les polynucléaires était différente par
rapport aux conditions chauffées. Certains de ces résultats sont a rapprocher de ceux
rapportés par el Habbal et al. dans leur étude ou les effets de la température ont été
étudiés sur D’activation des neutrophiles dans des circuits extracorporels pédiatriques
(162). Dans cette étude, le refroidissement diminuait I’augmentation d’expression de CD-
11b et la diminution de la L-sélectine. Enfin, il est intéressant de constater que lorsque le
sang est conservé a 37 °C, la production de cytokines démarre environ 1 h apres le début
des expériences et ce délai est le méme que celui observé aprés reperfusion d’atteintes

ischémiques cérébrales (148).

Il n’existe aucun travail ayant évalué les effets de la température sanguine sur les
parametres de I’inflammation lorsque le sang circule au sein d’un circuit extracorporel ex
vivo. Bien qu’il existe des études utilisant des circuits ex vivo pour tester différents outils
tels que des membranes d’hémodialyse, d’hémofiltration ou des cartouches adsorbantes,
trés peu d’information concernant les réglages du circuit sont fournies dans ces articles.
Nos données pourraient d’ailleurs maintenant guider ce genre d’expériences et aider aux
réglages des circuits. Néanmoins, notre ¢tude présente des limites. D’abord, la
température du sang dans le circuit avec réchauffeur n’a pas atteint 37 °C. Le réchauffeur

chauffait uniquement la base du réservoir et la température a la surface du réservoir était
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donc seulement de 28°C. Ceci explique probablement en partie les différences de
concentrations en cytokines entre le circuit avec réchauffeur et le tube dans I’incubateur,
bien que ces différences ne soient pas statistiquement significatives (Figure 14). De plus,
cette étude ne permet pas d’élucider la relation mécanistique entre 1’élévation des
cytokines et la modification de I’expression des marqueurs de surface des leucocytes au
cours du temps. Egalement, nos résultats ne peuvent pas étre extrapolés aux conditions
cliniques mais, comme déja dit auparavant, cela n’était pas le but de 1’étude. Enfin, et ce
point est important, cette étude ne permet pas de dire si les effets observés sont dus a une
augmentation de la réponse cytokinique liée au chauffage du sang ou bien a une

inhibition de la réponse inflammatoire liée a I’hypothermie de la température ambiante.

En conclusion, dans ce modéele ex vivo, maintenir la température a 37 °C aboutit a
une activation significative des cellules inflammatoires avec production de cytokines et
modulation de I’expression de certains marqueurs de surface des leucocytes impliqués
dans I’adhésion , la migration et I’apoptose des leucocytes. Nos résultats suggerent que
I’altération des voies du NFkB pourrait au moins partiellement &tre responsable de ces
effets. Par conséquent, dans les études utilisant un circuit ex vivo, chauffer le sang peut
conduire a des conclusions erronées concernant le circuit ou le produit testé tandis que
travailler a température ambiante apparait comme étre une bonne stratégie pour éviter ces

effets confondants.

Travaux en cours suivant le développement de ce modele ex vivo

Apres avoir validé cet outil méthodologique, nous avons entrepris de 1’utiliser
pour la partie ex vivo du projet de développement de la colonne d’hémoadsorption du
laboratoire CRISMA de Pittsburgh. Une mini colonne d’hémoadsorption est incorporée a
ce circuit et nous testons les effets de ce produit sur différents parametres de
I’inflammation avec du sang prélevé chez des malades en choc septique (concentrations
sériques en cytokines, marqueurs de surface des leucocytes étudiés en cytométrie de flux,

compte différentiel des leucocytes). Nous comparons ce circuit avec hémoadsorption a un
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circuit témoin (sans colonne) mais également a un mini circuit d’hémofiltration que nous
avons développé parallelement. Nous comparons donc actuellement hémofiltration versus
hémoadsorption au sein de ce modele, ce qui donnera des données nouvelles et
intéressantes. Enfin, nous réalisons depuis peu une étude similaire, avec la méme

comparaison hémoadsorption versus hémofiltration, mais en in vivo chez le rat septique.

