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La OGIcNAcylation
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La OGIcNAcylation

Senseur métabolique
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Inflammation Chute de la pression artérielle Désordres métaboliques
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Echec des essais thérapeutique
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For sepsis, the drugs don't work

On Oct 25, 2011, Eli Lilly announced the voluntarily
withdrawal from the market of drotrecogin alfa
(activated), marketed as Xigris, a drug licensed for
the treatment of severe sepsis. Drotrecogin alfa, a
recombinant form of human activated protein C with
anticoagulant and anti-inflammatory activity, was the
only pharmaceutical available designed specifically to
treat sepsis. Its withdrawal marks the end of another
chapter in the inglorious history of the search for a
specific treatment for sepsis.

Sepsis is a systemic response to infection,
characterised by heamodynamic instability, mental
confusion, and tachypnoea. Gram negative bacteria
account for most cases of sepsis, but the disorder
can also be cauvsed by Gram positive organisms and
fungi. Sepsis manifests in its most severe form as
septic shock, when patients display hypotension and
organ failure, caused by dysregulation of the immune
response to infection. The key to managing sepsis

is early treatment, but it can be difficult to diagnose  ForEuropean Medicine Agency
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Modele de choc endotoxémique chez le jeune rat

NaCl 0,9%
- 10mL/kg (iv)

N - (o)
&

Gelofusin

LPS 15mikg

5mg/kg (iv)

(\2\“ E E \;\(}\\\\
AN s N
S : —

s o | %
/

Gelofusin NButGT Protéine
Spraguedawleymale [§ — = i 15mlkg 10 mg/kg g OciNAvee
. ! ! Proin A
10-12 semaines 5 5 °°, ~ OGT %GA
' ' o ® “U0. Protéine

o,
E “."‘;“5\ ® e \ non 0-GlcNAcylée «
: \\ y . SV 2 NButGT
e — Thiamet-g
, : < === —e
' ' L » Temps
0 min 1h 3h
Mesures hémodynamiques
Paramétres biologiques 18

Denis et al., 2021 Biocollection



e Y

10-12 semaines

/ Protéine

0-GlcNAcylée

NButGT
Thiamet-g

Ferron et al., 2019

0-GlcNAc

260 kDa -

140 kDa -

100 kDa -

. Protéine TGX ‘
non O- GIcNAcere « Stain-free |

Expression relative to

TGX Stain-free

70 kDa -

2.5-
2.0+
1.54

1.0+

. ﬁ Stimuler |

OKSI

CTRL LPS LPS+R NButGT
— - R -
— - — - -
- ———— — -
- -
=
—
:g -4 A=

i

I
- -
‘ 4

0.0~

Total protein O-GlcNAcylation
3k

CTRL

LPS

#H
L)
[ ]
-
==
L]
LPS+R  NButGT

pmol/L

f QI

1009

a OGICNAcyIatlon est beneflque
Rdzf GS S

Renal failure

Creatinin

il

Marine Ferron

Cardiac
dysfunction
Troponin T
gm- *
_y 2004
3
E
=
1004
#
7

*:p<0,01vsCTRL, ##:p<0,01vs LPS4n =33



e %

IR v eSS B PRI L

10-12 semaines

P
/ Protéine
0-GlcNAcylée

NButGT
Thiamet-g

Ferron et al., 2019

N ﬁ Stimuler |

Survival (%)

a OGIcNAcylation est bénéfigue
OKSI

.4+ CTRL(6)
mde= | PS+R (15)

-'= NBUtGT (15)

|
-1
'S
|
T 1
20 30

Time (hours)

t QF Rdzf 4S Sy

aSL

$:p<0,05VvsLPS+R, n¥66 3



Wang et al., 1991
Girard et al., 1992
Posticet al., 1994
OnayBesikci 2006
Rudd et al., 2020

Manon Denis

14



T

Enfant < 5 ans

40 % des cas de sepsis

25 % des déces

Wang et al., 1991
Girard et al., 1992
Posticet al., 1994
OnayBesikci 2006
Rudd et al., 2020

Manon Denis

14



que (%)

Glucides

drgéti

40 % des cas de sepsi
II 25 % des déces

Enfant < 5 ans

Apport én

Wang et al., 1991
Girard et al., 1992
Posticet al., 1994
OnayBesikgi 2006 14
Rudd et al., 2020



que (%)

