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INTRODUCTION 

A – Mécanismes moléculaires du stress du réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique (RE), est un organite intra cellulaire des cellules eucaryotes 

essentiel à de nombreuses fonctions cellulaires. Parmi elles, la maturation et le repliement post 

traductionnel des protéines occupent une place centrale dans le maintien de l’homéostasie 

cellulaire [1]. Au cours de la traduction, environ un tiers des protéines immatures sont orientées 

vers la lumière du RE, où elles vont subir des modifications nécessaires à l’acquisition de leur 

structure tertiaire et de leur fonction (N-glycosylation, ajout de ponts disulfures, 

oligomérisation, phosphorylation etc.) [1]. Cette maturation requiert la participation d’un 

ensemble spécifique de protéines chaperonnes dont la Glucose Related Protein 78 kDa (GRP78 

également appelée Binding Protein) qui appartient à la famille des Heat Shock Protein 70 kDa 

[2]. En condition physiologique, le nombre de protéines chaperonnes du RE est supérieure à 

celui des protéines immatures afin d’éviter leur agrégation [1]. En cas d’échec de maturation, 

les protéines mal repliées sont dégradées par la voie du protéasome [3,4]. Toute modification 

physiopathologique conduisant à l’incapacité du RE à replier les protéines immatures entraine 

leur accumulation dans la lumière du RE : c’est le stress du réticulum endoplasmique (SRE). 

Le SRE entraîne une réponse cellulaire adaptatrice appelée Unfolded Protein Response (UPR) 

qui vise à rétablir l’homéostasie selon trois axes : l’augmentation de la synthèse des protéines 

chaperonnes, la limitation de la traduction protéique globale et l’activation des voies de 

dégradation protéique [5]. L’UPR repose sur trois voies de signalisation impliquant des 

protéines transmembranaires du RE. Ces dernières sont maintenues sous forme inactive à la 

membrane par interaction avec la GRP78 en condition physiologique. En situation de SRE, la 

GRP78 est réquisitionnée pour le repliement protéique des protéines immatures accumulées et 

se dissocie de ces protéines effectrices. Cette dissociation permet leur activation.   

Les voies de l’UPR sont schématisées dans la figure 1 : 
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× La voie Inositol-Requiring Protein-1 alpha (IRE1α) : IRE1α est une protéine 

transmembranaire de type I possédant une double activité kinase et RNase. Une fois 

dissociée de la GRP78, elle se dimérise et s’active par autophosphorylation puis épisse 

l'ARNm codant X-box Binding Protein-1 (XBP1) pour générer XBP1 épissé (XBP1s) 

qui agit comme un facteur de transcription augmentant la synthèse de protéines 

adaptatives du SRE, du Nuclear Factor-Kappa B (NF-kB) et des facteurs de 

l'inflammation et de l'apoptose ;  

× La voie Protein Kinase RNA (PKR)-like ER Kinase (PERK) : PERK est une protéine 

transmembranaire du RE de type 1 à activité kinase. Une fois dissociée de la GRP78 

elle s’active par dimérisation et autophosphorylation puis phosphoryle Eukaryotic 

Initiation Factor 2, sous unité alpha (eIF2α). eIF2α phosphorylé se dimérise avec eIF2β, 

produisant alors un complexe responsable d’un ralentissement global de la transcription 

protéique. En cas de stress prolongé, cette voie augmente la traduction de l'ARNm de 

Activated Transcription Factor 4 (ATF4), facteur de transcription de gènes impliqués 

dans l'autophagie, le stress oxydatif et l'apoptose, dont le facteur de transcription pro-

apoptotique C/EBP-homologous protein (CHOP) ; 

× La voie Activating Transcription Factor 6 (ATF 6) : ATF6 est une protéine 

transmembranaire de type 2 à activité kinase. Une fois dissociée de la GRP78, elle est 

transloquée dans l’appareil de Golgi et clivée par des protéases. Le fragment clivé agit 

comme un facteur de transcription et induit l'expression de protéines nécessaires au 

repliement (chaperonnes, protéine disulfure isomérase, protéine de contrôle qualité et 

de dégradation, etc.).  
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Figure 1 : Schématisation des voies de l’Unfolded Protein Response. ATF4 : Activated Transcription 
Factor 4; ATF6 : Activating Transcription Factor 6 ; EIF2 α et β : Eukaryotic Initiation Factor 2, sous 

unité alpha et béta ; GRP78 : Glucose Related Protein 78 kDa ; IRE1α : Inositol-Requiring Protein-1 
alpha ; P : phosphorylé ; PERK : Protein Kinase RNA (PKR)-like ER Kinase ; SRE : Stress du 
Réticulum endoplasmique ; XBP1 : X-box Binding Protein-1 ; XBP1s : X-box Binding Protein-1 
spliced. 

 

 Ainsi IRE1α, PERK et ATF6 tendent à la restauration de l'homéostasie du RE et à la 

survie cellulaire (via, en particulier, la synthèse de GRP78) en cas de stress léger à modéré ou 

induisent l’apoptose en cas de stress majeur et prolongé [6]. 

 

B – Stress du réticulum endoplasmique et pathologies 

La réponse cellulaire au stress du réticulum endoplasmique fait partie des phénomènes 

physiologiques d’adaptation. Cependant, dans certains cas, il semble que la cellule ne puisse 

gérer ce stress ou que le stress du réticulum endoplasmique engendre la mort cellulaire, et à 

plus grande échelle, la défaillance d’organe.  
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Le rôle du SRE a été décrit dans de nombreux modèles animaux d’agression 

inflammatoire septique ou aseptique. Dans des modèles murins de sepsis, plusieurs auteurs ont 

retrouvé une activation des voies du SRE après administration de lipopolysaccharide (LPS) 

bactérien ou après ligature-ponction caecale (CLP) [7,8,9]. Ils ont montré une amélioration de 

la survie après inactivation de CHOP par une possible réduction des mécanismes pro-

apoptotiques [10]. Dans un modèle de cardiomyopathie hypertrophique chez la souris, il a été 

mis en évidence une activation prolongée des voies du SRE contribuant à l’apoptose 

cardiomyocytaire et à la progression vers l’insuffisance cardiaque [11]. Aussi, dans un modèle 

d’insuffisance rénale aiguë induite par ischémie-reperfusion unilatérale chez la souris, des 

auteurs ont suggéré l’implication du SRE dans l’évolution vers l’insuffisance rénale chronique 

[12]. L’utilisation de l’acide 4-phenylbutrique (4PBA), une chaperonne chimique prévenant le 

SRE, a montré son efficacité dans ces modèles pré-cliniques pour réduire les dysfonctions 

d’organe septique mais aussi aseptique [13,14]. En effet, il a été montré que le 4PBA diminuait 

l’expression tissulaire de cytokines inflammatoires (Tumor Necrosis Factor alpha, interleukine 

1 bêta) et minimisait l’activation de la voie NF-κB [8]. Cette chaperonne chimique a aussi 

permis une réduction du stress oxydatif systémique chez le rat en choc septique [13]. 