Conclusion sur ’hémoadsorption

Bien que I’hémoadsorption ne soit pas une technique récente, elle doit
probablement rester considérée comme prometteuse. De nombreuses études
expérimentales et cliniques ont montré que cette technique ¢tait relativement bien tolérée,
efficace pour adsorber les médiateurs inflammatoires et/ou les endotoxines du plasma
(selon le matériau adsorbant utilis€), et responsable d’une amélioration de certains
parametres physiologiques (hémodynamique, oxygénation). Cependant, des questions
restent sans réponse en ce qui concerne le timing, la durée et la fréquence de cette
technique en condition clinique. De larges études multicentriques sont maintenant
nécessaires pour mieux préciser le role de I’hémoadsorption dans le traitement du choc

septique.
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3) L’hémodialyse a haute perméabilité

Généralités

Nous avons vu que I'hémofiltration épurait plus efficacement les molécules
moyennes que 1'hémodialyse avec les membranes habituellement utilisées en réanimation
(32). L'utilisation de membranes possédant des pores plus larges, appelées membranes a
haut point de coupure, est une autre stratégie de purification sanguine proposée pour
accroitre la clairance de ces moyennes molécules (163). L'emploi de telles membranes en
hémofiltration continue expose cependant au risque d'épurer des molécules de masse
moléculaire plus élevée comme 1'albumine, ce qui peut apparaitre comme potentiellement
dangereux chez les patients de réanimation dont 1’albuminémie est déja souvent diminuée

(111).

Afin de palier a cet inconvénient, l'utilisation de ces membranes a haut point de
coupure en mode hémodialyse est maintenant suggérée (111,164). L'hémodialyse
continue avec une membrane a haut point de coupure pourrait rendre possible I'épuration
de ces molécules de poids moléculaire moyen sans perte importante d'albumine. Dans
une étude ex vivo, Morgera et al. ont montré une épuration équivalente des cytokines par
hémofiltration a haute perméabilité ou hémodialyse a haute perméabilité, dés lors que des
débits de 3 L/h (d'ultrafiltration ou dialysat) étaient appliqués (111). A ces mémes débits,
'épuration d'albumine était moindre en hémodialyse (111). Par ailleurs, la supériorité de
I’hémodialyse a haute perméabilité sur I’hémodialyse standard en termes d’épuration de
cytokines a €té bien mise en évidence au cours d’une petite étude clinique randomisée,
croisée et en double-aveugle, incluant 10 patients en choc septique avec AKI. L'épuration
de l'urée était comparable mais des clairances diffusives de certaines cytokines (IL-6, IL-
8, IL-10) étaient observées avec 1’hémodialyse a haute perméabilité uniquement. Des
répercussions sur les concentrations plasmatiques en cytokines étaient méme décrites

(164).
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A noter que 1'épuration des molécules de 1'inflammation par hémodialyse plutdt que
par hémofiltration pourrait apporter certains autres avantages pratiques. La production de
dialysat a partir d'un circuit d'eau pouvant étre employée en hémodialyse, il serait alors
possible de s'affranchir des contraintes liées a l'utilisation des solutés de substitution en

hémofiltration (mobilisation, stockage).

Nous avons réalis¢é un essai clinique contr6lé, randomisé, en simple aveugle,
monocentrique, sur des patients de réanimation, dont I’objectif principal était de tester
I’hémodialyse continue avec un nouvel hémofiltre a haut point de coupure qui pourrait
autoriser des clairances de petites et moyennes molécules équivalentes a celles observées
en hémofiltration continue standard, tout en limitant 1'épuration des grosses molécules
comme l'albumine. La tolérance de la technique sur le plan hémodynamique était aussi

évaluée.
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Etude clinique

Matériel et méthodes

Schéma de 1'étude : Cette étude monocentrique, prospective et randomisée a été

approuvée par le comité de protection des personnes Sud-Est et a été réalisée en accord
avec la déclaration d'Helsinki. Elle a été¢ conduite dans une réanimation de 10 lits (P
Réanimation, service d'Anesthésie-Réanimation, Hopital Edouard Herriot, Lyon). Les
patients ont été recrutés a partir du 1° juillet 2008, apres signature d'un consentement

¢éclairé par un parent ou un représentant légal.