Glucides

drgéti

40 % des cas de sepsi

2 Acides gras
AP
L s £
25 % des déces S ~ Protéines
<
Enfant <5 ans
Foetus 3-7 jours
GLUT1 +++ /
GLUT4 / +++
\ J

Wang et al., 1991
Girard et al., 1992
Posticet al., 1994
OnayBesikgi 2006 14
Rudd et al., 2020



Q@ |

g 100- a
S 80 ; Glucides
@) g «-
40 % des cas de sepsi§  Acides gras
D -
AP
L £ -
25 % des déces g %  Protéines
< 0-
Enfant <5 ans
Foetus 3-7 jours m
GLUT1 +++ / m o)
GFAT
‘ ’ §
Wang et al., 1991
Girard et al., 1992 UDP-GIcNACc

Posticet al., 1994
OnayBesikci 2006 14
Rudd et al., 2020



100+
80
60
40

Glucides

que (%)

ergéti

. 40 % des cas de sepsi

0
0

25 % des déces

Apport én
N

Enfant < 5 ans

 Acides gras
 Protéines
Foetus 3-7 jours m

GLUT1 . / 2=
-GFAT
/ 3

Wang et al., 1991 Impact sur les niveaux deGIcNAcylation ? UDP-GleNAC

Girard et al., 1992
Posticet al., 1994
OnayBesikci 2006
Rudd et al., 2020

14



O-GlcNAcylation et développement
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Stimuler la OGIcNAcylation est bénéfique chez le jeune en sepsis
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La stimulation de la @slcNAcylation est
bénéfigue chez le jeune en sepsis
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Identification des protéines cardiaques-GIcNAcylées
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Identification des protéines cardiaques-GIcNAcylées
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Identification des protéines cardiaques-GIcNAcylées
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Eastridge et al., 2011

Eastridge et al., 2012 28
Cannon, 2018
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Absencede modelede référence

V Reprodugtible V Proximité clinique
Standardisé

30 groupestestes

Analgésigbuprénorphineré ou postopératoire) Anesthésigisofluranevssévoflurane)

Exsanguinatiorndurée volumeprélevé) ‘

Chochémorragique(pressiorciblée durée)

R
Remplissagedurée,dose) r »:'
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Modele de choc hémorragique chez le rat

120 Stabilisation inati Choc Remplissage Récupération
. | Exsanguination hémorragique plissag p
Pression 100
artérielle 80 —
moyenne
(mmHg) 60 —
40 — ... 38mmHg
20 — 32 mmHg
> B> > > » Temps
T=-10 min T=0min T=5min T =80 min T =100 min T=16h T=24h
Sang Sang g -.
21 A 5 mL) = - s
Prélevements et ( + I
injections .
= Ringer Lactate
10 mL/kg - 20 min
50 % Sang
50 % Ringer Lactate
Valeurs
L Valeurs hémodynamiques hémodynamiques
Monitoring > —
Préléevements pour
Lactates
analyses Lactates Lactates BGEM
NFS
Biocollection
Sévoflurane Sévoflurane Sévoflurane  Sévoflurane
8%-1L/min 3%-0,6 L/min 8%-1L/min 3%-0,6L/min

Anesthésie et analgésie

Dupas et al., en préparation

> —_— >
Buprénorphine Buprénorphine 31
0,05 mg/kg 0,05 mg/kg



Sham

Le traitement au NButGT augmente

les niveaux de &isicNAcylation

CH

NButGT

270 kDa -
175 kDa -
130 kDa -

95 kDa -
66 kDa -

LARL

_——————-_—

--'-.—.""‘

- .- -
L ]

- - v

270 kDa -

175 kDa -
130 kDa -
95 kDa -
66 kDa -
52 kDa -

37 kDa -

uoe|AovYN9IID-0

991) ureIS

Niveaux de O-GIcNAcylation cardiagues

O-GIcNAc / stain free

§88

i O

Dupas et al., en préparation

1
Sham

CH

1
NButGT

Sham CH NButGT

270 kDa -
175 kDa - |+

130 kDa - [ — '
95 kDa - | e -1
66 kDa - | .
52 kDa - |
B & t

37 kDa - =
30 kDa -

270 kDa -
175 kDa -
130 kDa -

95 kDa -

66 kDa -
52 kDa -

37 kDa -
30 kDa -

Niveaux de O-GIcNAcylation rénaux
8_
5§88

(o]
1

N
1

O-GIcNAc / stain free
N
1
O
i O:

1 1
Sham CH NButGT

*%*

uolre|AoyN9I|9-0

99l) ureIS

:p < 0,01, **:p<0,001,n =104
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Le NButGT améliore la pression artérielle moyenne