Chez l’Homme, plusieurs travaux ont mis en évidence un lien entre l’inflammation et 

l’activation des voies du SRE. Leur implication est de plus en plus reconnue dans diverses 

maladies auto-immunes et inflammatoires. Il a été montré que l’UPR régulait spécifiquement 

la production de cytokines par le biais de divers mécanismes allant de l’amplification de la 

signalisation liée aux récepteurs de l’immunité innée (Pattern Recognition Receptors détectant 

les molécules pathogènes (LPS, Pathogen Associated Molecular Pattern)), à l’activation 

directe de la traduction des facteurs de transcriptions des cytokines [15]. Un lien a aussi été 

établi entre l’activation du SRE et l’insulinorésistance par deux mécanismes principaux : 

l’activation de la voie IRE1α, conduisant à l’activation de c-Jun N-terminal Kinase altérant la 
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cascade de signalisation liée à l’insuline par phosphorylation de Insulin Receptor Substrate de 

type 1 ; et l’activation de la voie PERK menant à l’inactivation de la Protein Kinase B détenant 

un rôle central dans la stimulation de l’absorption du glucose par l’insuline [16,17,18]. Aussi, 

chez des adultes obèses non diabétiques présentant une dysfonction endothéliale connue, il a 

été montré que tous les effecteurs de l'UPR étaient activés dans les cellules endothéliales 

provenant de veines antécubitales [19]. Dans le domaine cardiocirculatoire, l’activation 

chronique du SRE induite par la déperdition énergétique et la rupture de l’homéostasie nutritive 

faisant suite à l’accumulation de facteurs de risque cardio-vasculaire, mène à la dysrégulation 

métabolique et semble donc avoir un rôle dans la pathogénie de l’ischémie coronaire, la 

défaillance cardiaque et l’hypertension artérielle [20]. Au niveau pulmonaire, lors d’une 

inflammation aiguë, le SRE est fortement activé au sein des leucocytes circulants [9].  Plusieurs 

études ont suggéré que le SRE contribuait à l'apoptose des cellules pulmonaires et à 

l'inflammation, détenant ainsi un rôle dans la physiopathologie des maladies aiguës et 

chroniques non malignes, telles que les infections, la fibrose kystique, la fibrose pulmonaire 

idiopathique, l’asthme et la bronchopneumopathie chronique obstructive [21,22]. Il a aussi été 

montré que le SRE était impliqué dans la neurodégénérescence, ainsi que les maladies 

d’Alzheimer et de Parkinson du fait de l’agrégation de protéines mal repliées dans certains 

neurones et cellules gliales environnantes [23,24]. Enfin, plusieurs études ont mis en évidence 

une activation à haut niveaux des trois voies de l’UPR dans un large éventail de tumeurs 

humaines primitives malignes ainsi qu’une surexpression de la GRP78 corrélée à la progression 

tumorale [25-28]. 

L’utilisation du 4PBA semble aussi prometteur chez l’Homme. L’utilisation de cette 

chaperonne chimique a permis de reverser partiellement la baisse de l’Endothelial Nitric Oxide 

Synthase dans des cultures de cellules endothéliales de patients diabétiques suggérant une 

amélioration de la fonction endothéliale [29]. D’autres auteurs ont constaté que le 4PBA 
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permettait de réduire l’activation de la caspase-3 et donc l’apoptose cellulaire dans les 

néphropathies induites aux acides aristolochiques, médiées en partie par le SRE chez l’Homme 

[30]. 

Le SRE apparait donc comme un mécanisme ubiquitaire impliqué dans de nombreuses 

pathologies inflammatoires, aussi bien aiguës que chroniques. Des travaux récents montrent 

que son inhibition semble prometteuse pour améliorer la morbi-mortalité. De plus, nous 

disposons déjà d’inhibiteurs du SRE utilisables chez l’Homme : le 4PBA (AMM en France 

dans le cadre des désordres du cycle de l’urée), l’acide tauro-urso-désoxycholique, et le 

tréhalose (approuvés aux États-Unis par la Food and Drug Administration) offrant donc une 

possibilité thérapeutique potentiellement intéressante pour réduire le SRE dans un large éventail 

de maladies. 

 

C – Circulation extra corporelle et chirurgie cardiaque 

C1 – La circulation extra corporelle 

La circulation extra-corporelle (CEC) est un dispositif qui permet les manipulations 

chirurgicales à cœur arrêté en shuntant le cœur et les poumons par dérivation de la circulation 

sanguine en dehors du corps. Au cours de la CEC, le cœur est arrêté grâce à la perfusion d’une 

solution de cardioplégie au sang, contenant du potassium et des bêtabloquants, ou au 

Custodiol© (solution commerciale). Le circuit de CEC contient classiquement cinq éléments : 

un réservoir veineux, un oxygénateur, un échangeur de chaleur, des canules (veineuse et 

artérielle) et une pompe (cf. annexe 1). Leur but est triple : maintenir la perfusion systémique, 

assurer les échanges gazeux pour l’oxygène et le dioxyde de carbone, et régler la température. 

Dans le circuit, le sang du patient est en contact direct avec l’air et avec les surfaces 

synthétiques. Bien qu’assurant la circulation sanguine et les échanges gazeux, la CEC n’est pas 
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un système physiologique. La biocompatibilité des matériaux utilisés est imparfaite, la 

température corporelle et les conditions de flux artériel (flux dépulsé) sont modifiées et elle 

implique des phénomènes d’ischémie-reperfusion (clampage aortique). Ces facteurs réunis vont 

induire un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS). Ce SRIS implique à la fois 

des interactions cellulaires et humorales [31]. Les éléments humoraux de ce SRIS sont le 

système du complément et les cytokines inflammatoires : ils activent les cellules endothéliales 

et les polynucléaires neutrophiles, ces derniers étant à l’origine de la libération d’enzymes 

lytiques et de dérivés réactifs de l'oxygène, acteurs de lésions tissulaires. La sécrétions de 

cytokines inflammatoires est amplifiée via l’activation des neutrophiles, menant à une véritable 

boucle inflammatoire auto-entretenue. On observe en parallèle une activation des cascades de 

la coagulation et de la fibrinolyse [32]. Cet état inflammatoire grave à l’origine de lésions 

endothéliales étendues et d’un syndrome de fuite capillaire a donc pour conséquence une 

atteinte viscérale ubiquitaire menant potentiellement à des défaillances d’organe post 

opératoires : myocardique, pulmonaire, rénale, neurologique, hépatique ; ou encore à une 

coagulopathie et un syndrome vasoplégique [33-35]. 

Conséquences viscérales 

· La dysfonction myocardique : la CEC diminue l’activité des récepteurs β1 

myocardiques de 30-50%, et augmente proportionnellement celle des récepteurs α dans 

la réponse sympathique aux catécholamines [36]. La fonction systolique et la fonction 

diastolique baissent progressivement pour atteindre leur nadir vers 5-6 heures après la 

CEC ; la récupération prend 8 à 24 heures [37]. Cette dysfonction est d’autant plus 

sévère que l’atteinte ventriculaire était préexistante et que l’opération était longue et 

complexe. La mortalité atteint 9,7% en cas de dysfonction ventriculaire gauche isolée, 

et jusqu’à 40% lorsqu’elle est associée à une dysfonction ventriculaire droite [38]. 
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· L’atteinte pulmonaire : les conséquences respiratoires vont d'une augmentation 

modérée de l'eau pulmonaire extravasculaire au syndrome de détresse respiratoire aiguë 

(SDRA) [39]. Ce dernier est décrit jusque dans 20% des cas et est associé à une franche 

augmentation de la mortalité, jusqu’à 80%, dans ce contexte [40]. L’atteinte pulmonaire 

est multifactorielle, non seulement liée à la réaction inflammatoire post-CEC avec 

activation du complément et séquestration de polynucléaires pulmonaires qui produisent 

des substances oxygénées activées et libèrent des enzymes lysosomiales, mais aussi à 

une élévation des pressions capillaires pulmonaires pouvant être observées dans le cadre 

d’une dysfonction myocardique gauche.  

· L’atteinte rénale : en soins intensifs, la chirurgie cardiaque sous CEC est la seconde 

cause de dysfonction rénale après la septicémie. Son incidence varie de 5 à 43% selon 

les séries et elle est associée de manière indépendante à une morbi-mortalité accrue 

[41,42]. Plusieurs mécanismes physiopathologiques ont été décrit, faisant de la 

dysfonction rénale post chirurgie cardiaque une pathologie elle aussi multifactorielle. 