Population étudiée : Les patients de plus de dix-huit ans présentant un choc septique avec

un AKI nécessitant l'instauration d'une technique d'EER continue étaient inclus. Le choc
septique était diagnostiqué cliniquement comme l'association d'une dysfonction d'organe
avec une hypotension artérielle réfractaire a une expansion volémique, selon les criteres
de la conférence de consensus de I'American College of Chest Physicians and the Society
of Critical Care Medicine (ACCP/SCCM). L'AKI était définie par une oligurie
persistante malgré une réanimation hémodynamique efficace. L'objectif était de
diagnostiquer rapidement I'AKI pour instituer I'EER précocement. Les criteres
d'exclusion étaient la présence d'une grossesse ou d'un allaitement, la participation a un
autre protocole d'é¢tude ou un déces rapidement prévisible. Chaque patient inclus était
aléatoirement alloué au traitement par hémodialyse veino-veineuse continue avec
membrane a haut point de coupure (groupe HDHPC) ou au groupe hémofiltration veino-
veineuse continue (groupe HVVC). La randomisation était effectuée par la technique des
enveloppes opaques scellées. La sévérité de la pathologie était évaluée par le calcul a
l'inclusion du score Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II (APACHE II),
du score Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) et de 1'Indice de Gravité Simplifié
II (IGS 1I).
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Méthodes d'épuration extra-rénale : Tous les patients bénéficiaient d'une EER réalisée par

un moniteur Multifiltrate® (Fresenius Medical Care, Fresnes, France). Un acces veineux
était rendu possible par la mise en place d’un cathéter de dialyse double lumicre de
diametre 13 Fr. Les débits sanguins étaient ajustés afin d'obtenir une fraction de filtration
(débit d'ultrafiltration / débit sanguin) de 20 %, pour un débit d'ultrafiltration ou dialysat
de 40 mL/kg/h. Chaque patient bénéficiait d'une séance de 48 h au maximum, au-dela de
laquelle le circuit d'EER était entierement changé. En cas de thrombose du circuit d'EER,
la séance était terminée et le circuit changé. Un maximum de trois séances de 48 h par
patient était réalis€¢ pour le protocole d'étude, la décision de poursuivre I'EER étant
réévaluée par les réanimateurs du service a la fin de chaque séance selon la nécessité
clinique. A lissue de ces trois séances, si I'EER était encore nécessaire, une des
techniques habituelles du service était alors choisie par les praticiens. Dans le groupe
HDHPC, une membrane & haute perméabilité Ultraflux® HD 1000 (Fresenius Medical
Care, Fresnes, France) en polysulfone possédant une surface de 1,8 m? était utilisée. Le
point de coupure in vitro est estimé a 40 kDa. Le mode hémodialyse continue était
appliqué et le débit de dialysat était fixé a 40 mL/kg/h afin d'obtenir des débits
comparables avec le groupe HVVC. Dans le groupe HVVC, une membrane dite standard
Ultraflux® AV 1000 S (Fresenius Medical Care, Fresnes, France) en polysulfone
possédant une surface de 1,8 m” était choisie. Le point de coupure estimé in vitro est de
30 kDa. Un mode HVVC ¢était appliqué et le débit d'ultrafiltration était fixé a 40 mL/kg/h.
Dans les deux groupes, la balance hydrique était laissée a I'appréciation des praticiens et
l'anticoagulation était obtenue par perfusion continue d'héparine, entre 500 et 1000 Ul/h
selon le risque hémorragique. Les concentrations de potassium des solutés de dialyse ou

des solutés de substitution étaient ajustées selon la kaliémie des patients.

Analyses de laboratoire : Les marqueurs des petites masses moléculaires analysés étaient

I'urée et la créatinine (respectivement de 60 et 113 Da). Les marqueurs des moyennes
molécules choisis étaient la B2-microglobuline de masse moléculaire de 11 800 Da, et les
chaines 1égeres kappa des immunoglobulines (CKIg) de masse moléculaire de 23 000 Da.

