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Résumé

Rationnel : Le développement des techniques de reperfusion pulmonaire ex vivo (Ex vivo
lung perfusion : EVLP) vise a réduire la pénurie d’organes disponibles pour la transplantation.
Le monoxyde de carbone (CO) pourrait aider a la sélection des greffons en cours d’EVLP
puisque sa production endogene est augmentée en situation d’ischémie reperfusion.

Obijectifs : Mettre au point une technique de mesure du CO exhalé (eCO) lors de ’EVLP et
étudier ses variations en fonction des 1ésions d’ischémie reperfusion.

Méthodes : A partir d’un modéle porcin d’EVLP et & 1’aide d’un appareil de spectrométrie
laser basé sur le principe d’une cavité résonnante (optical-feedback cavity-enhanced
absorption spectroscopy: OF-CEAS), eCO était mesuré selon différents parametres
ventilatoires, en ambiances polluées par des gaz pauvres (< 0,015ppmv) ou riches (9ppmv) en
CO et aprés perfusion d’un inhibiteur de I’héme oxygénase (SnPP). eCO était ensuite
comparé apres 30 min (JO) ou 24 h (J1) d’ischémie froide et sa valeur prédictive pour
sélectionner des greffons était calculée.

Résultats : La concentration d’eCO de poumons isolés était de 0,45 + 0.19 ppmv. Les pics
d’eCO se produisaient pendant la phase expiratoire. Ni les variations de fraction inspirée en
oxygene, ni la pollution de I’air ambiant ne modifiaient eCO. Les concentrations d’eCO
n’étaient pas différentes apres perfusion de SnPP. eCO était plus élevé a J1 par rapport a JO
(1,35 + 0,259 ppmv vs. 0,951 + 0,313, p = 0,01) et était corrélé a un indice de permeabilité de
la membrane alvéolo capillaire. La meilleure valeur seuil d’eCO déterminée a partir de la
courbe ROC etait 0,860 ppmv (sensibilité de 1 (0,31 — 1), spécificité de 0,44 (0,15 — 0,77),
valeur prédictive positive de 0,37 (0,10 — 0,74), valeur predictive négative de 1 (0,39 —1)).
Conclusions : La mesure d’eCO en condition d’EVLP est faisable. eCO est significativement
augmenté lorsque les Iésions d’ischémie reperfusion sont accrues mais ¢CO ne peut pas étre

utilisé de fagon isolée pour sélectionner les greffons pulmonaires.



Abstract

Rationale: Ex vivo lung perfusion (EVLP) is a promising technique to reduce the shortage of
organs available for transplantation. Carbon monoxide (CO) might help in the selection of
grafts during EVLP as its endogenous production is increased by ischemia reperfusion.
Obijectives: To develop a measurement technique of exhaled CO (eCO) during EVLP and to
study its variations depending on ischemia reperfusion injuries.

Methods: Using a pig model of EVLP and using a laser spectrometer technique based on the
principle of a resonant cavity (optical feedback cavity-enhanced absorption spectroscopy-OF-
CEAS), we measured eCO under different ventilatory parameters, various polluted
environments with poor (<0,015ppmv) or rich (9ppmv) CO gas, and after infusion of an
inhibitor of heme oxygenase (SnPP). We then compared eCO after 30 min (DO) or 24 h (D1)
of cold ischemia and determined the predictive value of eCO to select lung grafts.

Results: In isolated lungs, the concentration of eCO reached 0.45 + 0.19 ppmv. eCO peaks
during the expiratory phase. Neither variations of the fraction of inspired oxygen, nor the
pollution of the ambient air altered eCO. eCO concentrations were not different after SnPP
infusion. eCO was higher on day 1 compared to day 0 (1.35 + 0.259 vs. 0.951 + 0.313 ppmv,
p = 0.01) and correlated with an index of the permeability of the alveolar capillary membrane.
The best treshold value of eCO determined from the ROC curve was 0.860 ppmv (sensitivity
1 (0.31 to 1), specificity of 0.44 (0.15 to 0.77), positive predictive value of 0, 37 (0.10 to
0.74), negative predictive value of 1 (0.39 to 1)).

Conclusions: Measurements of eCO during EVLP is feasible. eCO is significantly higher
when ischemia-reperfusion injuries are increased. However, eCO can not be used in isolation

to select lung grafts.
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Abréviations

BPCO : broncho-pneumopathie chronique obstructive

CEC : circulation extracorporelle

cGMP : cyclic guanosine monophosphate

CO : monoxyde de carbone

CORM : carbon monoxide releasing molecule

DPG : dysfonction pulmonaire du greffon

eCO : concentration de monoxyde de carbone exhalé

ENaC : canal sodique épithélial

ET-1: endothéline — 1

EVLP : ex vivo lung perfusion (perfusion / évaluation ex vivo de poumons)
FiO; : fraction inspirée en O,

FR : fréquence respiratoire

HO : heme oxygénase (-1 : de type 1 ; -2 : de type 2)

ISHLT : international society for heart and lung transplantation
Keapl : kelch-like erythroid cell-derivated associated protein
LBA : lavage broncho-alvéolaire

Nrf2 : nuclear factor erythroid 2-related factor 2

OF-CEAS : optical-feedback cavity-enhanced absorption spectroscopy
PaO, : pression partielle artérielle en O,

PAP : pression artérielle pulmonaire

PEEP : pression positive de fin d’expiration

Ppmv : partie par million

RAGE : receptor for advanced glycation end products

ROC : receiver operating characteristic



RVP : résistances vasculaires pulmonaires
sGC : soluble guanylate cyclase
V/Q : rapport ventilation / perfusion

V1 : volume courant
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. Rationnel

A.  Deéveloppement de la perfusion pulmonaire ex vivo

1. Pénurie de greffons pulmonaires
Depuis le début des années 1980, le nombre de transplantations pulmonaires est en constante
augmentation (Figure 1).! Le registre de I’International Society for Heart and Lung
Transplantation (ISHLT) recense les transplantations effectuées dans 241 centres a travers le
monde, soit environ deux tiers de ’activité totale de greffe pulmonaire.1 En 2012, 3719

. s rer o .7 r 1
greffes pulmonaires chez I’adulte ont ainsi été répertoriées et analysées.

4000+
X X
B
% X
5 x
£ 30004
> X X
o X
0 .
E .
5 2000- e
& % X
g x X %
a N
©
o 10007 N
Qo X
5
= X
X
0-bseex X
arEas T T T
1990 2000 2010
Année

Figure 1. Evolution annuelle du nombre de transplantations mono et bi pulmonaires selon le

registre de I’ International Society for Heart and Lung Transplantation®
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Trois principales indications sont a ’origine de 80% des transplantations pulmonaires : la
broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) et I’emphyséme pulmonaire, la
mucoviscidose et les fibroses pulmonaires."* Le reste des indications (hypertension artérielle
pulmonaire, bronchiolite oblitérante, sarcoidose etc.) représentent moins d’une transplantation
sur Cinq.2 Paralléelement a 1’accroissement de I’activité de greffe, la survie médiane des
patients a été multipliée par cing entre les années 1980 et les années 2000.2 Elle est estimée
actuellement & 5,7 ans et un tiers des patients sont vivants a 10 ans." Cependant, la
progression quantitative et qualitative de la greffe pulmonaire au cours des trente derniéres
années masque un probléme crucial de pénurie d’organes. Plusieurs facteurs concourent a ce
probléme : I'accroissement du nombre de patients éligibles a la transplantation lié notamment
a l’augmentation de la prévalence de la BPCO ;** D’élargissement des indications de
transplantations pulmonaires du fait de 1’amélioration de la survie post greffe ;> la stagnation
du nombre de donneurs potentiels ;? le pourcentage restreint de donneurs effectivement
prélevés d’au moins un poumon (18,7% des donneurs ont été prélevés en vue d’une greffe
mono ou bi pulmonaire en 2012 en France).” Ainsi, il existe une inadéquation entre I’offre de
greffons et le nombre de patients en attente de transplantation. Entre 2008 et 2012, le nombre
de patients sur liste d’attente de greffe pulmonaire a augmenté de 17,3%. Enfin, le nombre
total de patients candidats par greffon était de 1,7 en 2013 en France, ce chiffre résumant a lui
seul la pénurie de greffons pulmonaires.?

Plusieurs stratégies sont possibles afin d’augmenter le nombre d’organes disponibles. Les
campagnes d’information grand public sur le don d’organes, bien qu’indispensables et
efficaces, sont relativement difficiles a mettre en place et leurs résultats dependent de
multiples facteurs notamment sociaux et ethniques.®® Le prélévement dun greffon

10-12

pulmonaire sur donneur vivant reste anecdotique. La transplantation d’un lobe

pulmonaire ou la réduction segmentaire sont avant tout destinées a réduire la taille du poumon
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du donneur pour étre en adéquation avec le receveur.® Finalement, seul le prélévement
d’organes sur donneur a cceur arrété ou, d’'une maniére plus générale, 1’¢largissement des
criteres d’acceptation des greffons permettrait d’augmenter significativement le nombre
d’organes disponibles. Cependant, les critéres d’acceptation définis par PISHLT* ont été
développés afin de réduire la survenue des complications post greffe.’>® En effet, 15% des
décés aprés transplantation pulmonaire surviennent dans les 30 jours suivant la chirurgie.* Ces
déces sont principalement attribuables a une dysfonction primaire du greffon (DPG) dont la
fréquence est estimée entre 10% et 30%.“*"° Plus qu’un assouplissement des critéres de
sélection des greffons, c’est donc le développement de nouvelles stratégies d’évaluation des
organes qui permettrait d’augmenter le nombre de greffons disponibles. Ainsi, des poumons
initialement récusés sur les critéres de I’ISHLT pourraient étre requalifiés pour la greffe suite
a une évaluation plus pertinente de leur viabilité. Enfin, la viabilité des greffons pourrait étre

améliorée par I'utilisation de thérapeutiques réduisant les 1ésions d’ischémie reperfusion.