On identifie premièrement une vasoconstriction locale induite par l'hypoperfusion, 

l'hémolyse, l’inflammation et le stress oxydant provoquant une réduction du débit de 

perfusion rénal. En parallèle, on observe des lésions cellulaires parenchymateuses 

rénales dues aux phénomènes d’ischémie-reperfusion. Enfin, des facteurs mécaniques 

tels que la survenue d'emboles cruoriques ou de cholestérol, ainsi que les prédispositions 

individuelles comme la présence d’une réserve fonctionnelle rénale préalablement 

altérée peuvent participer à l’agression [43]. La sévérité de l’atteinte rénale est établie 

selon les critères du Kidney Disease : Improving Global Outcomes (KDIGO) [44]. Dans 

1 à 5% des cas, le recours à l’épuration rénale s’avère nécessaire grevant alors le 

pronostic rénal et individuel à court comme à long terme [45,46]. 
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· L’atteinte neurologique : les conséquences neurologiques de la CEC sont difficiles à 

appréhender en raison de la difficulté à réaliser des tests psychométriques en post-

opératoire immédiat et de la participation vasculaire aux accidents ischémiques post-

CEC chez des sujets souvent poly-athéromateux. Leur prévalence varie beaucoup en 

fonction de la manière dont on les identifie (jusqu’à 22,5% de troubles cognitifs décrits 

deux mois après pontage coronaire) [47]. Ce risque neurologique, longtemps attribué à 

la CEC seule est en fait d’origine multifactorielle : des études récentes tendent à montrer 

que les facteurs de risque liés au patient (athéromatose, anamnèse d’AVC, troubles 

cognitifs préopératoires) sont plus importants que ceux liés à l’intervention (durée de 

CEC, microemboles…) [48]. Les troubles neurologiques postopératoires sont classés en 

deux catégories : le type I comprend les lésions focales (AVC, AIT) et l’encéphalopathie 

anoxique (coma) ; le type II consiste en séquelles neuropsychologiques diffuses 

(détérioration des fonctions intellectuelles, troubles de la mémoire, délire, convulsions) 

sans signe de focalisation [49,50]. 

· L’atteinte splanchnique : les conséquences splanchniques (hépatiques et 

mésentériques) de la CEC ont été très étudiées en raison de la libération possible 

d'endotoxine à travers la muqueuse intestinale ischémique. Une étude récente a montré 

qu’une durée prolongée de CEC était associée à l’augmentation d’un marqueur 

d’ischémie-reperfusion intestinal (Intestinal Fatty Acid Binding Protein) et à la 

circulation d’endotoxines [51]. Au niveau hépatique, la dysfonction transitoire post 

CEC concerne jusqu’à 47% des patients et augmente considérablement la mortalité [52]. 

Elle a aussi été associée à la durée de la CEC et aux phénomènes d’ischémie-

reperfusion, responsables d’une congestion veineuse au sevrage de la CEC [53].  Ces 

lésions sont principalement observées lors des CEC réalisées en hypothermie, car liées 



30 
 

en grande partie à l'augmentation du métabolisme et de l'extraction splanchnique 

d'oxygène durant le réchauffement [54]. 

 

C2 – La chirurgie cardiaque 

La chirurgie cardiaque est à elle seule source d’une réponse inflammatoire systémique 

majeure. L’atteinte myocardique et vasculaire est directe tout comme l’atteinte pulmonaire, 

induite par la sternotomie et les atélectasies faisant suite au décubitus prolongé lors de 

l’intervention.  A la suite du traumatisme chirurgical, le système nerveux active la réponse au 

stress via l’envoi de signaux vers l’hypothalamus depuis les sites lésés. L’hypothalamus 

supprime son tonus inhibiteur sur l’hypophyse, stimulant ainsi la sécrétion d’hormones 

hypophysaires venant à leur tour stimuler la sécrétion d’hormones telles que le cortisol, les 

catécholamines ou la vasopressine par les organes cibles. L’activation de ces voies de réponse 

au stress chirurgical mène à la production d’une multitude de cytokines inflammatoires venant 

exacerber la réponse inflammatoire [55].  

 

D – Problématique 

 L’inhibition du SRE au cours des états inflammatoires graves semble être une voie de 

recherche prometteuse afin de diminuer l’intensité et la durée des défaillances d’organes 

induites par l’inflammation. Il n’existe cependant à ce jour aucune description du SRE chez le 

patient en situation d’inflammation systémique aseptique aiguë, ni aucune notion de la cinétique 

d’évolution du SRE chez l’Homme au cours de l’inflammation aiguë. Dans le cadre d’une CEC, 

le début de l’agression pourvoyeuse de SRIS est connu avec précision, permettant une 

description précise de la cinétique de l’activation du SRE en comparaison d’une situation 
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d’inflammation secondaire (sepsis, traumatisme…). De plus, ce « modèle » offre la possibilité 

pour chaque patient d’être son propre témoin. 

Notre hypothèse était que les voies du SRE étaient activées au cours d’une chirurgie 

cardiaque sous CEC. Nos objectifs étaient de décrire l’activation du SRE et sa cinétique 

d’expression, ainsi que de rechercher une corrélation entre l’intensité de l’expression du SRE 

et l’inflammation systémique ou la morbi-mortalité.  
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 

A – Population 

Nous avons mené une étude pilote, prospective et monocentrique au CHU de Rouen. Le 

protocole a reçu l’accord favorable du Comité de Protection des Personnes Sud-méditerranée 

II en avril 2018 (numéro ID RCB : 2017 A03375 48). Le consentement écrit éclairé de chaque 

patient était recueilli au plus tard la veille de l’intervention. 

Les critères d’inclusion étaient : 

× patients adultes (âge ≥ 18ans) ; 

× chirurgie cardiaque sous CEC programmée avec sternotomie ; 

× durée de CEC prévisible supérieure à une heure. 

Les inclusions se sont déroulées sur la période du 10 juillet 2018 au 6 mars 2019. 

Les critères de non inclusion étaient : une chirurgie cardiaque réalisée en urgence ou 

sans CEC, un temps de CEC prévisible inférieur à une heure (remplacement valvulaire aortique 

simple, mono- ou double pontage coronarien), un antécédent de cardiopathie sous-jacente avec 

fonction systolique du ventricule gauche altérée (FEVG < 30%), de maladie inflammatoire 

auto-immune chronique ou de néoplasie évolutive. Les femmes enceintes ou allaitantes ainsi 

que les patients sous protection juridique n’étaient pas inclus.  

 

B – Objectifs 

L’objectif principal était l’étude de la variation d’expression de la GRP78 entre le 

prélèvement réalisé avant la CEC (pré-CEC) et le prélèvement réalisé à deux heures de la fin 

de CEC (H2-CEC) par Polymerase Chain Reaction (PCR) quantitative sur sang total et 

technique immuno-enzymatique ELISA. 
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 Les objectifs secondaires étaient :  

- étudier les variations d’expression de la GRP78 entre le prélèvement pré-CEC et celui réalisé 

à 24 heures de la fin de CEC (H24-CEC) par techniques ELISA et PCR quantitative sur sang 

total ; 

- étudier la corrélation entre la concentration plasmatique de GRP78 et l’intensité de son 

expression génique au sein des cellules circulantes ; 

- étudier l’impact de la procédure de CEC (cardioplégie au sang ou au Custodiol) sur les taux 

post-opératoires de GRP78 ; 

- étudier la corrélation entre la GRP78 plasmatique et la morbidité post-opératoire :  

× défaillance d’organe persistante 24h après la fin de CEC : ventilation mécanique et/ou 

insuffisance rénale aiguë (définie par un score Kidney Disease Improving Global 

Outcomes (KDIGO) ≥ 1 [44] (cf. annexe 2)) et/ou défaillance hémodynamique 

nécessitant des catécholamines ; 

× le score de gravité Indice de Gravité Simplifié II (IGS II)  [56] (cf. annexe 3) ; 

× troponinémie post-opératoire (reflet de l’efficacité de la cardioplégie et de la souffrance 

myocardique per-opératoire et post-opératoire) ; 

× le rapport PaO2/FiO2 des patients sous ventilation mécanique (reflet de l’hypoxémie et 

donc du degré d’atteinte pulmonaire post-opératoire) [57]. 