L'albumine (68 000 Da) et les protéines totales dtaient également dosées comme



100

marqueurs des molécules de haute masse moléculaire. Un prélévement sanguin (5 mL)
¢tait réalisé avant le branchement, puis trois préleévements simultanés, pré-filtre (5 mL),
post-filtre (5 mL), de l'effluent ou du dialysat (5 mL), étaient réalisés a 15 min, 1 h, 4 h,
12 h, 24 h et 48 h pour les calculs de clairance. Les prélévements effectués sur 1'effluent
ou le dialysat étaient recueillis sur des tubes a adsorption limitée pour détecter les faibles
concentrations de molécules. Les prélevements sanguins étaient conservés a 4°C puis
centrifugés pour isoler le plasma. Les six marqueurs étaient dosés sur chaque échantillon
ainsi obtenu. L'urée était dosée par méthode enzymatique de Talke et Schubert et la
créatinine par test colorimétrique cinétique avec compensation (analyseur Roche/Hitachi
917, Bale, Suisse). La B2-microglobuline, les CKlIg et 1’albumine étaient dosées par
immunonéphélométrie (Néphélometre Dade Behring BN II, Marburg, Allemagne). Les
protéines totales étaient dosées par test colorimétrique (analyseur Roche/Hitachi 917,
Bale, Suisse). Une gazométrie artérielle était prélevée aux mémes temps afin de d’évaluer
la PaO, et ainsi calculer le rapport PaO,/FiO,. L'acide lactique était également dosé a

partir de la gazométrie.

Calculs : Plusieurs calculs étaient effectués pour déterminer I'épuration des marqueurs

biologiques.

Pour I'hémofiltration, le coefficient de tamisage (CT) et la clairance (Cl) étaient calculés
de la maniére suivante (164) :

CT=2xCupr/(C,+Cy) avec Cl=CTxQur

Cyr est la concentration dans l'ultrafiltrat, C, la concentration dans le circuit a I'entrée du
filtre, C, la concentration dans le circuit a la sortiec du filtre et Qur le débit

d'ultrafiltration.

Pour I'hémodialyse, la clairance était calculée par la formule suivante (164) :
Cl=2xC4xQq/(Ca+Cv)

Cq est la concentration dans le dialysat en sortie du filtre et Qq le débit du dialysat.
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Monitorage et ajustement des catécholamines et de la FiO, : Un monitorage

hémodynamique était également réalisé par mesure de la pression artérielle invasive par
un cathéter artériel radial ou fémoral. Les posologies de noradrénaline étaient adaptées
toutes les heures par 1'équipe soignante de réanimation afin d'obtenir une pression
artérielle moyenne supérieure @ 75 mmHg. L'adjonction de dobutamine ou d'adrénaline
était décidée, et la posologie adaptée, sur les données d'échographies cardiaques ou de
l'enregistrement continu du débit cardiaque par doppler aortique oesophagien. La FiO,
était modulée selon les données des gazométries effectuées a chaque temps d'analyse des
données afin de maintenir une hématose suffisante. Au moment du branchement de I'EER
(To), puis & 15 min (Tysmin), 1 h (Tn), 4 h (Tap), 12 h (Ti2n), 24 h (Taqp) et 48 h (Tygp), les
paramétres hémodynamiques comprenant la pression artérielle moyenne, la fréquence
cardiaque et le débit de noradrénaline étaient relevés. A chaque temps, la FiO, était
relevée sur le respirateur et le rapport PaO,/FiO, calculé a partir d'une gazométrie

artérielle.

Analyse statistique : L’analyse statistique a été réalisée a ’aide du logiciel Statistica®.

Les données sont exprimées en moyenne + déviation standard. La normalité¢ des
distributions a été vérifiée par le test de Kolmogorov-Smirnov. La durée d'EER était
comparée par test # de Student. Les clairances des molécules et les parametres cliniques
ont été comparés par analyse de variance pour mesures répétées. L’analyse post hoc a été
effectuée avec le test de Tukey. Une valeur de p inférieure a 0,05 était considérée comme

statistiquement significative.
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Résultats

Les résultats présentés ici sont les résultats finaux de 1’étude. Vingt-quatre patients
en choc septique ont été inclus. Douze patients ont été alloués au groupe HDHPC et
douze patients au groupe HVVC. Dans le groupe HDHPC, un total de 32 séances a été
réalisé pour les 12 patients. Dans le groupe HVVC, 30 séances ont été réalisées pour les
12 patients (Figure 18). Les caractéristiques de base des patients étaient similaires entre

les deux groupes (Tableau 12).

