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La O-GlcNAcylation

Senseur métabolique
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La O-GlcNAcylation

Senseur métabolique
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Définition de lI’état de choc

Insuffisance circulatoire aigué et critique, aboutissant a une dysoxie tissulaire

2019 : 1 patient sur 4 admis en unité de soins intensifs
Une personne décede toutes les 2 secondes des suites d’un état de choc

Standl et al., 2018
Berg etal., 2019
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Physiopathologie de I'état de choc
Insuffisance circulatoire aigué et critique, aboutissant a une dysoxie tissulaire

Inflammation Chute de la pression artérielle Désordres métaboliques




Physiopathologie de I'état de choc
Insuffisance circulatoire aigué et critique, aboutissant a une dysoxie tissulaire

Inflammation Chute de la pression artérielle Désordres métaboliques

30 a 50 % de mortalité

Daviaud et al., 2015



Choc septique

Bertrand Rozec

« Réponse dérégulée de I'héte a un agent pathogene infectieux conduisant a une dysfonction d’organe »

DanS Ie monde . Incidence comparée du choc septique

400 377

* 1 déces toutes les 3 secondes
* 6 millions de déces par an
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Mortalité a 28 jours : 42 % en 2014

Choc septique Cancer AVC Maladies HIV
cardiaques

The Lancet Infectious Diseases, 2011
/j#\ Singer et al., 2016
Quenotetal., 2013

I'institut World Federation of Pediatric Intensive and
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Physiopathologie
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Recommandations
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Echec des essais thérapeutique
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Inflammation

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

For European Medicine Agency

Défaillance multiviscérale
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Lancet Infect Dis., 2012



Echec des essais thérapeutique
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For sepsis, the drugs don't work

« L'OMS appelle a une action mondiale contre I'état septique,
responsable d’un déces sur 5 dans le monde » (2020)
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specific treatment for sepsis. is early treatment, but it can be difficult to diagnose  ForEuropean Medicine Agency

Défaillance multiviscérale
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Denis et al., 2021

Modele de choc endotoxémique chez le jeune rat
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Etude du sepsis chez ’enfant

L'enfant n’est pas un adulte miniature !

Manon Denis
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Enfant <5 ans
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O-GlIcNAcylation et développement
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O-GlIcNAcylation et développement
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Guetal, 2017

Ambivalence de la O-GlcNAcylation
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Stimuler la O-GIcNAcylation est bénéfique chez le jeune en sepsis ?
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Stimuler la O-GIcNAcylation est bénéfique chez le jeune en sepsis ?
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Optimiser les outils pharmacologiques (inhibiteurs de OGA)
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Objectifs du projet hErOiSmE
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Optimiser les outils pharmacologiques (inhibiteurs de OGA)
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Denis et al., 2021

Modele de choc endotoxémique chez le jeune rat
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La stimulation de la O-GIcNAcylation est

bénéfique chez le jeune en sepsis
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Identification des protéines cardiaques O-GIcNAcylées
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Identification des protéines cardiaques O-GIcNAcylées

5593 LC/MS
identified proteins
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% coverage > 15%
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Denis et al., 2021
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Identification des protéines cardiaques O-GIcNAcylées
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Traumatismes (78 %)

Champion et al., 2003
Eastridge et al., 2011

Eastridge et al., 2012

Cannon, 2018

L'état de choc hémorragique

Provoqué par une perte importante de sang

Rupture d’anévrisme (10 %)

2

Ulceres gastro-intestinaux (7 %)
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L'état de choc hémorragique ‘

Provoqué par une perte importante de sang

Traumatismes (78 %) Rupture d’anévrisme (10 %) Ulceres gastro-intestinaux (7 %)

1¢re cause de mortalité évitable
91 % dans le secteur militaire

1,9 million de déces
1¢re cause de mortalité militaire
2¢me cquse de mortalité civile