 

C – Déroulement du protocole 

Le consentement était signé au plus tard la veille de l’intervention. L’induction 

anesthésique comprenait un hypnotique intra-veineux (IV) (propofol ou étomidate), un opioïde 

IV (sufentanil ou rémifentanil) et un curare IV (cisatracrium) permettant l’intubation 

orotrachéale. L’administration de kétamine et de corticostéroïdes était laissée à l’appréciation 
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du médecin anesthésiste-réanimateur (MAR). Le premier prélèvement « pré-CEC » était réalisé 

juste après la mise en place du cathéter artériel, puis l’anesthésie était entretenue par propofol 

et opioïdes en perfusion continue. La CEC était initiée avec une solution héparinée, après 

sternotomie, péricardotomie et drainage de l’oreillette droite par une ou deux canules. Le sang 

oxygéné était réinjecté dans la circulation artérielle par une canule insérée dans l’aorte en aval 

du clampage aortique. Le cœur était arrêté par perfusion d’une solution de cardioplégie froide 

et riche en potassium (cardioplégie au sang ou cardioplégie au Custodiol©) administrée par 

voie antérograde par les ostia coronaires ou par voie rétrograde par le sinus coronaire. Le circuit 

de CEC, comportait classiquement des filtres, un dispositif thermique pour maintenir la 

température sanguine au niveau souhaité (36 à 37 °C) et un oxygénateur. Durant la CEC, la 

Pression Artérielle Moyenne était habituellement maintenue entre 55 et 70 mmHg. La 

ventilation per CEC n’était pas systématique (selon l’appréciation du MAR et du chirurgien). 

Á la fin de l’intervention, les cavités cardiaques étaient purgées, l’aorte déclampée et le cœur 

reperfusé. Une fois obtention d’un rythme cardiaque spontané efficace ou électro-entrainé par 

électrodes épicardiques externes, la CEC était arrêtée et les canules retirées. L’héparine 

circulante était neutralisée dose pour dose par de la protamine. Les patients étaient transférés 

en réanimation cardiaque en post opératoire où tous bénéficiaient d’une surveillance horaire les 

24 premières heures, puis d’une surveillance toutes les 3h durant le reste du séjour en 

réanimation. Le deuxième prélèvement était réalisé à 2h de l’arrêt de la CEC en même temps 

que le début du recueil des paramètres clinico-biologiques en réanimation. Le troisième 

prélèvement était réalisé à 24h de l’arrêt de la CEC. 

 

D – Modalités de prélèvements  

Les prélèvements étaient réalisés via le cathéter artériel posé de façon systématique dans 

le cadre d’une chirurgie cardiaque : le premier (H0, pré-CEC) juste après la pose du cathéter et 
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l’induction anesthésique, le deuxième 2 heures après la fin de CEC (H2-CEC) et le troisième 

24h après la fin de CEC (H24-CEC). Pour chaque prélèvement, un tube PAXgene® (2,5 ml de 

sang, stocké directement au congélateur) et 1 tube EDTA (4 ml de sang) étaient prélevés. Le 

tube EDTA était centrifugé immédiatement sur la centrifugeuse du bloc de chirurgie cardiaque 

(3000g durant 15 min) avec récupération du plasma aliquoté dans des micro-tubes (100 à 300 

µl/tube). Après stockage temporaire (< 7 jours) au congélateur -20°C du bloc opératoire de 

chirurgie cardiaque, les tubes étaient entreposés au congélateur à -80°C du Centre 

d’Investigation Clinique avant transfert et analyse au laboratoire INSERM U1096. Au total six 

tubes ont été prélevés pour chaque patient (3 tubes PAXGene® + 3 tubes EDTA) (cf. figure 2 

ci-dessous). 

 

Figure 2 : Déroulement du protocole et modalités de prélèvement. CEC : Circulation Extra 
Corporelle ; ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay ; q-PCR : Quantitative Polymerase Chain 
Reaction. 
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E – Extraction d’ARN, transcription inverse et réaction en chaîne par polymérase 

quantitative. 

Les ARN totaux des cellules sanguines circulantes ont été extraits grâce au système 

PAXgene Blood RNA Kit (Quiagen, Hilden, Germany) en suivant les instructions du fabricant. 

Les brins d’Acide DésoxyriboNucléique  (ADN) résiduels étaient dégradés au cours de 

l’extraction (RNase-Free DNase set ; Quiagen, Hilden, Germany). L'intégrité et la quantité des 

ARN totaux extraits ont été évaluées par un dispositif Nanodrop 2000 (TherMODSisher 

Scientific, Waltham, MS, USA). Après extraction, nous avons réalisé une transcription inverse 

afin d’obtenir les doubles brins d’ADN complémentaire (ADNc) correspondant (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). La RT a été effectuée à partir de 0,5µg d’ARN dilués dans de l’eau 

exempte de ribonucléase (RNase-Free) pour un volume de 16,75µL, soit une concentration en 

ARN de 29,9 ng/µL. A cet échantillon dilué a été ajouté un mix de 12,25µL, comprenant 3µL 

de dNTP 10 MM (mélange des quatre désoxyribonucléotides : dATP (désoxy-adénine tri-

phosphate), dCTP (désoxy-cytosine tri-phosphate), dGTP (désoxy-guanine tri-phosphate), 

dTTP (désoxy-thymine tri-phosphate)) ; 2,5µL d’amorces aléatoires (random primers) à 

0,75µg/µL ; 0,75µL de RNaseOUT à 40 unités/µL (inhibiteur de ribonucléase) et 6µL de 

tampon 5X pour un volume final de 29µL. Les échantillons étaient incubés une 1ère fois à 65°C 

pendant 5min pour dénaturer les ARN. Puis 1µL de M-MLV Reverse transcriptase à 200 

unités/µL était ajouté avant une 2ème incubation de 1 heure à 37°C permettant la réaction 

enzymatique. Pour finir, une 3ème incubation de 5 min à 95°C permettait de dénaturer l’enzyme. 

Les échantillons étaient ensuite conservés à -20°C jusqu’à réalisation de la PCR quantitative.  

Avant analyse de nos échantillons, les amorces du gène étudié et du gène de référence 

ont été validées afin de vérifier leur efficacité. Le gène Heat Shock Protein Family A member 

5 (HSPA5), codant la GRP78, a été validé pour un Cycle Threshold (Ct) (valeur à laquelle la 

courbe de PCR croise le seuil de détection) à 24,9 avec une efficacité d’amorçage à 74 % dans 
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un volume final de 5µL. Le gène de ménage succinate dehydrogenase complex flavoprotein 

subunit A  (SDHA) a été choisi comme référence devant une expression proche de celle de nos 

gènes d’intérêt (Ct à 24,9 , efficacité d’amorçage à 100 % dans un volume final de 5µL) et une 

expression stable, préalablement décrite, dans les leucocytes circulants au cours de 

l’inflammation systémique [58]. Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau 1.  