Figure 18. Schéma d'inclusion des patients (d’aprés manuscrit en cours de rédaction).

Evalués pour éligibilité
(n = 29) Exclus (n = 5)

2 déces jugeé imminent

2 absence de consentement

h

¥ 1 absence de representant
Randomisés légal
/ e
Alloués au Alloués au

groupe HDHPC groupe HVVC

(n=12) (n=12)
Traitements par Traitements par
HDHPC analysés HVVC analysés

(n=32) (n=30)

HDHPC : Hémodialyse veino-veineuse continue avec membrane a haut point de coupure,
HVVC : Hémofiltration veino-veineuse continue.

La durée moyenne de chaque séance d’EER n’était pas différente entre le groupe
HDHPC (31 £ 16 h) et le groupe HVVC (23 = 17 h) (p = 0,07) méme si une tendance a

un allongement de la durée des séances était observée avec ’HDHPC.
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La clairance de la B2-microglobuline était équivalente entre les deux groupes
(p =0,45). Aucune différence significative n'était retrouvée au cours du temps (Figure
19). La clairance des CKlg était plus élevée en HDHPC par rapport a HVVC (p<0,001).
L’analyse post hoc démontrait une épuration plus importante des CKIg par HDHPC a
T15min, T1n, Tan, T12n, Toan et Tagn (Figure 19).

La clairance de I’albumine était significativement plus importante en HDHPC qu’en
HVVC (p<0,001). L'analyse post hoc retrouvait cette différence entre les deux groupes a
Tismin €t Tin (Figure 20). Pour HDHPC, la clairance variait au cours du temps (résultat
intra-groupe p<0,001), et I'analyse post hoc retrouvait une différence significative entre
T1smin €t les autres temps de 1'étude (Tin, Tan, Ti2n, Toan €t Tagn). La clairance des protéines
totales ¢tait significativement supérieure dans le groupe HDHPC par rapport au groupe
HVVC (p<0,001). L’analyse post hoc identifiait cette différence & Tjsmin €t Tin (Figure
20). L'albuminémie était plus basse dans le groupe HDHPC que dans le groupe HVVC
(»=0,027). L’analyse post hoc (test de Tukey) n’a rien montré de statistiquement
significatif entre les 2 groupes (Figure 21).

Aucune différence statistiquement significative entre les deux groupes n’a été

mesurée pour la clairance de I'urée et pour la clairance de la créatinine (Figure 22).

Lors de l'inclusion, tous les patients bénéficiaient d'une perfusion continue de
noradrénaline. Aucune différence significative n’a été observée entre ’'HDHPC et
I’HVVC pour la PAM, la FC et les besoins en noradrénaline. Enfin, le rapport PaO,/FiO,

et la lactatémie n’étaient pas différent entre les deux groupes (Tableau 13).
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Tableau 12. Caractéristiques des patients a 1'inclusion (d’aprés manuscrit en cours de rédaction).

Groupe HDHPC Groupe HVVC

N=12) N=12)
Age (ans) 69 + 14 66+ 13
Poids (kg) 779 £17,2 81,1 £22,1
Taille (cm) 172 £10 170 £ 8
Homme / Femme 9/3 6/6
Score APACHE 11 30+7 28+ 10
Score SOFA 12+3 14+4
Score IGS 11 73 £15 80+ 19
PAM (mmHg) 73 + 15 69 + 15
FC (bpm) 98 £ 26 109 +29
Noradrénaline (pg/kg/min) 0,88 +0,52 0,72 + 0,60
Pa02/Fi02 215+£91 231+ 132

Données exprimées en moyenne + déviation standard.
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Figure 19. Clairances de la 32-microglobuline et des CKIg en fonction du temps (d’aprées
manuscrit en cours de rédaction).
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groupe de l'analyse de variance pour mesures répétées : B2-microglobuline : p = 0,45; CKlg : ** p

<0,001. Analyse post hoc inter-groupe (test de Tukey) : * p<0,05.
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Figure 20. Clairances de l'albumine et des protéines totales en fonction du temps (d’apres
manuscrit en cours de rédaction).
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Figure 21. Albuminémie au cours du temps (d’aprés manuscrit en cours de rédaction).
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Analyse post hoc inter-groupe (test de Tukey): * p<0,05



Figure 22. Clairances de I'urée et de la créatinine en
cours de rédaction).
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Tableau 13. Paramétres cliniques a chaque temps de I'étude (d’aprés manuscrit en cours de
rédaction).