2. Lésions d’ischémie reperfusion et dysfonction du greffon

Du fait des caractéristiques de la transplantation (état pathologique du donneur, temps
d’ischémie, réanimation post transplantation), le greffon pulmonaire subit d'importantes
lésions inflammatoires et d'ischémie reperfusion pouvant conduire & une DPG.**?° Au niveau
clinique, ces 1ésions peuvent se traduire par un minime cedéme pulmonaire de reperfusion ou,
plus dramatiquement, par un véritable syndrome de détresse respiratoire aigué.™® Il existe
ainsi différents stades de DPG selon I’atteinte du parenchyme pulmonaire et son
retentissement clinique.”* Dans les formes les plus sévéres, la mortalité précoce atteint 20 a
40%."*%? La survenue d’une DPG augmente également le risque, a plus long terme, de
22,23

bronchiolite oblitérante et de dysfonction chronique du poumon.

La physiopathologie des lésions d'ischémie-reperfusion du poumon se caractérise par une
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altération de la barriére alvéolo-capillaire.?* 1l existe une atteinte de I'endothélium capillaire
liée a D’activation de la cascade immuno-inflammatoire : production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-0),%% recrutement de leucocytes et activation des

26-30

macrophages,?®*° activation du complément.*** La formation de microthrombi participe

également aux lésions.** %

L’ischémie reperfusion induit également une apoptose des cellules
endothéliales pulmonaires du fait de I’activation de la voie des caspases et des protéines de la
famille Bcl2.*” Macroscopiquement, cette atteinte endothéliale se traduit par une plus grande
filtration de liquide et de protéines vers l'interstitium et par une augmentation importante des
résistances vasculaires pulmonaires.?* Il existe également une atteinte des cellules épithéliales
alvéolaires et notamment du canal sodique ENaC.***° La physiopathologie de 1’cedéme
pulmonaire de reperfusion se caractérise donc par une importante phase exsudative avec
réaction inflammatoire et infiltration leucocytaire, augmentation des résistances et pressions
pulmonaires, puis constitution d’un cedéme pulmonaire non cardiogénique riche en
protéines.sBJ10 L’importance de 1’accumulation alvéolaire de protéines plasmatiques est
corrélée avec un plus fort taux de complications chez les sujets transplantés.** L’cedéme
pulmonaire provoque une altération des échanges gazeux de part et d’autre de la membrane
alvéolo-capillaire. L’épithélium alvéolaire exerce par ailleurs une fonction de réabsorption
active du liquide éventuellement présent dans ’alvéole pulmonaire.**** Cette capacité de
réabsorption active liquidienne (clairance liquidienne épithéliale) reflete 1’état fonctionnel du
poumon. Son absence est un signe de mauvais pronostic chez les patients greffés
pulmonaires.®**?

Plusieurs marqueurs prédictifs de DPG ont eté proposés. Certaines caractéristiques du
donneur (&ge et antécédent de tabagisme) et du receveur (diagnostic, indice de masse corporel

élevé) sont associées a la survenue de cette complication.”®*™° L’hypertension artérielle

pulmonaire et une PaO, faible avant transplantation sont également étroitement liées a la
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DPG.*4%0 Ces critéres prédictifs sont & la base des recommandations de sélection des
greffons (Table 1).2*! Les critéres de ’'ISHLT sont basés sur les caractéristiques générales du
donneur, les performances des poumons et 1’absence de pathologie infectieuse pulmonaire.
L utilisation de ces critéres aboutit a la disqualification d’environ 80% des poumons de
donneurs.*? Afin d’augmenter le nombre de poumons acceptables, il est donc nécessaire
d’établir de nouveaux critéres et d’améliorer la fonction des greffons tout en limitant le risque
de survenue d’une DPG. L’¢évaluation ex vivo de poumons a été développée afin de répondre a

ces objectifs.

Age < 55ans

Radiographies thoraciques normales

Gaz du sang normaux (PaO, > 300mmHg avec FiO, = 1 et PEEP = 5cmH20)
Absence de traumatisme thoracique

Absence de signe de sepsis ou de pneumopathie d’inhalation

Absence de sécrétion purulente a la bronchoscopie

Absence de microorganisme a [’analyse des expectorations

Pas d’antécédent de pathologie pulmonaire ou d’infection pulmonaire active
Tabac < 20 paquets année

Compatibilit¢ ABO

Pas d’antécédent de chirurgie cardiopulmonaire

Taille du greffon en adéquation avec le potentiel receveur

Table 1. Critéres de sélection d’un greffon pulmonaire. D’aprés référence 14
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3. Développement de la perfusion pulmonaire ex vivo

La premiére transplantation d’un greffon pulmonaire aprés requalification ex vivo a été décrite
en 2001 par le professeur Stieg Steen.>? Cette technique a depuis connu un essor important et
on estime aujourd’hui a plus de 250 patients a travers le monde ayant bénéfici¢ d’une
transplantation aprés évaluation ex vivo du greffon.*®

La technique d’évaluation ex vivo de greffons pulmonaires (Ex Vivo Lung Perfusion : EVLP)
a pour objectif de maintenir les poumons dans un état physiologique stable avant
transplantation. Cet état stable permet a la fois d’évaluer les qualités du greffon mais aussi de
préserver 1’organe. De plus, la technique d’EVLP permet de reconditionner le greffon, c’est a
dire d’améliorer ses capacités physiologiques.”® Le greffon pulmonaire est placé dans une
enceinte stérile et perfusé a I’aide d’une circulation extra corporelle (CEC) (Figure 2). Le

liquide de perfusion est de composition variable selon les équipes,® >’

mais il posséde
systématiquement une pression oncotique ¢élevée afin de réduire la formation de I’cedéme
pulmonaire.”® Les pressions de perfusion sont adaptées afin d’éviter toute lésion
hémodynamique.®®*° Les poumons sont également ventilés de facon protective pour assurer le

1
6061 1 ensemble du

recrutement de zones d’atélectasie sans induire de I€sions pulmonaires.
systtme d’EVLP permet également de surveiller la température du greffon, les paramétres
hémodynamiques et les caractéristiques ventilatoires du poumon. Un filtre a leucocytes peut
étre ajouté au circuit.®?

Depuis la publication de la premiére patiente transplantée apres une procédure d’EVLP,* de
nombreuses séries de cas ont été rapportées.®*®* "> Le taux de transplantation aprés évaluation
ex vivo varie entre 39 et 100%.>® La survie des patients greffés de poumons requalifiés aprés
EVLP est comprise entre 95 et 100% a trois mois.>® Quelques études ont comparé le devenir
des patients greffés aprés EVLP ou aprés procédure standard en utilisant une méthode quasi

L . 4,71,72,7
expérimentale d’apparlement.5 TL72.76
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Figure 2. Schéma de la technique d’évaluation pulmonaire ex vivo (EVLP).

o A 4
D’aprés référence °

Le taux de complications précoces (DPG, infections) ainsi que la mortalité a 30 jours et un an
ne semblent pas différentes aprés EVLP en comparaison avec la procédure standard. Seule
une équipe francaise a montré des durées d’hospitalisation plus longues chez les patients

EVLP.” Plusieurs études prospectives randomisées sont actuellement en cours afin de
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comparer les complications et la mortalité apres EVLP par rapport a une procédure standard

(NCT01630434 et NCT01365429 notamment).

4. Evaluation du greffon au cours de ’EVLP
L’objectif principal de la procédure d’EVLP est d’évaluer la viabilité d’un greffon, c’est-a-
dire de prédire I’absence de dysfonction du greffon s’il est transplanté. Cet objectif est
ambitieux car les poumons actuellement évalués par EVLP sont des poumons initialement
récusés sur les critéres de PISHLT (poumons dits « marginaux »).>**" parmi les critéres de
sélection habituellement utilisés, seule la PaO, est applicable a la procédure d’EVLP. Ce
critere a donc été logiquement utilisé par toutes les équipes afin de prédire la viabilité du
greffon.>3®477L7T79 Cenendant, Yeung et ses collégues ont montré en 2012 que la
caractérisation d’un greffon ne peut pas se baser uniquement sur la PaO, au cours de
I’EVLP.2 En effet, en condition ex vivo, la PaO, n’est pas étroitement corrélée aux capacités
pulmonaires. Du fait de 1’utilisation d’un soluté de perfusion sans érythrocyte, le transport de
1’02 ne s’effectue que sous forme dissoute. Le contenu du perfusat en oxygeéne est donc réduit
et strictement corrélé a la Pa0,.2% Ainsi, une PaO, élevée ne refléte pas obligatoirement un
contenu en oxygene €levé et donc un greffon capable d’une hématose correcte. Yeung et ses
collégues ont ainsi montré que des anomalies du rapport ventilation / perfusion (V/Q) ou des
shunts intra pulmonaires ne se traduisent pas systématiquement par une diminution de la PaO,
en condition d’EVLP.% Or, la présence d’une atélectasie, d’'une pneumopathie ou d’un
cedéme pulmonaire sont responsables de 1’apparition d’un shunt. La détection d’un cedéme
pulmonaire lors de I’EVLP est de premicre importance puisqu’il s’agit d’une des
caractéristiques principales de la DPG.'® En résumé, la PaO, ne peut pas étre le seul critére de
jugement de la viabilité d’un greffon au cours de ’EVLP du fait de I’absence ou du nombre