 

Gène Type d'amorce Séquence (5'-3') 

SDHA 

sens GAGATGTGGTGTCTCGGTCCAT 

antisens GCTGTCTCTGAAATGCCAGGCA 

HSPA5 

sens CGAGGAGGAGGACAAGAAGG 

antisens CACCTTGAACGGCAAGAACT 

Tableau 1 : Amorces utilisées pour la PCR quantitative. HSPA5 :  Heat Shock Protein 
Family A member 5 ; SDHA : Succinate DeHydrogenase complex flavoprotein subunit A. 

 

Une PCR quantitative a été réalisée pour l’ADNc du gène de la GRP78: HSPA5. La 

PCR quantitative a été réalisée grâce au système QUANTSTUDIO 12K FLEX (Applied 

Biosystems, Foster City, Californie, États-Unis) en suivant les instructions du fabricant. Les 

plaques de PCR de 384 puits ont été préparées avec 1,2 µL de cDNA (16,7 ng/µL) dilué au 

1/10ème et 3,81 µL de mix de réaction. Le mix de réaction contenait les amorces sens et antisens 

à la concentration de 300nM (0,02 µL x2), le Fast Sybr Master mix (2,50 µL) et de l’eau 

exempte désoxyribonucléase (DNase-free) et RNase-free (1,27µL). Le Fast Sybr Master mix 

(Applied Biosystem), contenait du fluorochrome SYBR Green, de l’AmpliTaq Gold DNA 

Polymerase, des dNTPs avec du dUTP, une référence passive (ROX) et un tampon optimisé 

pour tous ces composants. Le volume final était de 5µL par puit. La dépose des échantillons a 

été réalisée grâce au robot de pipetage Bravo Automated Liquid Handling Platform (Agilent 
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Technologies, Santa Clara, Californie, États-Unis). La quantité de séquence d'acides nucléiques 

cibles dans les échantillons a été déterminée par l’analyse des modifications cycle par cycle du 

signal de fluorescence conséquent à l'amplification lors de la PCR. L’analyse comprenait une 

première étape d’activation (dénaturation des brins d’ADNc) pendant 20 secondes puis 40 

cycles d’amplification constitués d’une nouvelle phase d’activation à 95°C pendant 1 seconde 

suivie d’une phase d’élongation à 60°C pendant 20 sec. 

Les valeurs de Ct obtenues pour chaque échantillon ont été utilisées pour quantifier 

l'expression du gène cible par rapport au gène de référence à l'aide de la méthode 2-ΔΔCt. 

 

F – Méthode immuno-enzymatique (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) 

Les concentrations sériques de GRP78 ont été déterminées à l’aide du kit commercial 

Grp78/BiP ELISA kit ADI-900-214 (Enzo Life Sciences, Villeurbanne, France) selon le 

protocole du fabricant. Après analyses préliminaires, une dilution de nos échantillons au 1/10ème 

a été retenue pour des résultats optimisés. Brièvement, la première étape consistait à déposer 

dans des puits recouverts d’anticorps primaires anti-GRP78, 100µL d’une gamme de dilution 

au 1/5ème de standards GRP78 reconstitués, ou 100µL d’échantillon dilués au 1/10eme. Ensuite, 

50µL d’une solution d’anticorps secondaire anti-GRP78 étaient ajoutés dans chaque puit et la 

plaque était incubée à température ambiante pendant une heure. La deuxième étape consistait à 

ajouter 50µL d’une solution de GRP78 conjuguée à de la peroxydase de raifort à chaque puit 

sans lavage préalable. La plaque était de nouveau incubée pendant une heure à température 

ambiante. Au cours de cette étape les anticorps se liaient de façon compétitive soit à la GRP78 

conjuguée, soit à la GRP78 contenue dans les échantillons. Pour finir, 200µL d’une solution de 

substrat 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine étaient ajoutés permettant une réaction colorimétrique 

puis la réaction était stoppée, après 30 min d’incubation, avec 50µL d’une solution spécifique. 

Le signal colorimétrique obtenu pour chaque puit était lu grâce au logiciel de lecture de plaque 
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Magellan (Tecan, Männedorf, Suisse) à 450nm. Le signal mesuré était inversement 

proportionnel au niveau de GRP78 contenu dans l’échantillon. La concentration de chacun de 

nos échantillons a pu être déterminée par interpolation à partir des valeurs de gamme obtenues. 

 

G – Analyse statistique 

G.1 – Calcul du nombre de sujets nécessaires  

L’effectif a été déterminé à partir d’un test de comparaison de moyennes des valeurs du 

SRE estimées à partir d’études précédentes menées dans des conditions d’inflammation 

septique. Les distributions des mesures du SRE ont été comparées entre les bilans avant et après 

la CEC, au moyen du test non paramétrique de Wilcoxon pour séries appariées. La puissance 

statistique de ce test non paramétrique ne pouvant pas être évaluée directement avec les logiciels 

de référence, une évaluation approximative a été effectuée pour le test paramétrique 

correspondant, c'est-à-dire le test de Student pour séries appariées. Aucune donnée n’étant 

référencée chez l’Homme, l’effet attendu n’a donc pas pu être défini, ni la variance intra-

individuelle ou inter-individuelle du SRE. 

 Un effectif de 50 patients a été retenu. Cet effectif permettrait de mettre en évidence une 

taille d’effet (différence des moyennes rapportées à l’écart-type) de 0,468 pour une puissance 

de 90 % au risque de première espèce de 2,5 % en formulation unilatérale. Cette faible taille 

d’effet permettrait de mettre en évidence une différence modérée de la diminution de la mesure 

du SRE entre les deux bilans avant et après la CEC à condition que la dispersion de la mesure 

du SRE ne soit pas trop importante. On pouvait s’attendre à une valeur légèrement plus faible 

de la puissance statistique pour le test non paramétrique de Wilcoxon pour séries appariées mais 

parfaitement acceptable et supérieure à 80 %. 
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G.2 – Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été effectuées grâce au logiciel Prism8 (GraphPad Software, 

San Diego, California, États-Unis). La normalité de la distribution de nos échantillons a été 

testée à l'aide du test de Shapiro-Wilk. Les variables quantitatives ont été comparées à l’aide 

des tests de Friedman ou de Wilcoxon (variables appariées) ou de Mann-Whitney (variables 

non appariées). Le test de corrélation de Spearman a été utilisé pour évaluer l’association entre 

deux variables. 

Tous les résultats sont présentés sous forme de médiane et intervalle interquartile [Q1 ; Q3] 

ou de valeur absolue (%). Une valeur de p < 0,05 était considérée comme statistiquement 

significative. 
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RÉSULTATS 

A – Données épidémiologiques de la population étudiée 

Sur la période d’étude, 46 patients ont été inclus (36 hommes, 10 femmes). Aucun 

patient n’est décédé lors du séjour hospitalier. Les principales caractéristiques démographiques 

et cliniques des patients sont résumées dans le tableau 2.  

 

Age (ans) 70 [63;75] 

IGS II 33 [29;40] 

IMC (kg/m²) 28 [26;31] 

Durée de CEC (min) 117 [92;139] 

Durée de l’intervention chirurgicale (min) 221 [185;254] 

Durée de ventilation mécanique (heures) 6 [4;8] 

Durée d’hospitalisation en réanimation (jours) 4 [3;6] 

Type d’intervention 

- Chirurgie valvulaire 

- Pontage coronarien 

- Chirurgies combinées 

 

26 (57%) 

9 (19%) 

11 (24%) 

Type de cardioplégie 

- Cardioplégie au sang 

- Cardioplégie au Custodiol 

 

20 (43%) 

26 (57%) 

Tableau 2 : Données démographiques des patients inclus. Les résultats sont présentés sous forme de 
médiane [intervalle interquartile] et n(%). CEC : circulation extra-corporelle ; IGS II : Indice de gravité 
simplifié II ; IMC : Indice de Masse Corporelle.  
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B – Description de l’activation du SRE au cours de la CEC chez l’Homme 

B.1 – Analyse de l’expression génique de la GRP78 par PCR quantitative 

L’étude de l’expression du gène HSPA5 chez nos patients a montré une augmentation 

significative de l’expression génique à 2h (H2) et à 24h (H24) de la fin de CEC (p<0,0001) 

comparativement à l’expression génique avant CEC (pré-CEC), sans différence significative 

entre les niveaux d’expression à H2 et H24 (Fig. 3).  