Groupe Ty T15min T Tan Ti2n Taan Tasgn P
PAM HDHPC 75+12 75«13 7713 81+13 80+11 84+12 79+13 0.30
(mmHg) HVVC 73+15 7214 79+14 84 +17 88x18 80%x14 75+£10 '
FC HDHPC 95+24 98+24 96+23 94+24 87+26 93+£22 90+15 0.45
(bpm) HVVC 95+28 96+26 95+27 94+26 91x21 88+25 8427 '
0,70 £ 0,72 + 0,71 + 0,81 + 0,62 + 0,64 + 0,41 +
HDHPC
NADN 0,54 0,56 0,55 0,60 0,60 0,64 0,48 0.13
(ng/kg/min) HVVC 0,60 + 0,63 + 0,63 + 0,61 + 0,63 + 0,54 + 0,68 + ’
0,54 0,53 0,53 0,52 0,49 0,53 0,64
240 + 252 + 247 + 257 £ 251 + 307 420 +
HDHPC
112 106 118 102 108 115 136
Pa0, / FiO, 0,08
245 + 235+ 222 + 238 + 206 + 275 + 244 +
HVVC
147 131 122 142 113 132 140
3,0+ 29+ 2,8+ 2,8+ 25+ 29+ 25+
HDHPC
Lactate 1,8 1,6 1,6 1,5 1,4 1,7 0,6 0.55
(mmol/L) 2,7+ 25+ 25+ 29+ 32+ 22+ 2,8+ '
HVVC
1,5 1,3 1,4 2,4 2,8 0,9 1,8

Données exprimées en moyenne + DS. T : Temps de mesure (T, : Début du traitement), PAM :
Pression artérielle moyenne, FC : Fréquence cardiaque, NADN : noradrénaline, HDHPC :
Hémodialyse veino-veineuse continue avec membrane a haut point de coupure, HVVC :
Hémofiltration veino-veineuse continue. Le test statistique utilisé est I'analyse de variance pour
mesures répétees.

Discussion

Cette étude démontre que 1’épuration des molécules de masse moléculaire moyenne
est au moins aussi efficace par hémodialyse continue effectuée avec une membrane a
haut point de coupure que par hémofiltration continue conventionnelle, chez des patients
présentant un choc septique associé a un acute kidney injury, a débits d'effluent
(ultrafiltration ou dialysat) équivalents. Les clairances des molécules proches de

23 000 Da sont méme supérieures par HDHPC.
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L'hémodialyse a longtemps été considérée comme peu performante pour €purer les
moyennes molécules telles que les médiateurs de 1’inflammation (32). Brunet et al. ont
démontré par exemple que la clairance diffusive de la 32-microglobuline était inférieure a
la clairance convective avec une membrane classique de type AN69 (166). Des données
plus récentes tendent a réhabiliter 'hémodialyse continue comme moyen d'épuration des
médiateurs inflammatoires. En effet, une étude ex vivo, publiée par Uchino et al.,, a
démontré expérimentalement qu’il était possible d’épurer I'IL-1B, I’'IL-6, I'IL-8 et le
TNF-a par hémodialyse avec une membrane a point de coupure élevé de I'ordre de
100 kDa (146). La clairance de ces molécules était également augmentée par
I’application d’un débit de dialysat plus élevé (9 L/h). Morgera et al. ont comparé
I’épuration d’IL-1ra et d’IL-6 chez des patients bénéficiant d’une hémofiltration continue
ou d’une hémodialyse continue avec une membrane a haut point de coupure (60 kDa)
(165). La clairance de ces deux cytokines restait supérieure avec I’hémofiltration par
rapport a I’hémodialyse, mais la clairance diffusive était accrue lorsque le débit de
dialysat était augmenté de 1 a 2,5 L/h. Un essai clinique randomisé portant sur dix
patients présentant un choc septique avec un AKI a confirmé que I'hémodialyse pouvait
épurer aussi efficacement les cytokines si une membrane de haute porosité était employée
(164). Nos résultats confirment que la B2-microglobuline peut étre épurée de fagon
similaire en HDHPC et en HVVC et que les CKlg sont, elles, mieux épurées par
HDHPC.