réduit d’érythrocytes dans le liquide de perfusion.®” %%
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Les parameétres hémodynamiques ont également été étudiés en tant que marqueurs de viabilité
des greffons. En effet, I’élévation des pressions et des résistances vasculaires pulmonaires
sont parmi les premiers indicateurs de mauvais état physiologique du greffon.’*®® Ainsi,
plusieurs équipes pratiquant ’EVLP recommandent d’adapter le débit de la CEC pour ne pas
dépasser des pressions pulmonaires de 20 mmHg et limiter ainsi la survenue d’un cedéme

pulmonaire.®*%

Yeung et ses collégues ont d’ailleurs montré que les résistances vasculaires
pulmonaires sont augmentées dés le début de 'EVLP lorsque les poumons sont lésés.®
Cependant, les RVP diminuent progressivement au cours de I’EVLP pour atteindre des
niveaux identiques observés sur poumons sains. Par ailleurs, il n’existe pas de valeur seuil de
RVP pour sélectionner les poumons. La sélection des poumons viables a partir des parametres
hémodynamiques pulmonaires s’effectue donc de facon empirique et repose essentiellement
sur la stabilité ou la décroissance des RVP lors de 'EVLP.>

D’autres biomarqueurs, notamment métaboliques, ont été étudiés. Une consommation élevée
de glucose durant I’EVLP serait associée a une détérioration des performances du greffon et a
la survenue d’un cedéme pulmonaire.82 L’augmentation de la consommation de glucose
traduirait un métabolisme accru du poumon li¢ a I’inflammation et aux processus actifs de
réabsorption de I’cedéme pulmonaire.2®* Cependant, aucune valeur seuil de consommation
de glucose n’a été proposée afin de juger de la viabilité des organes. La concentration de
lactate n’est quant & elle pas corrélée au degré de lésions pulmonaires.®® Le succeés de la
transplantation pulmonaire n’est pas prédit par la concentration de lactate au cours de la
procédure d’EVLP. La concentration de lactate dans le perfusat n’est que le reflet de la
production physiologique pulmonaire en 1’absence d’organe assurant la clairance du
lactate.®>®°

Des marqueurs de I’inflammation et du stress oxydatif, prédictifs de la DPG lors de

transplantations selon la procédure standard, ont également été évalués en tant que facteurs
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prédictifs de la viabilité des greffons aprés EVLP. L’inflammation et le stress oxydatif sont
les mécanismes princeps de la DPG et une détection précoce de ces événements permettrait de
sélectionner les greffons au cours de 'EVLP." La concentration de certaines cytokines pro-
inflammatoires (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a) est augmentée en période post transplantation et
est corrélée avec I’incidence de DPG.®" " Sur modeéles animaux d’EVLP, la concentration de
ces mémes cytokines est significativement plus élevéees dans le perfusat et le liquide de lavage
broncho-alvéolaire de poumons 1ésés.”®% " Néanmoins, ce résultat varie selon les modéles
utilisés.®** Quatre essais sur poumons humains ont essayé d’établir des profils biochimiques
de poumons viables pour la transplantation (résultats résumés en Table 2).% Les résultats
de ces études sont aléatoires. En effet, il existe une variabilité importante des capacités de
détection des molécules d’intérét (Table 2). De plus, les variations de concentrations de
certaines cytokines ne sont pas identiques selon les études (IL-1f et IL-6).

Seule la concentration d’IL-8 est invariablement augmentée en cas de lésions pulmonaires.
Machuca et ses collégues ont montré que la concentration d’IL-8 posséde une aire sous la
courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) de 93% pour prédire la DPG de stade 3.%
Une valeur seuil de concentration d’IL-8 a 84 pg/ml posseéde une sensibilité de 86% et une
spécificité de 93% pour la détection d’une DPG stade 3.%8

Enfin, certains marqueurs indirects de 1’cedéme pulmonaire pourraient prédire la viabilité des
greffons. Ainsi, 1’endothéline-1 (ET-1) a ¢été étudiée comme marqueur de 1’cedéme
pulmonaire au décours de 'EVLP.* En effet, il existe une corrélation étroite entre les
concentrations d’ET-1 et la vasoconstriction artérielle pulmonaire.!® L’ET-1 inhibe
également certains canaux sodiques épithéliaux et diminue la clairance liquidienne

101

alvéolaire.™ Enfin, I’ET-1 favorise la production de cytokines pro-inflammatoires et le

102

recrutement de neutrophiles.™ En condition d’EVLP, la concentration d’ET-1 est augmentée

et prédit la survenue d’une DPG stade 3.
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Table 2. Variations des concentrations de protéines et de cytokines au cours de I’EVLP.

D’aprés %%,

Biomarqueurs

Résultats

Références

IL-1B

IL-4

IL-6

IL-7

IL-8

IL-10
IL-12

G-CSF

GM-CSF

INF-y

MCP-1

MIP-1p

TNF-a

cGMP
eNOS

Augmenté apres 12h d'EVLP
Pas de variation en cas de DPG3

Pas de variation apres 12h d'EVLP
Non détectable

Augment¢ apres 6h et 12h d'EVLP
Augment¢ en cas de DPG3

Pas de variation apres 12h d'EVLP
Non détectable

Augmenté apres 6h et 12h d'EVLP
Augmenté en cas de DPG3

Augmenté en cas de DPG3

Pas de variation apres 12h d'EVLP
Non détectable

Augment¢ apres 6h et 12h d'EVLP
Pas de variation en cas de DPG3

Diminué apres 6h et 12h d'EVLP
Pas de variation en cas de DPG3

Pas de variation apres 12h d'EVLP
Pas de variation en cas de DPG3

Augmenté apres 6h et 12h d'EVLP
Pas de variation en cas de DPG3

Pas de variation apres 12h d'EVLP
Augmenté en cas de DPG3

Pas de variation apres 12h d'EVLP
Non détectable

Diminué en cas de poumon non viable
Diminué en cas de poumon non viable

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Sadaria et al. 2011
Machuca et al. 2015

Georges et al. 2013
Georges et al. 2013
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La concentration en protéine Receptor for Advanced Glycation End products (RAGE) est
¢galement augmentée en cas d’évaluation ex vivo de poumons présentant une clairance
liquidienne alvéolaire diminuée.**'® RAGE est une protéine exprimée par les cellules

épithéliales alvéolaires de type 1.1%41%

La production de RAGE est stimulée par
I’inflammation et est un reflet de I’intégrité de la barriére alvéolo-capillaire.*® Plusieurs études
ont démontré que la concentration de RAGE est significativement corrélée a la survenue de
complications post greffe, notamment de DPG.'®'%® Néanmoins, aucune étude n’a pour
I’heure corroboré ce résultat en condition d’EVLP.

En résumé, plusieurs biomarqueurs permettraient de prédire la viabilit¢ du greffon.
Néanmoins, I'utilisation de ces biomarqueurs présente plusieurs limites dont la principale est
I’absence de résultat en temps réel. En effet, la détermination de la concentration des
biomarqueurs impose un délai avant résultat ce qui semble peu compatible avec la procédure
d’EVLP. Notamment, 1’utilisation de ces biomarqueurs ne permettrait pas d’évaluer en temps
réel I’évolution du greffon au cours de ’EVLP.

Il n’existe donc pas de consensus sur la sélection des greffons au cours de I’EVLP.
L’interprétation de la PaO, est soumise a caution et aucun biomarqueur n’a prouvé son utilité
en pratique clinique. La sélection des greffons repose donc actuellement sur des protocoles
établis au sein de chaque équipe pratiquant I’EVLP.>*%46%761%% jn rapnort Pa0,/FiO, > 350 —
400mmHg, des pressions artérielles pulmonaires stables ou en décroissance, une compliance
pulmonaire stable ou en augmentation et des pression des voies aériennes stables ou en
décroissance sont les critéres les plus couramment utilisés.**®%*%® |_a compliance pulmonaire
et les pressions des voies aériennes sont utilisées en tant que marqueurs de 1’cedéme
pulmonaire. En effet, la présence d’un cedéme interstitiel et alvéolaire se traduit par une
augmentation des pressions pulmonaires et une diminution de la compliance au cours de

’EVLP.2 L utilisation de ces marqueurs de viabilité des greffons se traduit par un taux de
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transplantation post EVLP tres variable, entre 39% et 100% selon les séries publiées. Une
harmonisation des pratiques et la définition de criteres consensuels de transplantation post
EVLP sont donc nécessaires. La description de nouveaux biomarqueurs, disponibles en temps

réel et non invasifs, permettrait de faciliter la sélection des greffons a transplanter.

B. Monoxyde de Carbone et transplantation pulmonaire

1. Géneralités

Le monoxyde de carbone est un gaz inerte de faible masse molaire (28,01 g/mol) dont la
solubilité dans 1’eau est de 2,3 ml/100mL a 20°C. Ce gaz inodore et incolore est bien connu
pour ses effets toxiques identifiés pour la premiére fois en 1857 par Claude Bernard.’® La
production endogéne de CO par I’organisme humain est quant a elle moins bien connue et fut
décrite en 1952 par Sjostrand.™'! Cette découverte modifia radicalement la compréhension des
phénomenes physiopathologiques liés a I’inhalation de CO et permit de comprendre les effets
cellulaires de I’intoxication au CO.'*™® Par ailleurs, la description d’une production
endogéne de CO ouvrit la porte a de nombreuses recherches sur le réle physiologique du CO
en tant que molécule de signalisation.