Pression artérielle moyenne
120+ 58 8

H

o

o
1

(o]
T

o))
o
|

PAM (mmHgQ)

40 \

3 Sham 0 J "
24 h apres

= CH

B NButGT

Pression artérielle systolique

PAS (mmHg)

T T T
NButGT

Dupas et al., en préparation

Pression artérielle diastolique

100- SSS

PAD (mmHg)

—
2\

1 1
Sham CH NButGT

Fréquence cardiaque

T T
NButGT

*:p < 0,05, **:p<0,001,n =10
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Vd
L

[ S b. dziD¢ NBAGI dzNB t QS§

Bicarbonatéemie Natrémie Kaliemie
53 % & “ & &
40 145- S §8§ 6 S S
$S

% 35 5 a ~ 5- o
E TED 140- olo g o o
~ 30- E E 4- % A
O o E +
¢ 2 .

25\ 128 \ g\

20 1

OT T T T OT T T T 0 1 1 1
Sham CH NBUtGT Sham CH NButGT Sham CH NBUtGT
Implicationde la Na/KATPase
SHAM ; CHOC HEMORRAGIQUE ; NButGT

Extracellulaire

Intracellulaire

Eastridge etal., 1994 La Na/K ATPase edlite OGIcNAcylée ?:p<o0s+:p<oo1=:p<ooorn=1a 36

Dupas et al., en préparation



La Na/K ATPase estGIcNAcylee

 f SOUNRLIK2NBEAS RQFFFAYAGS o6FasSS &adzNJ 2 D

O-GlcNAcylation
Amandine Vergnaud

Protéine

.,
\

Interaction entre WGA
et le motif GIcNAc

Gel de l
concentration Ralentissement de la
......... - migration de la protéine
Gel WGA
L Elevés
Gel de o Niveaux de
séparation ﬁj O-GlcNAcylation
ER Faibles

5QF LINBa Ydzo2GF S Ffd®I HAamMT

37
Dupas et al., en préparation



La Na/K ATPase estGIcNAcylée ‘

- f SOUNRPLIK2NBEAS RQIFTFAYAGS 061 aSS adzNJ 2 D!
I

gG IP Na/K
O-GIcNAcylation -
/ g
Protéine\ @ & 4/' 270 kDa - - 4
175 kDa -
O Na/K
130 kDa -
N ) <«
s . Interaction entre WGA — e
Eléctrophorese et le motif GIcNAc 95 kDa -
Gel de l
......... -, - ek me e migration de la protéine
Gel WGA
""""" ) & o - Elové 270 kDa - 4
1 eves
Gel de g Niveaux de 175 kDa -
séparation O O-GIcNAcylation 130kDa- | — O-GIcNAc
Faibles . — q

95 kDa - . -

5QF LINBa Ydzo2GF S Ffd®I HAamMT

Dupas et al., en préparation



- f SOUNRLIK2NBEAS RQFFFAYAGS

/
Protéine\ @ @ A/a
. J

Gel de
concentration

Gel de
séparation

La Na/K ATPase estGIcNAcylee

O-GIcNAcylation

Eléctrophorése

T

«—

Interaction entre WGA
et le motif GIcNAc

l

Ralentissement de la
migration de la protéine

O Elevés
Y0
o Niveaux de
3‘ O-GIcNAcylation
Faibles

5QF LINBa Ydzo2Gl S |f oX

HAOAMT

270 kDa -

175 kDa -
130 kDa -

95 kDa -

270 kDa -

175 kDa -

130 kDa -

oF 4SS &adzNJ 2 D!
IP Na/K
S ..
— onp
IP Na/K
- 5
' — .
e -

95 kDa -

Impact de la @sIcNAcylation sur la Na/K ATPase ?