 
 

Figure 3 : Expression génique de HSPA5 au cours du temps. Les résultats sont présentés sous forme 
de médiane et intervalle interquartile. Pour chaque patient, l’expression à H2 et H24 était rapportée à 

l’expression à H0. H0 : prélèvement avant CEC ; H2 : prélèvement à 2h de la fin de CEC, H24 : 
prélèvement à 24h de la fin de CEC ; HSPA5 : Heat Shock Protein Family A member 5 ;*** p < 0,0001. 

 

 L’étude de la morbidité, n’a pas retrouvé de différence d’expression de la GRP78 à H2 

(p=0,16) ni à H24 (p = 0,36) en présence ou non de défaillance d’organe persistance à 24h (Fig. 

4A et 4B). 
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Figure 4 : Expression génique de HSPA5 à H2 (A) et H24 (B) chez les patients présentant ou non 
une défaillance d’organe persistante à H24. Les résultats sont présentés sous forme de médiane et 
intervalle interquartile. DO : défaillance d’organe ; HSPA5 : Heat Shock Protein Family A member 5. 

 

 

B.2 – Analyse de l’expression protéique de la GRP78 par technique ELISA 

 L’étude des taux plasmatiques de la GRP78 a montré une diminution significative des 

taux de GRP78 entre H0 et H2, ainsi qu’une augmentation significative des taux entre H2 et 

H24, sans différence significative entre H0 et H24 (H0 4540 [2519 ; 7575] ng/mL, H2 1902 

[939 ; 3133] ng/mL et H24 3873 [2153 ; 6138] ng/mL ; p<0,0001 ; cf. Fig. 5).  

 

Figure 5 : Concentrations plasmatiques de la GRP78 en péri-opératoire de chirurgie cardiaque 
sous CEC. Les résultats sont présentés sous forme de médiane et intervalle interquartile. GRP78 : 
Glucose Related Protein 78 kDa ; H0 : prélèvement avant CEC ; H2 : prélèvement à 2h de la fin de CEC, 
H24 : prélèvement à 24h de la fin de CEC ; *** p < 0,0001. 



44 
 

 Il n’y avait pas de corrélation entre l’IGS II et les taux de GRP78 à H2 (r = -0,12 IC95%[-

-0,40;0,19] ; p = 0,44) ni à H24 (r = 0,18 IC95%[-0,45;0,13] ; p = 0,24). En comparant les patients 

présentant une défaillance d’organe persistante à 24h et ceux n’en présentant pas, nous n’avons 

pas trouvé de différence entre les valeurs absolues de GRP78 de ces deux groupes, à H2 

(p=0,40) ni à H24 (p=0,10) (Fig. 6A et 6B). En revanche, nous avons trouvé une association 

entre la variation du taux de GRP78 à H24 par rapport à son niveau de base à H0, et la 

persistance de défaillance d’organe post-opératoire. Ainsi, les niveaux de GRP78 à H24 étaient 

significativement plus bas par rapport à leur niveau de base (H0) chez les patients avec 

défaillance d’organe persistante à H24 (-37 [-61 ;-18] % vs. 0,33 [-29 ;43] %; p<0.01 ; Fig. 7).  

 

 
 

Figure 6 : Taux plasmatiques de GRP78 à H2 (A) et H24 (B) chez les patients présentant ou non 
une défaillance d’organe persistante à H24. Les résultats sont présentés sous forme de médiane et 
intervalle interquartile. DO : défaillance d’organe. GRP78 : Glucose Related Protein 78 kDa ; (A) : DO 
et expression protéique à H2. (B) : DO et expression protéique à H24. 

 



45 
 

 
 

Figure 7 : Variation du taux plasmatique de GRP78 par rapport au niveau de base à H0 chez les 
patients présentant ou ne présentant pas de défaillance d’organe persistante à H24. DO : 
défaillance d’organe ; GRP78 : Glucose Related Protein 78 kDa ; **p<0,01. 

 

 De plus, nous avons trouvé une corrélation entre le taux de GRP78 à H2 et le taux de 

troponine à H2 (r = -0,29 ; IC95%[-0,56 ; -0,14] ; p = 0,0345 ; Fig. 8), mais aussi entre le taux 

de GRP78 à H2 et le rapport PaO2/FiO2 à H2 (r = 0,37 ; IC95%[0,10 ; 0,59] ; p = 0,0064 ; Fig. 

9). Nous avons également mis en évidence une différence significative entre les taux de GRP78 

à H2 des patients ayant reçu une cardioplégie au Custodiol et ceux ayant reçu une cardioplégie 

au sang (1365 [815 ; 2232] ng/mL vs. 2470 [1709 ; 3316] ng/mL respectivement; p=0,03; Fig. 

10). 



46 
 

0 2000 4000 6000 8000 10000

0

1000

2000

3000

4000

GRP78 H2 (ng/mL)

T
ro
p
o
n
in
é
m
ie
H
2
(n
g
/m
L
)

r = -0,29 [-0,53 ; -0,01]
p = 0,03

 

Figure 8 : Corrélation entre le taux de GRP78 à H2 et la troponinémie à H2. GRP78 : Glucose 
Related Protein 78 kDa ; r = coefficient de corrélation ; p<0,05. 
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Figure 9 : Corrélation entre le taux de GRP78 à H2 et le rapport PaO2/FiO2 à H2. GRP78 : 
Glucose Related Protein 78 kDa ; r = coefficient de corrélation ; p<0,05. 
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Figure 10 : GRP78 à H2 et type de cardioplégie. Les résultats sont présentés sous forme de médiane 
et intervalle interquartile ; GRP78 : Glucose Related Protein 78 kDa ; *p<0,05. 

 

 Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre les taux protéiques de GRP78 

post-opératoire des différents types de chirurgie (valvulaire, coronarienne ou mixte). 

Cependant, nous avons mis en évidence une corrélation entre le taux de GRP78 à H24 et la 

durée de la CEC (r =-0,29 ; IC95%[-0,52 ; -0,01] ; p = 0,0382 ; Fig 11), corrélation non retrouvée 

à H2. 
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Figure 11 : Corrélation entre le taux de GRP78 à H24 et la durée de CEC. CEC : circulation extra-
corporelle ; GRP78 : Glucose Related Protein 78 kDa ; r = coefficient de corrélation ; p<0,05. 
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B.3 – Comparaison de l’expression génique et protéique de la GRP78 

Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre l’expression génique de la GRP78 dans les 

cellules circulantes à H2 et son taux plasmatique à H2 (r=0,058 IC95%[-0,28; 0,39] ; p=0,74) ; 

ni entre l’expression génique à H2 et son taux plasmatique à H24 (r=0,24 ; IC95%[-0,11; 0,53] 

p=0,16). Nous n’avons pas non plus trouvé de corrélation entre l’expression génique de la 

GRP78 dans les cellules circulantes à H24 et son taux plasmatique à H24 (r=0,24 IC95%[-0,08; 

0,52] ; p=0,74).  
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DISCUSSION 

Notre étude est la première à décrire l’activation des voies de SRE au cours de 

l’inflammation systémique aiguë aseptique chez l’Homme. Nous avons mis en évidence une 

augmentation significative de l’expression génique de la GRP78 au sein des cellules circulantes 

ainsi qu’une diminution significative de son taux circulant à deux heures de la fin de CEC. De 

plus, nos résultats mettent en évidence une association entre la variation de l’expression 

protéique de GRP78 (delta pré-CEC et H24-CEC) après CEC et la défaillance d’organe post 

opératoire. 