La production endogene de CO provient quasi exclusivement de la dégradation de ’héme en
biliverdine (Figure 3). L’oxydation de molécules organiques et la peroxydation lipidique sont
responsables de moins de 15% de la production de CO.****

L’heéme oxygénase (HO) catalyse la dégradation de I’héme. Cette réaction est caractérisée par

trois oxydations successives qui requicrent de 1’oxygéne et un équivalent réductif

(NADPH)."*®" | e CO est produit lors de la derniére oxydation de I’héme.""**®
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Figure 3. Production de monoxyde de carbone par dégradation de I’héme.

Il existe deux iso formes d’héme oxygénase : une forme inductible (HO-1 connue également
sous le terme de Heat Shock Proteine hsp-32) et une forme constitutive (HO-2).** A I’état
basal, I’activité de HO est essentiellement concentrée dans la rate et les testicules et a moindre
niveau dans le foie, les poumons et les reins.’?>*#" Tandis que HO-2 est présente en grande
quantité dans ces tissus, HO-1 est indétectable & 1’état basal.*?* En condition de stress, HO-1
peut étre exprimée dans quasiment tous les tissus de 1’organisme.'® Les deux iso formes de
HO sont issues de deux génes différents mais possedent des domaines tres conservés pour la
catalyse de I’héme.’”*'®* Au niveau cellulaire, HO est présente au niveau du réticulum
endoplasmique ainsi que dans la membrane interne mitochondriale, dans les cavéoles
membranaires et au niveau du noyau.'? %

L’expression de HO-1 est augmentée par de nombreux stress, y compris en condition
d’ischémie reperfusion.’”® Les mécanismes de régulation de HO-1 sont essentiellement
d’ordre transcriptionnel.*”® L’induction du géne codant HO-1 (HMOX-1) s’effectue par la
fixation de facteurs de transcription sur des séquences précises d’ADN appelées éléments de
réponses et situées dans la région du promoteur.*??° L*élément de réponse StRE pour Stress

Response Element est le mécanisme principal de régulation de HMOX-1.12013%132 Brievement,

la fixation du facteur de transcription Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) sur
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StRE induit la promotion de HMOX-1.13313% A 1’¢tat stable, la translocation nucléaire de Nrf2
est bloquée par la formation d’un complexe avec Keapl (Kelch-like erythroid cell-derivated
associated protein). L’oxydation ou la dégradation de Keapl permet la libération de Nrf2, sa

translocation et la promotion de HMOX-1.%

D’autres éléments de réponses participent a la
régulation de HMOX-1 notamment 1’élément de réponse a I’hypoxie (HRE : hypoxia response
element), I’élément de réponse aux protéines de choc (HSE : heat shock element), 1’élément
de réponse a 1’adénosine monophosphate cyclique (CRE: cAMP responsive element) et
I’élément de réponse aux antioxydants (ARE : antioxidant response element).!?® Ces
nombreux éléments de réponses présents sur HMOX-1 expliquent en partie la multitude de
stress induisant I’expression de HO-1."° Parallélement & ces mécanismes de régulation, le
polymorphisme de la région promotrice et la présence de micro ARN interagissant avec les
facteurs de transcription participent au contrdle de 1’expression de HMOX-1.13138

L’activité de HO induit la formation de CO lors de la dégradation de ’héme. La quantité
d’héme présente dans 1’organisme ne constitue pas un facteur limitant de cette réaction.’”® La
production endogene de CO est estimée, a 1’état basal, a environ 0,42 mi/h 139140 | 5 majorité
du CO produit par D’organisme se fixe a des métallo protéines, notamment

I’hémoglobine. ¥4

L’affinité du CO pour I’hémoglobine est 220 fois supérieure a celle de
I’oxygéne, cette méme affinité étant 29 et 2,5 fois celle de 1’oxygéne pour la myoglobine et le
cytochrome C oxydase.m’l43 La majeure partie du CO de I’organisme est stockée au niveau
de ’hémoglobine. En absence de stress, la carboxyhémoglobine représente 0,4 a 1 % de
I’hémoglobine totale.*****!** ’¢limination du CO s’effectue & plus de 95 % au niveau
pulmonaire.’*® Le CO peut également étre oxydé en CO, par le cytochrome C oxydase au
niveau de la mitochondrie.**"**® La demie vie du CO en condition normale est estimée a
50

190min,**® mais elle peut étre bien inférieure dans certaines conditions d’hyperventilation,*

d’acidose métabolique,**® d’augmentation du débit cardiaque®™* et d’hyperbarie.*
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2. Ischémie reperfusion, heme oxygénase et monoxyde de carbone
La production de CO endogéne peut étre dramatiquement augmentée dans certaines
conditions de stress. L’induction de HO-1 et Iaugmentation de son activité enzymatique

provoquent une dégradation accrue de I’hémoglobine et donc la production de CO.*® Les

154,155 131,156

rayonnements ultraviolets,™ les métaux lourds, mais aussi les lipopolysaccharides,

157 132,158

le stress oxydant™" et I’hyperoxie augmentent 1’activité de HO-1 et la production
endogene de CO. Les Iésions d’ischémie reperfusion induisent également 1’expression de HO-
1 (Figure 4).%7128159.160

En situation d’ischémie reperfusion, les voies de signalisation qui conduisent a 1’activation de

HO-1 sont multiples.'?

A la phase précoce, I’hypoxie génere I’activation de HIF (hypoxia
inducible factor) et de AP-1 (activator protein 1). Ces deux facteurs de transcription se fixent
sur HRE au niveau de la zone promotrice de HMOX-1 et induisent la formation de HO-
1.19112 1 *ischémie reperfusion favorise également la translocation de NFkB qui se fixe sur la
région promotrice de HO-1.%® La diminution de la pression en oxygéne, la présence de
cytokines pro inflammatoires (Il-1, IL-6, TNFo)'® %" et de facteurs de croissance
(transforming growth factor) activent la cascade des mitogen activated protein kinases
(MAPK : p38, ERK et JNK) aboutissant a la translocation nucléaire de Nrf2 et a la
transcription de HO-1.2%® Par ailleurs, la production d’espéces réactives de 1’oxygéne
contribue & la régulation de HO-1 en condition d’ischémie reperfusion.’®* L’induction de NO
est également un puissant promoteur de HO-1. NO provoque 1’augmentation de sGC (soluble
Guanylate Cyclase) et la formation de cGMP (cyclic guanosine monophosphate) qui elle-
méme conduit & Dactivation de HO-1."9'® Enfin, il existe un rétrocontrdle négatif de
I’expression de HO. L’heéme induit la translocation nucléaire du facteur de répression Bach-1

qui se fixe sur StRE et permet donc de contrdler I’activation de HO.""'"
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Figure 4. Voies de signalisation conduisant a 1’activation de HMOX-1 en situation d’ischémie

reperfusion. (Les abréviations sont définies dans le texte).
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Il existe peu de données disponibles sur les concentrations de CO en situation d’ischémie
reperfusion. De nombreuses études se sont en effet intéressées a la mesure des concentrations

173 da

en CO lors d’un sepsis,'” d’inflammation ou d’infections pulmonaires,’”**® de chirurgie ou

chez des patients de réanimation.'®**’

Les quelques résultats concernant I’ischémie
reperfusion ont été obtenus chez le rat ou chez I’humain aprés chirurgie cardiaque et/ou
transplantation hépatique. Ainsi, la concentration en CO est augmentée aprés 45 min de
ligature de I’artére rénale chez le rat.'®® Chez I’humain, deux études ont démontré que la
concentration en CO exhalé (eCO) est augmentée aprés transplantation hépatique et est
corrélée avec Iintensité des 1ésions d’ischémie reperfusion.’®* Cependant, la corrélation
entre eCO et le devenir des patients est discordante selon les études.’®*® Enfin, Schober et
ses collégues ont montré que la concentration en CO exhalé est augmentée aprés mise en
place d’une circulation extracorporelle lors d’une chirurgie cardiaque.™®

La production de CO n’est pas qu’un simple reflet de I’activit¢ de HO et des lésions
d’ischémie reperfusion. Le CO induit de nombreuses cascades de signalisation et joue le réle

de véritable messager endogéne (Figure 5).%8

Ainsi, il posséde des propriétés a la fois anti
inflammatoire, anti apoptotique, anti proliférative et de vasodilatation.*?>*?® La principale
voie de signalisation induite par le CO concerne sGC et cGMP. Le CO se fixe directement sur
sGC et ’active ce qui provoque une augmentation de la production de cGMP. %1% [ axe
sGC/cGMP induit directement une vasodilatation et, par I’intermédiaire de I’inhibition de
PAI-1 (inhibiteur de [lactivateur du plasminogéne 1), une fibrinolyse.®#** %7 |a
vasodilatation dépend a un moindre degré de I’activation de canaux K" dépendant du Ca*™”
(Kea) et de Dinhibition du cytochrome P450.'%°'® I ’augmentation de ¢cGMP participe
également aux propriétés anti inflammatoires du CO, notamment grace a I’inhibition de erg-1
(early growth response-1)."°?"! L’axe sGC/cGMP active aussi la voie de p38 MAPK et

inhibe la prolifération cellulaire.?*?%
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Figure 5. Voies de signalisation induite par le monoxyde de carbone.