Notre étude comporte plusieurs limites. Le mécanisme d’épuration prédominant
entre les marqueurs choisis pour les moyennes molécules (32-microglobuline et CKIg) et
les cytokines pourrait étre sensiblement différent, notamment concernant leur adsorption
sur la membrane. La 2-microglobuline est une molécule naturellement filtrée par le
glomérule rénal et qui s’accumule en cas d’insuffisance rénale (167). Elle est utilisée
pour I’évaluation de membranes d’hémodialyse au cours de [D’insuffisance rénale
chronique (168). Sa clairance a été également évaluée dans un essai clinique comparant
I’hémofiltration continue et 1’hémodialyse continue chez des patients avec AKI (167).
Les données de cette étude rapportaient une adsorption extrémement faible sur la

membrane de type AN69 utilisée. Les chaines 1égeres des immunoglobulines (kappa et
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lambda) s’accumulent également au cours de I’insuffisance rénale chronique (169). Elles
peuvent étre épurces par diffusion et convection avec des membranes a haut point de
coupures (170). L’adsorption de ces chaines légeéres des immunoglobulines est, a notre
connaissance, peu évaluée. Or, nous avons déja démontré que 'adsorption était une voie
additionnelle d'épuration des médiateurs de I’inflammation en EER (139,171).
L'adsorption des cytokines sur la membrane Ultraflux® HD 1000 en HDHPC est
inconnue. Elle pourrait étre différente de I'adsorption sur la membrane Ultraflux® AV
1000 S et constituer un mécanisme additionnel d’épuration aux mécanismes décrits de
convection ou de diffusion. L’impossibilité de réaliser un double insu est une autre limite
pouvant étre source de biais lors du recueil des données cliniques. Les résultats portant
sur la clairance des molécules dtudiées ne devraient, eux, logiquement pas étre
influencés. Enfin, le schéma de 1’étude avec deux groupes comparant deux techniques et
deux membranes différentes constitue une limite méthodologique. Deux groupes
supplémentaires auraient théoriquement été nécessaires : un groupe bénéficiant d’une
hémodialyse continue avec une membrane conventionnelle et un groupe bénéficiant
d’une hémofiltration continue avec une membrane a haut point de coupure. Un nombre
important de patients aurait été nécessaire et des problemes éthiques auraient été soulevés
par I'utilisation de la membrane & haut point de coupure Ultraflux® HD 1000 en
hémofiltration. En effet, cette membrane n’a pas été précédemment évaluée en mode

hémofiltration continue.

Le mode hémodialyse continue pourrait limiter la perte d’albumine observée avec
l'utilisation de membranes a haut point de coupure. Morgera et al. ont démontré que la
fuite d’albumine était plus élevée dans le groupe hémofiltration continue avec une
membrane de point de coupure 100 kDa que dans le groupe hémodialyse continue,
suggérant un intérét de ce mode pour limiter la fuite d'albumine (165). Dans notre étude,
les clairances de I'albumine et des protéines totales étaient supérieures dans le groupe
HDHPC, comparativement au groupe HVVC avec une membrane de point de coupure de
30 kDa. Au cours du temps, nous avons constaté¢ une réduction rapide de cette fuite
d'albumine et de protéines. Ce phénomene est probablement li¢é a une obstruction

progressive des pores par des composants plasmatiques réduisant leur taille efficace
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(111,171). En outre, le retentissement clinique de cette fuite reste incertain. Ainsi,
I’albuminémie était plus basse dans le groupe HDHPC et aucune différence sur les

parameétres hémodynamiques n'a été constatée entre les deux groupes.