Champion et al., 2003
Eastridge et al., 2011

Eastridge et al., 2012

Cannon, 2018
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Développement d’'un modele de choc hémorragique chez le rat ‘

Absence de modele de référence

V Reproductible V Proximité clinique
Standardisé
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Développement d’'un modele de choc hémorragique chez le rat 6

Absence de modele de référence

V Reproductible V Proximité clinique
Standardisé

30 groupes testés

Analgésie (buprénorphine pré ou post-opératoire), Anesthésie (isoflurane vs sévoflurane)

Exsanguination (durée, volume prélevé) ‘

Choc hémorragique (pression ciblée, durée)

R
Remplissage (durée, dose) o u:'

30



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

0,05 mg/kg 0,05 mg/kg 31



Le traitement au NButGT augmente
les niveaux de O-GIcNAcylation

Sham CH NButGT
Sham CH NButGT

O 270 kDa - IO

p— S 190 ka- 5

270 kDa - S prd
— — — — st Z -

175 kDa - [ = — g 22@3 5

- . - <

122 tg: - - | = 52 kba - )

- |- el il = =

66 kDa - 5 37 kDa - g
30 kDa -

270 kDa - — - — - )

175 kDa - L %) 270 kDa -

130 kDa - gy o 175 kDa - %)
95 kDa - [ S 1 =P 130 kDa - )
66 kDa - \ . o 5

, , = 95 kDa - >
52 kDa - -uu-dﬁ 3 66 kDa - 3
37kpa-| N R NN R B NN N N T 52 kba - ®
37 kDa -
30 kDa -

Niveaux de O-GIcNAcylation cardiagues . . ,
y q Niveaux de O-GIcNAcylation rénaux

47 * %Kk
(0] 87
2 o *ok K
c 37 =
£ 6
3 <
b [
» 9l = Kk
< P
Pz % olo
5 17 - S
—_ 2_
o Q
==
0 T

1 1
1 1
Sham CH NButGT Sham CH NBUtGT

*¥*:p<0,01, ***:p<0,001, n=10-14 33

Dupas et al., en préparation



Le NButGT améliore la pression artérielle moyenne

Pression artérielle moyenne

120- %k k
3
- 100 -
T olO
£ 80-
o D59
~ Olo
= -
= 60
o
40\ -
30
3 Sham 0 T ™
Avant 24 h apres
= CH
Ea NButGT
Pression artérielle systolique
160
140-
5 N
£ 120- 3 550
S
7)) -
2 100
o
80 \
50
0 T T T
Sham CH NButGT

Dupas et al., en préparation

Pression artérielle diastolique

100+ %k %k %k
*

0 1 1 1
Sham CH NButGT

PAD (mmHg)
a
T

Fréquence cardiaque

w
o
o
pa
/

0 T T T
Sham CH NButGT

*:p<0,05 ***:p<0,001, n=10-14
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Le NButGT restaure I'équilibre ionique

Bicarbonatémie Natrémie Kaliémie
401 — 145- ok kX 6
%k %k

% 35+ 200 a ~ 54 o
IS 7 © 1404 olo % o o
£ g £
:; 304 Q ~ é 4 o
0O ol s & +
O X
I 2

25\ 135\ 3N

20 130 2

OT T T T OT T T T 0 1 1 1
Sham CH NBUtGT Sham CH NButGT Sham CH NButGT
Implication de la Na/K ATPase

SHAM CHOC HEMORRAGIQUE NButGT

Extracellulaire

Intracellulaire

Eastridge et al., 1994 I_a Na/K ATPase est-e”e O-GICNAcylée ? *:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001,n=10-14

Dupas et al., en préparation



La Na/K ATPase est O-GIcNAcylée

Electrophorése d’affinité basée sur WGA

O-GlcNAcylation

Amandine Vergnaud

Protéine

.,
\

Interaction entre WGA
et le motif GIcNAc

l

Gel de
concentration Ralentissement de la
......... migration de la protéine
Gel WGA
) Elevés
) '
Gel de o Niveaux de
séparation ﬁj O-GlcNAcylation
1 Faibles
o/