 

Cinétique de l’expression de la GRP78 au cours de la CEC chez l’Homme 

 Nous avons mis en évidence une augmentation significative de l’expression génique de 

la GRP78 à 2h d’une agression inflammatoire systémique, ainsi qu’à 24h au sein des cellules 

sanguines circulantes. Nos résultats montrent une activation précoce et persistante de la 

transcription du gène codant pour la GRP78. Cette donnée est en accord avec de précédents 

travaux montrant une augmentation des niveaux tissulaires de GRP78 au cours de 

l’inflammation aiguë dans un modèle animal de choc hémorragique [59]. Néanmoins, elle 

contraste avec la diminution des concentrations plasmatiques en GRP78 à H2 qui pourrait 

sembler paradoxale. Ces deux résultats sont en fait cohérents : le rôle commun des protéines 

dites chaperonnes est de prévenir les dommages potentiellement causés par une perte de 

fonction protéique due à un mauvais repliement tridimensionnel, leur action est intra-cellulaire. 

La GRP78 est donc une protéine tissulaire effectrice au niveau intra-cellulaire en situation de 

SRE. L’augmentation de la transcription observée dans notre travail est un argument 

supplémentaire pour une augmentation intra-cellulaire de cette protéine. Ainsi, au cours d’une 

situation de stress aigu, une majoration de l’expression et de l’utilisation cellulaire et donc 

tissulaire de la GRP78 irait de pair avec la baisse de son excrétion plasmatique. Le ratio entre 
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GRP78 tissulaire et GRP78 circulante n’est cependant pas connu et un futur travail sur le 

volontaire sain pourrait permettre de mieux comprendre le lien entre ces deux localisations de 

la GRP78. Ainsi, nos résultats pourraient refléter une utilisation rapide et précoce de la GRP78 

dans les tissus pour la résolution du SRE après le stress chirurgical (d’où la baisse des taux 

plasmatiques à H2). Ce stress chirurgical déclenche très probablement en parallèle une 

activation de l’expression génique des gènes de l’UPR dans le but de restaurer les taux 

tissulaires et circulants de GRP78 pour faire face à l’état de stress. Dans une étude portant sur 

l’analyse immunohistochimique de cellules cérébrales humaines après ischémie reperfusion, 

les auteurs ont mis évidence l’augmentation du marquage de GRP78 qu’à partir de la 5ème heure 

[60]. Ce résultat va dans le sens de notre analyse, en montrant que la ré-augmentation des taux 

plasmatique de GRP78 après agression aiguë est un phénomène retardé. Grâce à l’analyse 

génique cependant, nous pouvons penser que la réponse adaptative de l’UPR débute 

précocement, puisque nous observons une augmentation de l’expression du gène HSPA5 codant 

pour la GRP78 dès H2. A 24 heures du début du stress, nous avons observé la persistance de 

l’élévation de l’expression génique avec une réascension des taux protéiques de GRP78. Ces 

résultats s’accordent avec l’hypothèse d’une compensation progressive du déficit initial relatif 

en GRP78 après agression aigue inflammatoire par activation soutenue de la transcription du 

gène HSPA5, permettant la restauration des stocks en GRP78. Cela n’est cependant qu’une 

hypothèse puisque nous ne sommes pas en mesure d’affirmer qu’il s’agit bien là d’une 

« réquisition » intra-cellulaire pour la résolution du SRE et non pas d’une élimination intra-

plasmatique de la GRP78, son métabolisme n’étant pas connu actuellement. De futurs travaux 

devront étudier les liens entre GRP78 tissulaire et circulante. 

Par ailleurs, nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre l’expression génique de la 

GRP78 dans les cellules circulantes et les niveaux de GRP78 circulants. L’origine de la GRP78 

plasmatique et donc circulante est inconnue. Cette protéine étant tissulaire et ubiquitaire, il est 
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probable que plusieurs tissus participent à son excrétion et déterminent ainsi son niveau 

plasmatique. Dans notre étude, l’analyse de l’expression génique de la GRP78 a été réalisée à 

partir de sang total et correspond en fait à l’expression génique leucocytaire. En effet, les 

variations des expressions d’ARN évaluées par la technique PAXgene® sont très fortement 

corrélées aux variations d’expression d’ARN des leucocytes [61]. Ainsi, il est admis que les 

variations détectées par cette technique sont des reflets de l’expression génique leucocytaire. Il 

est possible que les leucocytes participent peu à la synthèse de GRP78 circulante ce qui pourrait 

expliquer l’absence de corrélation entre nos résultats de qPCR et d’ELISA. D’autres travaux 

sont donc nécessaires afin d’identifier les différentes origines de la GRP78 plasmatique. Mais 

aussi afin d’identifier dans quelle proportion les différents organes participent à son excrétion 

en contexte aigu inflammatoire aseptique. Ces analyses restant difficilement réalisables chez 

l’Homme, une première étape serait une analyse de l’expression génique et des concentrations 

protéiques à partir de cellules, tissus ou organes dans les modèles animaux de stress 

inflammatoire. 

 

Expression de la GRP78 après CEC et morbi-mortalité en réanimation 

 Nous avons montré une association entre la variation de l’expression protéique de 

GRP78 par rapport à son niveau de base (delta pré-CEC et H24-CEC), et la défaillance d’organe 

post-opératoire. Ainsi, les taux de GRP78 à H24 reviennent à leur niveau de base chez les 

patients sans défaillance d’organe. A l’inverse, les taux de GRP78 à H24 des patients présentant 

une défaillance d’organe persistante restent nettement inférieurs à leur niveau de base pré-CEC. 

Les patients présentant une défaillance d’organe semblent donc rester en déficit relatif par 

rapport à leur niveau de GRP78 pré-opératoire. Ces concentrations restant relativement basses 

pourraient être expliquées par le maintien d’une consommation tissulaire de GRP78 lors d’un 

stress intense et prolongé. Chez l’animal, d’autres études portant sur le SRE après agression 
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inflammatoire aiguë ont montré une association entre l’activation du SRE et la dysfonction 

d’organe [13,59]. Ces études ont retrouvé des taux tissulaires en GRP78 plus élevés 

comparativement aux conditions contrôles. Cependant ces travaux ne s’étaient pas intéressés 

aux variations de GRP78 chez un même individu.  

Deux autres résultats de notre étude vont dans ce sens. En effet, la corrélation négative 

entre les niveaux plasmatiques de GRP78 et la troponinémie post-opératoire suggèrent une 

utilisation intratissulaire de la GRP78 plus importante chez les patients ayant eu une souffrance 

myocardique péri-opératoire : plus la troponine augmente (témoin d’une souffrance 

myocardique per-opératoire), plus les taux circulants de GRP78 sont faibles. De même, la 

corrélation entre le rapport PaO2/FiO2 (témoin du degré d’hypoxémie et de l’atteinte 

pulmonaire post opératoire) et le taux de GRP78 circulante suggère que plus l’atteinte 

pulmonaire est sévère (rapport PaO2/FiO2 bas) plus les taux circulants de GRP78 sont faibles. 

Cela suggère ici un possible trapping tissulaire de GRP78 plus important chez les patients ayant 

les atteintes tissulaires les plus sévères.  