La voie des MAPK constitue 1’autre mode d’action principal du CO. p38 MAPK inhibe
I’activation des caspases et permet la translocation nucléaire de NFkB et la transcription de

204-206

génes anti apoptose. L’inhibition de I’apoptose est également dépendante de 1’inhibition

directe et indirecte de TNFa. 2%’

L’activation de la voie p38 MAPK est responsable des effets
anti inflammatoires du CO. 1l-1, IL-6, TNFa ainsi que le facteur de croissance GM-CSF sont
réprimés par cette cascade de signalisation.?®® 2! Enfin, il existe une interaction entre NO et
CO notamment en termes de vasorégulation et d’inflammation.'?® L activation de sGC/cGMP
par le CO pourrait jouer un rdle compétitif vis-a-vis du NO.?*? En résumé, le CO endogéne
n’est pas un simple produit de dégradation et il joue un réle important dans 1’homéostasie
cellulaire, notamment en situation d’ischémie reperfusion. Ses propriétés en font un agent

pharmacologique a fort potentiel pour la prévention et le traitement des 1ésions d’ischémie

reperfusion.
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L’administration de CO peut s’effectuer selon trois modes. La plus ancienne technique
consiste en I’inhalation d’un gaz enrichi en CO (habituellement 250 & 500ppm).***** Plus
récemment, des molécules capables de transporter et délivrer de faibles quantités de CO ont
été développées.”> " Appelées CORM, pour «CO releasing molecules », elles sont
constituées d’un complexe alliant un métal de transition 1i¢ a des molécules de CO.?*" Enfin,

la transfusion de sang avec une hémoglobine partiellement saturée en CO a été utilisée a

218,219

quelques reprises. L’administration de CO pour traiter des Iésions d’ischémie

reperfusion a été pratiquée sur de nombreux modeles pré cliniques. Aprés ischémie
reperfusion du foie, I’administration de CO diminue les résistances portales, réduit la

concentration de cytokines pro inflammatoires et la production d’espéces réactives de

\ - o . . 220-224
I’oxygéne, diminue les marqueurs d’apoptose et améliore la fonction des hépatocytes.?”

L’inhalation de CO réduit également les I€¢sions d’ischémie reperfusion du rein en augmentant
la pression de perfusion rénale, en diminuant la production de messagers de mort cellulaire

(DAMP : damage associated molecular pattern) et en inhibant l’apoptose.zzg’*227 Le traitement

par CO se traduit par une augmentation de la clairance de la créatinine et du débit urinaire.?®

21 Les effets bénéfiques de I’administration de CO ont également été démontrés dans des

202

modéles d’ischémie reperfusion des intestins,”**?** du myocarde,?>#*2%® des vaisseaux*%* et

239-241

de la rétine. Par ailleurs, 'utilisation du CO dans le traitement des 1ésions d’ischémie

reperfusion de la greffe a fait I’objet de nombreuses études chez ’animal.*** Les résultats de
ces études sont univoques et plaident largement en faveur d’un traitement par CQ. 202230233243

250 Néanmoins, il n’existe pas a I’heure actuelle d’essai thérapeutique chez I’homme dont les

résultats ont été publiés.
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3. Monoxyde de carbone et ischémie reperfusion pulmonaire
Les données concernant HO, CO et ischémie reperfusion pulmonaire sont nombreuses. HO-1
et HO-2 sont présents dans les cellules pulmonaires endothéliales et épithéliales.”**
L’expression pulmonaire de HO-1 par les cellules épithéliales est notamment augmentée par
I’ischémie reperfusion (Figure 6).>° En situation de stress, HO-1 est également produit en
grande quantité par les macrophages présents au niveau pulmonaire.”*?® Chez le rat
déficient en HO-1 (hmox-1 ™), les lésions pulmonaires induites par une ischémie reperfusion
sont augmentées et provoquent le décés plus souvent que chez des rats controles.?’
L’inhalation de CO chez les rats hmox-1 7~ empéche le décés des animaux et réduit les lésions
d’ischémie reperfusion notamment grace a 1’activation de I’axe sGC/cGMP et I’inhibition de
PAI-1.*" L’administration de CO aprés ischémie reperfusion pulmonaire supprime
I’activation de la voie ERK et I’expression du facteur de transcription egr-1.2® Les dépots de
fibrine et la leucostase sont ainsi diminués apres inhalation de CO. Le CO réduit également
I’apoptose post ischémie reperfusion pulmonaire principalement grace a I’inhibition de la voie

37,259-262

des caspases et de TNFa. L’administration de CO diminue la concentration

pulmonaire de cytokines pro inflammatoires post ischémie reperfusion et inhibe I’expression

262-264 1 >action anti inflammatoire

de ET-1 au niveau des cellules endothéliales pulmonaires.
du CO au niveau pulmonaire semble étre majoritairement liée a 1’activation de la voie des
MAPK_ 25324 [ >ensemble des mécanismes de protection conférés par le CO aboutit a une
amélioration des capacités physiologiques pulmonaires aprés ischémie reperfusion, et

1 ) , 2
notamment une amélioration de I’hématose.®
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Figure 6. Expression de hmox-1 chez le rat en situation contr6le et apres ischémie reperfusion

(ligature de I’artére pulmonaire droite). P=0.02. Données personnelles non publiées.

L’administration de CO dans I’objectif de réduire les 1ésions d’ischémie reperfusion post
greffe pulmonaire a été largement étudiée chez ’animal 8202264206271 og résyltats des
études sont résumés dans la table 3.

Toutes les études précliniques d’administration de CO avant, pendant ou aprés la greffe
pulmonaire montrent une amélioration de la fonction pulmonaire, une diminution de
I’apoptose et des marqueurs inflammatoires. Un essai thérapeutique chez I’homme est
actuellement en cours. Il consiste en 1’administration randomisée en double aveugle de CO a
250 ppm ou d’un placebo pendant la procédure d’EVLP (ClinicalTrials.gov identifier:

NCT02032082).
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Modé¢le animal Traitement Résultats Références

Rat CO 250ppm chez le Amélioration de I'hématose Zhou et al. 2011
Mort encéphalique receveur Amélioration de la compliance pulmonaire

Diminution du rapport poids humide / poids sec

Diminution de l'apoptose, de TNFa et IL-8

Porc CO 1% Rejet du gerffon retardé Sahara et al. 2010
Modele de rejet par mismatch Diminution de IL-1p et IL-6
Rat CO 250 ou 500ppm chez Amélioration PaO,/FiO, Zhou et al. 2008
Mort encéphalique le donneur Diminution de I'apoptose, de TNFa et IL-6

Effets de 500ppm > 250ppm
Rat Amélioration de I'hématose Kohmoto et al. 2008
Greffe orthotopique CO 5% ou 100% dans la Diminution de l'apoptose, du recrutement des

solution de conservation macrophages et de la leucostase
Diminution de TNFa, IL-1p et IL-6

Rat CO 250ppm chez le Amélioration de I'hématose Kohmoto et al. 2007
Grefte orthotopique donneur et le receveur ~ Diminution du recrutement des macrophages et de

la leucostase

Diminution de TNFa, IL-18 et IL-6

Rat CO 250ppm donneur et~ Amélioration de I'hématose Kohmoto et al. 2006
Greffe orthotopique receveur Diminution de TNFa, IL-1f et IL-6
Rat Amélioration de I'hématose Dong et al. 2013

Mort encéphalique + EVLP ~ CO 500ppm donneur, Diminution du rapport poids humide / poids sec
circuit EVLP et receveur Diminution de IL-1f et IL-6

Rat CO 500ppm chez le Diminution de I'apoptose Song et al. 2003
Greffe orthotopique receveur Diminution de IL-6

Rat CO 1000ppm chez le Diminution des résistances vasculaires Mishra et al. 2006
Greffe orthotopique donneur pulmonaires

Amélioration de I'hématose
Diminution de TNFa et IL-18

Table 3. Récapitulatif des études précliniques d’administration de CO lors de transplantation

pulmonaire.

Contrairement aux essais thérapeutiques de CO, peu de données sont disponibles sur la
mesure du CO exhalé en tant que marqueur de 1’état physiologique du poumon post greffe.
Chez le rat transplanté, eCO est plus élevé aprés une ischémie chaude de 3h en comparaison a
une ischémie froide de 3h.%"* Cette différence indiquerait une inflammation accrue aprés 3h
d’ischémie chaude. Chez les patients transplantés, eCO est augmenté lors de la survenue
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d’une bronchiolite oblitérante aprés transplantation pulmonaire.””* Vos et ses collégues ont

montré une corrélation entre eCO et le pourcentage de neutrophiles et la concentration de

34



cytokines pro inflammatoires dans le liquide de lavage broncho alvéolaire (LBA) de patients
suivis & distance de la transplantation.””* Cependant, ces résultats ont été récemment
contredits par Cameli et ses collegues qui ne trouvent pas d’augmentation d’eCO chez les
patients présentant une bronchiolite oblitérante.””> De plus, ces auteurs ne montrent pas de
différence d’eCO entre des sujets sains controles et des patients transplantés.” La place
d’eCO en tant que biomarqueurs des lésions d’ischémie reperfusion aprés transplantation
reste donc débattue. De plus, la détection et la mesure du CO a été decrit comme un facteur

limitant son intérét en tant que biomarqueur.?”