D’aprés Kubota et al., 2017

37
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La Na/K ATPase est O-GIcNAcylée

Electrophorése d’affinité basée sur WGA

IP Na/K

N )

IP Na/K

19G
O-GIcNAcylation
4
Protéine\ & 270 kDa -
O 175 kDa -
130 kDa -
N ) <«
‘14 hore Interaction entre WGA
Electrophorese et le motif GIcNAc 95 kDa -
Gel de l
concentration / Ralentissement de la [o]€
......... -, - ek me e migration de la protéine
Gel WGA
o Elovés 270 kDa -
<0 : 175 kDa -
Gel de o Niveaux de
séparation O-GIcNAcylation 130kDa- |
Faibles
95 kDa - .

~~

D’aprés Kubota et al., 2017

Dupas et al., en préparation

Na/K

-

O-GIcNAC
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La Na/K ATPase est O-GIcNAcylée

Electrophorése d’affinité basée sur WGA
O-GIcNAcylation

/
Protéine
& @
\ % P

«—

«—

- . Interaction entre WGA
Eléctrophorese et le motif GIcNAc

Gel de /

concentration Ralentissement de la

migration de la protéine

Gel WGA
O Elevés
O
Gel de o Niveaux de
séparation O-GIcNAcylation
Faibles

D’aprés Kubota et al., 2017

270 kDa -

175 kDa -
130 kDa -

95 kDa -

270 kDa -

175 kDa -

130 kDa -

95 kDa -

IgG IP Na/K
S -
—
I9G IP Na/K
- »
—— --
e -

Impact de la O-GIcNAcylation sur la Na/K ATPase ?

Dupas et al., en préparation

Na/K

-

O-GIcNAC
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Impact sur la pompe Na/K ATPase

Sham CH NButGT

Virginie Aillerie

75um 75um 75um

Expression rénale de la Na/K ATPase

30 % %

% de l'aire

10-

**.p<0,01,n=10-14 38

T
Dupas et al., en préparation Sham CH NButGT



Impact sur la pompe Na/K ATPase

—»

Cellules
HEK293
Activité ATPase

0.08+ *
Z\ —
E X
2 0.06- * %
o
S 0.04 L Activité des canaux ouabaine sensible
73 (Na/K ATPase)
I —J
9 0.02-
o
|_
<

0.00 . |

¥ &L AR
¥ S S
P &
N < O
) ’Z\rl- &O
é’b’ < \O .
é@o — Comprendre comment agit la O-GIcNAc
&

Stabilité ? Adressage ? Expression?

()

l'institut ; -
Dupas et al., en préparation
duthorax P prep

**:p<001,n=8 54



Des données préliminaires pour aller vers les patients

()

I'institut
duthorax



Vers un traitement chez 'Homme ?

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,

& l' te souris, 28 rats
/#’\ OnfrIS / 18 . 28 rats)

linstitut e vl <" . . .
authorax — Igeese — oo ot do I'équitation Blangy—Letheule et al., Article en cours de préparation
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Vers un traitement chez 'Homme ?

Situation clinique : le sepsis chez le cheval

Horses admitted to CISO

Acute abdominal syndrome —» NO

l

YES
SIRS < 2 and MODS < 3 3<MODS <6

!

Excluded from the study

Aurélia Leroux
Excluded from the
study

SIRS 2 3 and MODS 2 6

'

Sepsis horses
(N=20)

Angélique Blangy--Letheule

Healthy horses (N=20) Colic horses (N=17) ‘

Surviving sepsis
horses (N=10)

Non-surviving sepsis horses
(N=10)

r’ ad

Admission D1
[ ] [ |

l .
1ce
Oniris ’f

Ecole Nationale N Atlay du cheval
Ve are Aarcalimantalr o Enlmentotboy et de |'équitation

ol

l

Admission

]

N=

10 - 20

Blangy—Letheule et al., Article en cours de préparation
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Onms

Ecole Nationale N tesAllanth
Vétérinaire, A i i

Vers un traitement chez 'Homme ?