Pour finir, la corrélation négative retrouvée entre la durée de CEC et les taux circulants 

de GRP78 à H24 renforce nos hypothèses quant à une utilisation intra tissulaire plus importante 

de la GRP78 pour la résolution du stress lors d’un stress prolongé. Les patients ayant eu une 

CEC plus courte et donc ayant été soumis à un moindre stress inflammatoire étant ceux 

présentant les taux de GRP78 circulants les plus élevés. 

 

Limites de l’étude 

 Nous pouvons souligner plusieurs limites importantes à notre travail.  
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 Premièrement, il s'agit d'une étude pilote menée auprès d'un nombre limité de patients 

inclus dans un seul centre, ce qui peut avoir limité la puissance statistique nécessaire pour mettre 

en évidence des différences significatives ou établir des corrélations.  

 Deuxièmement, une des limites de notre travail est le choix du modèle d’étude : la 

chirurgie cardiaque sous CEC. Si de nombreuses études décrivent l’impact majeur de la CEC 

et de la chirurgie cardiaque sur les médiateurs de l’inflammation, ces travaux n’ont pas été 

reconduits récemment [31,32,33]. L’amélioration des techniques instrumentales et 

chirurgicales pourrait être à l’origine d’un moindre stress inflammatoire. On observe de nos 

jours l’amélioration des circuits de CEC (pré héparinés et d’avantage biocompatibles), la 

réduction de la surface de contact par miniaturisation des circuits, la minimisation de 

l’hémodilution et des besoins en transfusion ainsi que la diminution de la durée chirurgicale 

avec évolution et innovation des techniques [62]. La chirurgie cardiaque sous CEC tend donc à 

devenir de moins en moins inflammatoire, et ceci pourrait avoir atténuer les différences 

obtenues entre nos échantillons. Néanmoins, dans le cadre de l’étude d’une cinétique 

d’expression, au vu de son caractère très protocolisé et standardisé, la chirurgie cardiaque sous 

CEC reste un modèle pertinent avec la possibilité de mesurer le début du trigger inflammatoire 

à la minute près. Aussi, ce modèle offre la possibilité que chaque patient soit son propre témoin. 

De futures analyses seront réalisées pour évaluer l’intensité de la réponse inflammatoire 

déclenchée par la CEC chez nos patients. 

 Enfin, ce travail n’a étudié que l’expression de la GRP78, effecteur final de l’UPR liée 

au SRE. De nombreuses voies de signalisation participent à la mise en place de l’UPR et notre 

étude ne permet pas d’analyser quelles voies sont impliquées chez nos patients. De futures 

analyses sont prévues afin d’évaluer les autres protéines clés de l’UPR (ATF6, ATF4, CHOP, 

XBP1) en PCR quantitative sur nos échantillons d’ARN. Aussi, puisqu’il est montré que le SRE 

induit une dysfonction endothéliale et que son inhibition restaure la fonction de l’endothélium 
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[63,64], il apparait nécessaire d’explorer cette voie chez nos patients chez qui le syndrome 

vasoplégique et de syndrome œdémateux, témoins d’une dysfonction endothéliale sévère, sont 

fréquents. Ces explorations seront réalisées à la suite de nos premiers résultats et tenteront donc 

d’établir un lien entre l’expression génique / les taux circulants de GRP78 et les marqueurs de 

dysfonction endothéliale (Vascular Cell Adhesion Protein 1), ou les marqueurs de lésion du 

glycocalyx, véritable « tapis protecteur » de l’endothélium (syndecan-1).  
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CONCLUSION 

 Nous avons évalué pour la première fois la cinétique du SRE chez l’Homme dans un 

modèle de chirurgie cardiaque sous CEC. Dans ce modèle d’inflammation aseptique, nous 

avons montré une augmentation précoce de l’expression génique de la GRP78 dans les cellules 

circulantes et une diminution précoce de son taux plasmatique. Nous avons mis en évidence 

une association entre la variation de sa concentration plasmatique et la persistance de 

défaillance d’organe post-opératoire. Plusieurs travaux pré-cliniques ont montré l’intérêt de 

l’inhibition du SRE pour réduire l’inflammation et le nombre de publications s’intéressant au 

SRE dans les pathologies humaines aiguës et chroniques ne cesse d’augmenter, témoin de 

l’intérêt actuel pour ce mécanisme d’homéostasie tissulaire. Il semble donc pertinent de 

poursuivre les travaux dans ce domaine afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués 

dans sa régulation. Ainsi, à terme, nous pourrons peut-être envisager l’inhibition du SRE chez 

l’Homme pour lutter contre les défaillances d’organes liées au SRIS. 
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ANNEXES 

Annexe 1 : Circuit de CEC 
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Annexe 2 : score KDIGO  
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Annexe 3 : score IGS II 
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RÉSUMÉ 

Introduction : Au cours des états inflammatoires, l'accumulation de protéines mal conformées dans 

le réticulum endoplasmique (RE) induit le stress du RE (SRE). Le SRE est impliqué dans de 

nombreuses pathologies humaines inflammatoires aiguës et chroniques. La circulation extra 

corporelle (CEC), bien que nécessaire à la chirurgie cardiaque à cœur arrêté, entraine une réponse 

inflammatoire systémique importante. Notre objectif était de décrire les variations de la Glucose 

Related Protein de 78 kDa (GRP78) plasmatique, effecteur final du SRE, au cours d’une chirurgie 

cardiaque sous CEC.  

Matériel et méthodes : Nous avons conduit une étude prospective monocentrique incluant des 

patients bénéficiant de chirurgie cardiaque sous CEC. Deux prélèvements (tube PAXGene® + tube 

EDTA) étaient réalisés à trois temps : avant CEC, 2h après la fin de CEC (H2-CEC) et 24h après la 

fin de CEC (H24-CEC). Après extraction des ARN totaux circulants et transcription inverse, nous 

avons réalisé une PCR quantitative du gène codant GRP78 et dosé la GRP78 circulante par 

technique ELISA. Notre objectif principal était l’étude de la variation de la GRP78 entre les 

prélèvements pré-CEC et H2-CEC. Notre objectif secondaire était l’étude de la morbidité 

postopératoire. 

Résultats : Nous avons inclus 46 patients dont l’âge médian était de 70 [63;75] ans. Nous avons 

montré une augmentation de l’expression génique de la GRP78 à H2-CEC (p<0,0001) et une 

diminution de son taux plasmatique à H2-CEC (4540 [2519;7575] ng/mL vs. 1902 [939;3133] 

ng/mL; p<0,0001). Les niveaux de GRP78 à H24-CEC étaient significativement plus bas par 

rapport à leur niveau de base chez les patients présentant une défaillance d’organe persistante à 24h 

(-37 [-61;-18] % vs. 0,33[-29;43] %; p<0.01). Nous avons retrouvé une corrélation inverse entre la 

troponinémie à H2 et la GRP78 plasmatique à H2 (r = -0,29 ; IC95%[-0,56 ; -0,14] ; p = 0,0345) 

ainsi qu’une corrélation positive entre le rapport PaO2/FiO2 à H2 et la GRP78 plasmatique à H2 (r 

= 0,37 ; IC95%[0,10 ; 0,59] ; p = 0,0064). 

Conclusion : Nous avons évalué pour la première fois la cinétique du SRE chez l’Homme après 

CEC. Nous avons montré une augmentation de l’expression génique et une diminution de la 

concentration plasmatique de GRP78 2h après CEC, ainsi qu’une association entre la variation de 

la concentration plasmatique de GRP78 et la défaillance d’organe post-opératoire. D’autres études 

sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires du SRE impliqués dans la 

défaillance d’organe aiguë d’origine inflammatoire. 

Mots-clés : Stress du réticulum endoplasmique; GRP78; Circulation extra corporelle; Chirurgie 

cardiaque; Syndrome de réponse inflammatoire systémique. 