Dupas et al., en préparation

Na/K

-

O-GIcNAC
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Dupas et al., en préparation

Impact sur la pompe Na/K ATPase

Sham CH NButGT

75um 75um

Expression rénale de la Na/K ATPase

30-

% de l'aire

10-

75um

VirginieAillerie

**:p<0,01,n=104 38



| Impact sur la pompe Na/K ATPase
~ @

Cellules
HEK293
Activité ATPase
0.08- S
oy —_— .
E >
9 0.064 XS
@®
S $
S 0.04 L Activité des canaux ouabaine sensible
3 (Na/K ATPase)
I3 ]
2 0.02-
o
|_
<
0.00 . I
¥ &L AR
N
F & &P
~ \l_é N
& . :
N é@& Y Comprendre comment agit la-GlcNAc
&

Stabilité ? Adressage ? Expression?

linstitut  pypas et al., en préparation
duthorax 0 o enpEr

**:p<0,01,n=8
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Des données préliminaires pour aller vers les patients

A

I'institut
duthorax
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O-GIcNAc correlation Heart/Blood
from rat, mice and human

!( g'/

SB

1 °
o r=0.9198 (Spearman)
p<0.0001

Blood O-GIcNAc/StainFree

0-’ T I T | T | T |

0 2 4 6 8
Heart O-GIcNAc/Stain Free

n =61 (16 Humains,

/#\ On”|s //ce 18 souris, 28 rats)

'institut Hchoval . . :
athorax — omme — w0 Tiauitation Blangy Letheuleet al., Article en cours de préparation
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Situation clinique : le sepsis chez le cheval

Horses admitted to CISO

Acute abdominal syndrome —» NO

l

Aurélia Leroux  Angélique BlangylLetheule
Excluded from the
study

YES
SIRS < 2 and MODS < 3 3 < MODS < 6 SIRS 2 3 and MODS 2 6
i Sepsis horses
Excluded from the study (N=20)
surviving sepsis Non-surviving sepsis horses
Healthy horses (N=20) Colic horses (N=17) horses (N=10) (N=10)

.4 r el ol

| > l
Admission D1 D2 D3 Admission
] ] (] | ]

| J 1 1 = 10-20
A Oniris /<@

I'institut institut francais . ) .
e Blangy Letheuleet al., Article en cours de préparation

du thorax EcoleNationale NantesAllanhque ot de I'équitation

Vétérinaire, Ag
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Situation clinique : le sepsis chez le cheval

Martin Bouaud

o

o '
150 ) Sain
% -#- Coligue
> —— Sepsis
— 100
(&}
<
Z
LS,
QO 504
@)
*
0 _ | |
0 J1 12
N= 10- 20

) niris /€8

institut francais

I'institut d ' s [
athorax — mese — —wwmwe oS Tiouitation Blangy Letheuleet al., Article en cours de préparation
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«Modélen AY3GS3INB OKSI

fa2R8§ES RQAYTFELYYLFGA2yY/ @R 41 N&nis
A Activation du complément TR
A Dégradation cellulaire
AEndotoxines et Cytokines pinflammatoires

Alschémiec reperfusion

1. [ QAYGSY&aAlS Rdz a8y RNRBYS AYTFEFYYLlFO2ANES
2. Maximum a 56h

()

l'institut
duthorax
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AntoinePersello

<4+— Infusion line

Ventilator «— Filling /
Treatment

—
alv shunt

[ Pressure } Withdrawal ==
transduce

r
— Oin__ 3 roller
| 4 'S peristaltic

pump

| -
O, outL i

=

()

l'institut ) L.
duthorax Perselloet al., Article en révision



A

I'institut
duthorax

Modele de CEC sur le rat o e&
. ol @

Sham  ECC _ NBut
’ -~ - - -

B e -

175kDa WL S 0 B = S5 08 B = -

130 kDa b
> -a

o5 kpa M I B 8 -

66 kDa "W
52 kDa-

270 kDa
175 kDa
130kDa

‘95kDa
66 kDa
52 kDa
37kDa

30 kDa

O-GIcNAc / Stain Free

N
o
]

N
o
]

=
o
]

=
o
]

o
o
]

o
o
l

O-GIcNAc - Rats CEC

SRS

Sham

(003
(03

CEC CEC+NBUtGT
n= 511/ groupe

**p <0,01

Données non publiées

Lecomte et al., Article en préparation



Stimulation de la €slcNAcylation durant la CEC

Créatininemie

2.0
Pression artérielle moyenne 1.54
150 5
o 1.0
e
0.5
1004
(@)
£ 0.0 . : :
c Début CEC Sevrage H+5
50 *kk *%
Score de sévérité
(adapté du score SOFA)
0 | 1 | 157 5SS
Début CEC Sevrage H+5
10
)
‘g =
) %
0
Sham CEC CEC+NBuUtGT
institut 5SL G RQdzy o NBOISI
duthorax

{ o
< W
X . -
[ .28 v
e ——
=
<

B st
B cec
__ e

n= 511/ groupe
*** p <0,001

Lecomte et al., Article en préparationbonnées non publiées
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Jules Lecomte
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