Situation clinique : le sepsis chez le cheval

Martin Bouaud

-&- Sain
I% 1 = Colique
)
> & Sepsis
— 1008 ~=c--Tm~c--r-----
(&}
<
Z
LS,
O 50+
@)
*
0 _ | |
0 J1 12
N=10 - 20

i/ce

institut francais
du cheval

et de I'équitation Blangy—Letheule et al., Article en cours de préparation



« Modele » intégré chez I'Homme : la CEC

* Modele d’inflammation controlée
* Activation du complément
* Dégradation cellulaire
* Endotoxines et Cytokines pro-inflammatoires

* Ischémie — reperfusion

1. Llintensité du syndrome inflammatoire est corrélée a la durée de CEC
2. Maximum a 5-6h

()

l'institut
duthorax



Antoine Persello

<4+— Infusion line

Ventilator «— Filling /
Treatment

—
alv shunt

Pressure Withdrawal =
transduce
r
=== Oin__ 3 roller
- 4 — T peristaltic
\ ] pump
L: <+
O,out®

()

I'institut . L.
duthorax Persello et al., Article en révision



Modele de CEC sur le rat

O-GIcNAc - Rats CEC
k %k

Sham ECC NBut

’ -~ --q‘

270 kDa -

* %k

175 kDa -
130 kDa -

N
o
]

95 kDa -

N
o
]

66 kDa
52 kDa -

=
o
]

270 kDa
175 kDa
130kDa

=
o
]

‘95kDa |

o
o
]

66kDa
52kDa

O-GIcNAc / Stain Free

o
o
l

37kDa

Sham CEC CEC+NButGT

30 kDa

n=5-11/ groupe
**p<0,01

Données non publiées

A

Llrt’ﬁgﬁé’i Lecomte et al., Article en préparation



Stimulation de la O-GIcNAcylation durant la CEC

Créatininemie X
2.0
. . *z*
Pression artérielle moyenne 1.54
- SHAM
150 5
o 1.0
; B
0.5+
100 - CEC +
(@)
:|E: 0.0 | | | NButGT
c Début CEC Sevrage H+5
50 Kk *%
Score de sévérité
(adapté du score SOFA)
0 | 1 | 157 ol
Début CEC Sevrage H+5
104
o
o
®
5 n=5-11/ groupe
% *** p <0,001
0
Sham CEC CEC+NButGT
linstitut Dépbt d’un brevet

duthorax Lecomte et al., Article en préparation Données non publi¢es



%k 3k %k

%k %k %k

Jules Lecomte

N
]

O-GIcNAc / Stain Free
=
1

0 1 1 1 1
Before Declamp H6 H12

()

Ll?ﬁg%& Lecomte et al., Article en préparation



Et maintenant ? Du O-GIcNAc a toutes les sauces

s

Etats de choc

Circulation extracorporelle

Y

4%# %
t
5

Kratoscope o . }‘ f'T- -
L

Single Cell RNAseq f?\.

£ T & \ -’ LAY 3
b TR LY AR IR

Modeles animaux Chimie O-GIlcNAcylomic

o
4

e

%iﬁ} | 7 h

()

LI%S\E)II%J)E Ramification at the scale of a plant: John Ernest Weaver, The Ecological Relations of Roots, 1919.
u
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Le mot de la fin ...

* Je recrute post-doc, PhD : benjamin.lauzier@univ-nantes.fr

* 50 km de l'atlantique

* Climat clément (température minimal ~5°C)
* Vin et fromage abordable ;)
* Centre de recherche au top

Equipe dynamique
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