Les études cliniques utilisent la
chimiluminescence, la chromatographie gazeuse, la spectrométrie de masse ou des capteurs
¢lectrochimiques. Cependant ses techniques sont coliteuses ou complexes d’utilisation.
Certaines ne permettent pas la mesure en temps réel du CO ou souffrent d’une faible

sensibilité.?’"?"®

C.  Hypotheses

Le systéme HO/CO joue un rdle essentiel dans le controle des Iésions pulmonaires d’ischémie
reperfusion. Nous pensons que les lésions observées lors de I’EVLP devraient provoquer une
activation de HO et, en conséquence, une augmentation de la production de CO. eCO devrait
donc étre augmenté a la phase aigué de la transplantation pulmonaire. Nous pensons ainsi
qu’eCO pourrait étre un marqueur de ’intensité des Iésions pulmonaires. Appliqué a la
procédure d’EVLP, eCO pourrait étre un biomarqueur de la viabilit¢ des poumons et
permettre in fine de mieux sélectionner les greffons.

Afin de valider ces hypothéses, nous avons conduit un programme de recherche en deux
temps : tout d’abord une méthode de mesure d’eCO au cours d’une procédure d’EVLP eétait
validée, puis les variations d’eCO en fonction de I’intensité des lésions pulmonaires étaient

étudiées.
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II. Meéthode

Les expérimentations animales décrites ont obtenu un avis favorable du comité de protection

des animaux du Centre de Recherche du Service de Santé des Armées, La Tronche, France.

A.  Description générale de la recherche

Deux campagnes d’expérimentations étaient menées. La premiére avait pour objectif de
valider une mesure d’eCO par spectrométrie laser sur un modele de poumons porcins évalués
ex vivo (expérimentation A). La deuxiéme visait a décrire les variations d’eCO en fonction
des [lésions d’ischémie reperfusion (expérimentation B). Cette deuxieéme serie
d’expérimentations était aussi conduite sur un modele de poumons porcins évalués ex vivo.
Afin d’induire des lésions d’ischémie reperfusion d’intensités différentes, les poumons étaient
évalués aprés 30 min (JO) ou aprés 24 h (J1) d’ischémie froide. La méme paire de poumons
était évaluée a JO et a J1 pour sensibiliser la comparaison d’eCO. Ainsi, les poumons étaient
séparés au début de 1’expérimentation et les poumons gauches et droits étaient aléatoirement
étudiés a JO ou J1.

Le schéma général d’expérimentation était le méme entre les deux phases (Figure 7). Les
porcs étaient euthanasiés puis une pneumoplégie était réalisée. Le bloc cceur poumon était
ensuite prélevé et les cavités cardiaques étaient réséquées. Les poumons étaient alors
conservés pendant 30 min ou 24 h a 4 °C. A I’issu de cette ischémie froide, les poumons
étaient placés dans une enceinte d’EVLP. Ils ¢étaient ainsi reperfusés et ventilés
progressivement jusqu’a obtenir une phase stable d’évaluation. Cette phase stable permettait
d’apprécier les parametres physiologiques des poumons et d’effectuer des mesures
biochimiques dans le perfusat et dans le LBA. La mesure d’eCO était débutée deés la

reperfusion et se terminait a la fin de 1’expérimentation.
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Temps (min)

0 = Euthanasie

5 = Pncumoplégic

20 = Prélévement des poumons

25 b= Conservation 4°C (30min ou 24h)

E+0 = EVLP: reperfusion et ventilation progressive =

E+20 = EVLP: phase stable d’évaluation
Mesure de eCO

E+65 p= Prélévements invasifs —_—

E+100 = Fin de I'expérimentation, prélévements

Figure 7. Schéma général des expérimentations.

Le temps est désigné depuis 1’euthanasie ou depuis le début de ’EVLP (E+xX).

B.  Spectrométrie laser
La mesure d’eCO était effectuée par une technique de spectrométrie laser développée par
I’équipe Laser, Molécules et Environnement (LAME) du Laboratoire Interdisciplinaire de
Physique (LIPhy) de Grenoble. Cette technique est appelée optical-feedback cavity-enhanced

absorption spectroscopy (OF-CEAS) et a déja été décrite précedemment.?”® 2%
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La mesure par spectrométrie de faibles concentrations de gaz (moins de 1 ppmv) nécessite
une grande longueur d’absorption. En effet, la lumiére transmise par un milieu suit une loi de
décroissance exponentielle (loi de Beer Lambert) :

I =Ie
| est I’intensité sortante
lg est I’intensité incidente
L est la longueur d’absorption

o dépend du nombre de molécules par cm® et de la surface de section de la cavité d’absorption

Le dispositif OF-CEAS est construit avec une cavité optique résonante a l'intérieur de laquelle
circule I'échantillon de gaz (Figure 8). Cette cavité optique est composée de miroirs
hautement réfléchissants (réflectivité: R ~ 99,99%) ce qui permet d’obtenir une longueur
d'absorption efficace (Lerr) de 19 km pour une longueur de cavité (L) d’environ 1 m. La
complexité de l'utilisation de miroirs hautement réfléchissants repose sur l'injection d'une
quantité suffisante de lumiere laser dans la cavité. En effet, la largeur spectrale de la lumiére
laser est de deux ordres de grandeur plus grands que le profil spectral de la lumiére de
résonance dans la cavité. Pour surmonter ce probléme, la cavité optique est composée de trois
miroirs disposés selon une configuration en "V". De cette facon, une fraction de la lumiére
piégée dans la cavité optique est réfléchie vers le laser, donnant lieu a une "rétroaction
optique". En modifiant les spectres d'émission du laser pour correspondre au profil spectral de
la lumiere piégee dans la cavite, la rétroaction optique fournit une forte puissance de
transmission du signal.

Un autre avantage lié a I’utilisation de la techniqgue OF-CEAS est 1’absence de calibrage. En
effet, cette technique permet d’obtenir des mesures de concentrations absolues sans qu’il ne

soit nécessaire de requérir a un étalonnage périodique avec des mélanges de gaz certifiés.
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L’absence de calibration est permise par une procédure de normalisation en temps réel de
I’absorbance. Cette procédure est basée sur la mesure des pertes de la cavité optique.”® La
concentration absolue est calculée en temps réel par I’ajustement des spectres d'absorption
acquis sur une petite région spectrale (~ 1 cm™) en balayant les fréquences laser & une vitesse
rapide d’acquisition (~ 5 Hz). Le plus petit coefficient d'absorption détectable est de plusieurs
10% cm.

L'acquisition des données sur une région spectrale donnée permet une sélectivité élevée et une
mesure simultanée de différents composes. Ceci est un point clé dans l'analyse de I’air expiré
puisqu’il est constitué d’un mélange complexe de gaz. Afin d’adapter la technique a la mesure
d’eCO, une diode laser émettant autour de 2,3 um était utilisée. Dans cette configuration, la
sensibilité pour la mesure du CO était d'environ 0,002ppmv avec un temps d'acquisition de
0,2 s. Les raies d'absorption du méthane (CH,) se trouvant dans la région spectrale d’intérét
pour le CO, I'instrument permettait également la mesure de ce gaz avec une sensibilité de

0,02ppmv en 0,2s.

/_ ‘1
o A ) M,
n o @ - 7
& LA Tl - =0
¥ g/ @, .
A AR '\ R=99,99% Echantillon
J/ - @ de gaz entrant
I I
M, M;
OF-CEAS

Figure 8. Schéma de I’instrumentation OF-CEAS pour la mesure du CO expire.

OF-CEAS : optical-feedback cavity-enhanced absorption spectroscopy
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M: miroirs

R: coefficient de réflectivité des miroirs

Concernant le montage expérimental, I'échantillon de gaz était prélevé directement au niveau
de I’embout externe de la sonde d’intubation trachéale. L’échantillon était aspiré en continu a
I’aide d’une pompe a une vitesse de 100 ml/min avec une pression asservie a 50 mbar. Ces
valeurs étaient établies afin d'optimiser le temps de réponse imposé par le taux de purge du
gaz a l'intérieur de la cavité optique (volume de la cavité = 18 cm®) d’une part, et par la
nécessité de ne pas modifier significativement les volumes de ventilation des poumons
(volume minute d’environ 1,7 I/min) d’autre part. L’instrumentation optique était contenue a
I’intérieur d'un boitier de 45x59x13 cm. Un ordinateur portable était connecté au boitier et
permettait le traitement en temps réel et I’enregistrement des données grace a un logiciel

dédié.

C.  Technique d’EVLP
Une technique standard d’EVLP était utilisée au cours des expérimentations. Les porcs étaient
pré-anesthésiés par 40mg d’azaperone (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) injectés en
intramusculaire. Ils étaient ensuite curarisés (1.5 mg/kg de suxaméthonium, Upharm,
Boulogne Billancourt, France) par injection intraveineuse au niveau de 1’oreille. La sédation
était entretenue par une injection intraveineuse continue de pentobarbital (50 mg/kg/h,
Chemische Fabrik, Berg, Allemagne). Les porcs étaient alors intubés et ventilés (AS/3 ADU,
Datex-Ohmeda, Louisville, Colorado). Le volume courant (V) était de 7 ml/kg, la fréquence
respiratoire (FR) de 15 /min, la PEEP de 5 cmH,0 et la FiO, de 50 %. Une injection
intraveineuse de 10 000 unités d’héparine sodique (Sanofi-Aventis, Ploérmel, France) était

réalisée. Cing minutes apres cette injection, les animaux étaient euthanasiés (pentobarbital 25
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mg/kg et chlorure de potassium 5 g IV). Les poumons étaient alors manuellement gonflés
grace a la valve de pression du respirateur réglée a 10 cmH,0 et la sonde d’intubation était
clampée.