L'hémodialyse continue avec une membrane a haut point de coupure permet donc
une épuration équivalente de B2-microglobuline et une meilleure épuration des chaines
kappa des immunoglobulines que 1’hémofiltration continue. Cette technique permettrait
donc d’épurer les médiateurs de I’inflammation incriminés dans la pathogénie du choc
septique de maniere aussi voire plus efficace qu’en hémofiltration standard. L'HDHPC
est aussi associée a une fuite d’albumine plus importante, qui reste limitée a la premicre
heure du traitement et sans conséquences hémodynamiques. L’épuration des petites
molécules est superposable entre les deux techniques comparées. Enfin, ’'HDHPC
semble aussi bien tolérée cliniquement qu’une hémofiltration continue classiquement

réalisée en réanimation.

D’autres données sont nécessaires afin de préciser la place de cette technique par
rapport a d’autres méthodes d’épuration sanguine pour le choc septique, comme
I’hémofiltration a haut débit ou I’hémofiltration avec membrane a haut point de coupure.
Une étude comparant ’HDHPC a ’HVVC avec membrane a haut point de coupure
devrait étre conduite. De plus, le débit optimal de dialysat n’est pas connu et une
augmentation de ce débit pourrait étre possible sans risquer une fuite importante

d’albumine.

Enfin, la clairance d’autres molécules telles que les antibiotiques devrait étre étudice
par cette technique afin d’identifier peut-étre un éventuel intérét par rapport a
I’hémofiltration continue. En effet, leur épuration par convection pose des problémes de
posologie en réanimation qui pourraient étre moindre avec 1’hémodialyse continue. Les
réponses a ces questions sont donc indispensables pour juger de I’intérét de

I’hémodialyse a haute perméabilité comme traitement adjuvant du choc septique.
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Conclusions et perspectives

Ce travail de recherche translationnelle concernant le concept de purification
sanguine au cours du choc septique met 1’accent sur les points suivants :
- De nombreuses techniques extracorporelles sont aujourd’hui proposées pour atteindre
cet objectif d’immnumodulation de la réponse inflammatoire de 1’hote lors d’un choc
septique.
- L’hémofiltration a haut débit, I’hémofiltration en cascade, I’hémofiltration hautement
adsorbante, I’hémoadsorption, la filtration et adsorption couplée, I’hémodialyse continue
a haute perméabilité sont basées sur les différents principes de convection, diffusion et
adsorption. Certaines de ces thérapies cumulent ces principes (techniques hybrides).
Convection, diffusion et adsorption sont désormais des mécanismes complémentaires.
- L’hémofiltration en cascade et 1’hémodialyse continue a haute perméabilité sont de
nouvelles stratégies intéressantes de purification sanguine, techniquement faisables et
présentant une certaine sécurité d’application.
- L’hémofiltration hautement adsorbante et I’hémoadsorption sont non seulement
capables d’épurer les médiateurs de I’inflammation mais aussi les endotoxines avec des
résultats hémodynamiques intéressants.
- De maniere générale, les techniques de purification sanguine améliorent [’état
hémodynamique des patients a la phase aigu¢ d’un choc septique. Cependant, un gain en
termes de survie n’a pas encore été démontré, probablement en raison des difficultés
méthodologiques de réalisation de telles études.
- Sur le plan physiopathologique, certaines thérapies semblent faire plus que simplement
épurer de maniere non sélective les cytokines. L’hémoadsorption ainsi que la filtration et
adsorption couplée pourraient agir plus directement au niveau de la fonction leucocytaire
en modifiant I’expression de certains marqueurs de surface des leucocytes tels que HLA-
DR, restaurant la réponse immune au cours des états d’immunoparalysie. Les a priori
d’indication temporelle trés précoce sont donc peut-étre a rediscuter.
- Pour les années a venir, 1’optimisation technologique de ces techniques par I’industrie

doit se poursuivre. Les effets des techniques de purification sanguine au cours du choc
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septique doivent étre mieux précisés lors d’études de plus grande ampleur, indiscutables
sur le plan méthodologique. Ces études doivent notamment mieux cibler la population de
patients susceptibles de bénéficier de ces thérapies en différenciant bien « purification

sanguine » de « suppléance rénale pour AKI ».
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