Une sternotomie médiane était pratiquée et la veine cave inférieure et 1’aorte étaient clampées.
La vascularisation pulmonaire était rincée (pneumoplégie) par un litre de Perfadex a 4 °C
(Vitrolife AB, Gothenburg, Suede) tamponnee avec du trométamol isotonique (Addex-
THAM, Kabi, Suede) perfusé directement dans le ventricule droit. Le ventricule gauche était
sectionné au niveau des valves mitrales afin de permettre un écoulement passif du liquide.
Aprés environ 15 min de pneumoplégie, le bloc cceur-poumon était prélevé. Les poumons
avec leur vascularisation étaient individualisés. Ils étaient ensuite stockés a 4 °C pendant 30
min (expérimentation A) ou étaient séparés au niveau de la bronche principale et de I’artere
pulmonaire pour étre conservés a 4 °C soit pendant 30 min soit pendant 24 h (expérimentation
B).

Apres ischémie froide, les poumons étaient placés dans un réservoir en plexiglass (Vitrolife
AB, Gothenburg, Suéde). L'artére pulmonaire était canulée (calibre 20-F, Terumo, Ann
Arbor, USA) et connectée a une circulation extracorporelle (CEC) comprenant un
oxygénateur et un échangeur de chaleur. La trachée ou la bronche principale étaient intubées.
Le circuit de CEC contenait 2,8 L de solution de Krebs associée & 5 % d’Albumine (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) et 2 mg/L de trinitrine (Sanofi-Aventis, France). Ce perfusat était
tamponné par du trométamol afin d’obtenir un pH physiologique. La pression osmotique
colloidale du perfusat était de 20 mmHg. Un capteur de pression (Baxter, Uden, Pays-Bas)
était inseré dans I’artéere pulmonaire. Deux capteurs de température étaient utilisés : 1’un
(Sorin Group, Arvada, USA) était connecté a I’oxygénateur membranaire, ’autre (Integral

Process, Conflans, Sainte Honorine, France) était placé a la sortie des veines pulmonaires.
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L’oxygénateur de la CEC permettait un apport en oxgaz. Les capteurs permettaient des
mesures en continu (Biopac, Santa Barbara, CA, USA).

Les poumons étaient progressivement reperfusés jusqu’au débit cardiaque théorique de 70
ml/kg/min. Les débits de reperfusion initiaux étaient lents (30 ml/min) et la température du
perfusat initiale de 25 °C. Les débits étaient progressivement augmentés avec comme
consigne de respecter une pression artérielle pulmonaire (PAP) inférieure a 25 mmHg. La
température du perfusat était augmentée en paralléle. De 1’oxygene (2 I/min) et un mélange de
CO; et d’azote (7 % CO,, 93 % N,, 2 I/min) étaient ajoutés au perfusat grace a I'oxygénateur.
Lorsque la température du poumon atteignait 32 °C, le tube trachéal était connecté au
respirateur et la ventilation était initiée a 20 ml et augmentée graduellement pour atteindre les
paramétres suivants : V¢ = 7 ml/kg, FR = 12 /min, PEEP = 5 cmH,0 avec une FiO; constante
de 50 %. Lorsque la température du poumon atteignait 35 °C et que les objectifs de perfusion
et de ventilation étaient atteints, I'approvisionnement en O, de l'oxygénateur était stoppé
tandis que I’apport du mélange CO, / N, était maintenu. Le débit de gaz frais du respirateur
était fixé & 2,5 I/min afin d'éviter le phénomeéne de ré-inhalation des gaz. Les poumons étaient

maintenus dans cet état d'équilibre pendant 45 min (phase stable).

D.  Expérimentation A : validation de la mesure d’eCO
Afin de valider la méthode de mesure d’eCO plusieurs expérimentations étaient conduites.
Premiérement, les concentrations de CO étaient comparées entre I’atmosphére de la salle
d’expérimentation et I’air exsufflé par les procs anesthésiés et par les poumons isolés. Les
concentrations de CO dans les gaz du respirateur etaient également mesurées a trois reprises
avec différentes bouteilles de gaz et a des niveaux variables de FiO, (21, 50 et 100 %).
Deuxiémement, des séries de mesures d’eCO étaient réalisées chez les porcs avant euthanasie.

V1, FR, PEEP et FiO, étaient modifiés afin d’évaluer ’influence sur les mesures du CO. Lors
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de PEVLP, a la phase stable, les méme parametres ventilatoires étaient modifiés et eCO
enregistré en paralléle. Par ailleurs, 1’atmosphére du réservoir contenant les poumons ex vivo
était artificiellement polluée par des mélanges gazeux pauvres (<0.015 ppmv) ou riches (9
ppmv) en CO afin de déterminer I’impact d’une telle pollution sur les mesures d’eCO.

Enfin, une série de mesures d’eCO était réalisée en condition d’EVLP aprés injection dans le
circuit de reperfusion soit de SnPP (50 pmol/kg, Frontier Scientific, Logan, Utah, USA) un
puissant inhibiteur de HO, soit de placebo. Le SnPP était préparé a partir d’une dilution dans
une solution tampon de 0,2 M de NaOH complétée par de 1’eau distillée et dont le pH = 7.5
aprés ajout d’HCI. La solution de SnPP était conservée a température ambiante et a 1’abri de
la lumiére. Lors de I’administration de SnPP en cours d’EVLP, le circuit de CEC et le
réservoir contenant le poumon étaient protégés de la lumiére.

Pendant la procédure d’EVLP, les gaz du sang (PaO,, PaCO,, et pH) étaient mesurés dans le
perfusat recueilli directement a 1’abouchement des veines pulmonaires dans 1’oreillette gauche
(ABLS5, Radiometer Amérique, Westlake, dans I'Ohio). La concentration d'hémoglobine dans
le liquide de perfusion était évaluée a 1’état stable en utilisant un kit de dosage colorimétrique
de I'némoglobine pour les porcs (DetectX, Arbor Assays, Ann Arbor, Michigan). La limite de
détection de ce kit était de 20 pg/ml d'hémoglobine. A la fin de I'expérience, le lobe supérieur
du poumon gauche était excisé et pesé. Il était ensuite placé pendant 48 h a 90 °C et a
nouveau pesé afin de déterminé le rapport poids humide / poids sec.

Le lobe supérieur du poumon droit était également prélevé a la fin de 1’expérimentation afin
de déterminer le niveau de transcription de HO-1. 100 mg de tissu étaient fractionnes par
ultrasons. L’ARN total était prélevé a 1’aide de NucleoSpinRNA (Macherey Nagel, Diren,
Allemagne). L’ADNc était obtenu aprés transcription inverse de 1 ug d'ARN total
(SuperScript 111 First-Strand Synthesis, Invitrogen, Saint Aubin, France). Un traitement par

RNase H était associe. Une g-PCR en temps reel était réalisée en utilisant un kit SYBR Green
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RTPCR (Qiagen) et un instrument Stratagene Mx3005P (Agilent technologies, La Jolla,
California). Les amorces de genes étaient synthétisées par Life Technologies (Saint Aubin,
France). L’amorce de HO-1 était : sens ATGTGA ATG CAA CCC TGT GA et anti-sens
GGA AGC CAG TCA AGA GAC CA (Tm 60 ° C, 400 nM). La B-Actine etait utilisée
comme gene de référence : sens ATC AAG ATC ATC GCG CCT C et anti-sens TAC TCC
TGC TTG CTG ATC CAC (Tm 60 ° C, 400 nM). L’expression des genes était quantifiée par
la méthode de comparaison des cycles seuils (Ct). La quantité de HO-1 était normalisée selon

la méthode delta Ct.

Le critére principal de jugement de cette phase d’expérimentation était I’absence de variation
significative d’eCO lors de la pollution du réservoir contenant les poumons ex vivo. Les
crittres secondaires de jugement étaient 1’augmentation d’eCO paralléelement a

I’augmentation de la FiO, chez le porc comme cela a déja été décrit.®*

A Tinverse, eCO ne
devait pas varier en fonction de la FiO, pendant la procédure EVLP. Enfin, eCO devait étre

plus faible dans le groupe de SnPP que dans le groupe placebo.

E. Expérimentation B : eCo et lésions d’ischémie reperfusion
Comme expliqué précédemment, cette série d’expérimentations reposait sur 1’évaluation de
poumons uniques aléatoirement conservés pendant 30 min ou 24 h a 4 °C. Ce schéma
d’expérimentation permettait de comparer, aprés appariement, les caractéristiques des
poumons entre JO et J1. Le protocole expérimental était donc 1égérement modifié par rapport
a ’expérimentation A. Les debits de CEC étaient adaptés selon le poumon évalué a I’aide de

la formule suivante :

D =Dt X ———
Pg + Pd
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D : débit de CEC adapté au poumon

Dt : débit cardiaque théorique du porc (70ml/kg/min)
Pg . d: poids du poumon gauche ou du poumon droit
Pg : poids du poumon gauche

Pd : poids du poumon droit

De méme, la ventilation des poumons était adaptée avec un V1 = 4,2 ml/kg pour le poumon
droit (60 % du V+) et V1 = 2,8 ml/kg pour le poumon gauche (40 % du V7).

L’objectif de I’expérimentation B était d’évaluer les variations d’eCO en fonction de
I’intensité des 1ésions pulmonaires d’ischémie reperfusion. Ainsi, ’'un des axes majeurs de
cette série d’expériences était de caractériser au mieux 1’état physiologique des poumons.
Pour ce faire, plusieurs parametres physiologiques et biochimiques étaient mesurés, reflets de
la fonction pulmonaire globale (gaz du sang), de 1’état hémodynamique des poumons (PAP,
résistances vasculaires pulmonaires et pression capillaire pulmonaire), de [I’état du
parenchyme pulmonaire et des bronches (pression de pic, compliance dynamique et espace
mort physiologique, rapport poids humide / poids sec), de 1’état de la barriére alvéolo
capillaire (clairance liquidienne alvéolaire, perméabilité de la barriere, concentrations de
RAGE) et de I’inflammation du poumon (IL-1B, IL-6 et TNFa). Le détail des mesures

effectuées est expliqué ci-dessous.

Les gaz du sang (PaO2, PaCO2, et pH) étaient mesurés dans le perfusat recueilli directement

a 1’abouchement des veines pulmonaires dans [D’oreillette gauche (ABL5, Radiometer

Amérique, Westlake, dans I'Ohio).
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La PAP étaient enregistré comme indiqué précédemment et les résistances vasculaires
pulmonaires (RVP) calculées selon la formule :

(PAP — POG)

RVP =80 X
D

RVP : résistances vasculaires pulmonaires
PAP : pression artérielle pulmonaire
D : débit de perfusion

POD : pression de I’oreillette gauche, considérée comme nulle lors de ’EVLP

La pression capillaire pulmonaire (Pcap) était estimée en utilisant un modele considérant la
vascularisation pulmonaire comme une série de trois compartiments compliants (artériel,
capillaire et veineux) séparés par deux résistances (artérielle et veineuse).?®” La Pcap était
estimée par 1’extrapolation au temps zéro du composant lent du profil d’occlusion artérielle

obtenu aprés arrét de la pompe de CEC (décroissance du débit, Figure 9).

T T T T T T T T T

Courbe de Pression

agl-| === Ajustement bi-exponentiel de toute la courbe (|

—— Extrapolation avec les termes de 'exponentielle de pente faible (Ajust. bi-exponentiel)
Courbe mono-exponentielle

12 -

-
o
=
1

o]
T
=7
1

Pression (mmHg)

| | 1 | | 1 | | 1 i e
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Figure 9. Exemple d’estimation des pressions capillaires pulmonaires
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La compliance dynamique pulmonaire était calculée a partir des mesures de pressions de

pic :

Com =B~ PEEP
Cayn = compliance dynamique
V7 : volume courant
Pyic : pression de pic

PEEP : pression positive télé expiratoire

L’espace mort physiologique était estimé a partir de la mesure de I’EtCO, et de la
PaCO, (équation de Bohr / Enghoff):

VD _ PaCOZ - EtCOZ
Ve Paco,

Vp : espace mort physiologique
V1 : volume courant
PaCO, : pression artérielle en CO,

EtCO; : pression de CO; de fin d’expiration

A la fin de la phase stable, un cathéter (PE240 tubing, BD, Le Pont de Claix, France) était
introduit a travers le tube bronchique afin de réaliser un LBA. 100 ml de NaCl 0,9 % a 36 °C
contenant 5 % d’albumine étaient injectés. Apres 5 min (T0) et 35 min (T30), des échantillons
étaient prélevés a travers le cathéter. La variation de la concentration en protéines entre TO et

T30 était utilisée pour déterminer la clairance liquidienne alvéolaire :

Co
Ciig = 2% (1= =)
30
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Ciiq : clairance liquidienne alvéolaire
Co : concentration en protéines a TO

Cso : concentration en protéines a T30

La perméabilité alévolo-capillaire était estimée lors de la méme procédure de LBA. Un
marqueur macromoléculaire fluorescent (FITC-D70, 73.1 kDa, Sigma, St. Quentin Fallavier,
France) était ajouté au perfusat 30 min avant la réalisation du LBA. Les concentrations de
FITC-D70 étaient ensuite mesurées de facon simultanée dans le perfusat et le liquide prélevé
par LBA (spectrophotométre  NanoDrop ND-3300, LabTech, Palaiseau, France). Le
coefficient de transport K du FITC-D70 du liquide de perfusion a I’alvéole, reflet de la
perméabilité de la membrane alvéolo capillaire aux macromolécules, était calculé :

C
K = LBA

= =30
CPerf

K: coefficient de transport du FITC-D70
Ciga : concentration de FITC-D70 dans le LBA

Cperf : concentration de FITC-D70 dans le perfusat

Enfin, les concentrations en cytokines pro inflammatoires IL-1B, IL-6 et TNFa étaient
déterminées dans le perfusat et le LBA a la fin de ’expérience. Une technologie de biopuces
de protéines était utilisée (Randox Laboratories Ltd, Antrim, United Kingdom). La
concentration de RAGE était mesurée dans le LBA et le perfusat a I’aide d’un kit ELISA
spécifique (ELISA kit, Cliniscienses, France). Le rapport poids humide / poids sec était

calculé comme décrit précedemment.
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L’hypothese principale de I’expérimentation B était qu’eCO serait significativement plus
élevé a J1. Les poumons a J1 devaient présenter un profil physiologique plus altéré (PA et
RVP plus élevées, Cqyn plus faible, clairance liquidienne alvéolaire plus faible et coefficient
de perméabilité plus important) et des concentrations en cytokines pro inflammatoires plus
¢levées. L’objectif était de déterminer un niveau seuil d’eCO permettant de distinguer les
poumons répondant a tous les critéres de viabilités suivants : PaO, / FiO, > 400mmHg ; PAP
stable ou en diminution ; pression artérielle pulmonaire stable ou en décroissance ; pression
pic stable ou en diminution, Cgy, stable ou en augmentation.> La valeur prédictive de ce seuil

était ensuite déterminée.

F. Analyses statistiques
Les résultats sont présentés sous la forme d’effectifs (%) pour les variables dichotomiques et
de médiane (interquartile 25 ; interquartile 75) pour les variables numériques. Le test du chi2
ou le test exact de Fisher étaient utilisés pour comparer les variables dichotomiques. Les
variables numériques non normales étaient analysées a I’aide d’un test de Kruskall Wallis ou,
en cas d’appariement, d’un test de Wilcoxon. Le test de Scheirer-Ray-Hare était utilisé pour
comparer des mesures répétées entre deux groupes. Pour les variables numériques normales,
le test t de Student apparié ou non et le test de MANOVA étaient utilisés. Le test de Spearman
était utilisé pour étudier une corrélation entre deux variables numériques. L’aire sous la
courbe ROC (Receiver operating characteristic) permettait d’analyser la valeur prédictive
d’un test diagnostique, de méme que la sensibilité et la spécificité. Les valeurs de P reportées
sont & deux sens et le risque alpha était fixé a 5 %. Les analyses étaient réalisées a I’aide du

logiciel SPSS, version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

50



RESULTATS

o1



I11. Reésultats

A.  Expérimentation A
15 porcs de 19,8 [18,5 — 20,2] kg étaient étudiés : 5 porcs pour les mesures standards d’eCO
et 10 porcs pour les mesures avec inhibiteur de HO (5 recevaient du SnPP et 5 recevaient du

placebo).

1. Mesures standards d’eCO

La concentration de CO dans ’air de la salle d’expérimentation était de 0,30 + 0,06 ppmv.
Elle était de 0,006 + 0,002 ppmv, 0,092 £ 0,006 ppmv et 0,129 + 0,009 ppmv dans les gaz du
respirateur avec une FiO, de 100 %, 50 % et 21 % respectivement. La concentration de CO
dans les gaz médicaux était soustraite des concentrations d’eCO pour tenir compte de la
variabilité induite. Chez les porcs anesthésiés, la mesure d’eCO en temps réel montrait des
oscillations rythmées par la fréquence respiratoire (Figure 10) et dont le pic se situait en fin
d’expiration. Ces oscillations n’étaient pas retrouvées lors de la mesure d’eCO dans ’air de la
salle ou dans les gaz médicaux.

Les modifications du Vr, de la FR et de la PEEP n’avaient pas d’impact significatif sur la
valeur pic d’eCO. L’augmentation du rapport I/E provoquait une augmentation de la valeur
pic d’eCO. Lorsque la FiO, était augmentée a 100 %, eCO etait significativement plus élevé
en condition in vivo (Table 4). Les valeurs d’eCO étaient constamment supérieures aux

concentrations de CO dans I’air de la salle d’expérimentation et dans les gaz médicaux (eCO

=3,2+1,3ppmv;p<0.001).
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I/E ratio =1/2

CO exhalé (ppmv)

Temps (min)

Figure 10. Mesure d’eCO chez le porc anesthésié.

Fi0, 21% Fi0, 50% Fi0, 100%
Mesures in vivo
eCO (ppmv) 32+1,3 74+£23%*
eCH, (ppmv) 330 + 80 280 + 80
Mesures ex vivo
eCO (ppmv)  0,45+0,30 0,45+0,19 0,41+0,26
eCH, (ppmv) 5,9+0,6 6.2+0,6 6,5+0,6

Table 4. Mesures d’eCO et eCH4 chez les porcs anesthésiés (in vivo) et sur poumons isolés

(ex vivo) en fonction des parametres de FiO, du respirateur. * : p < 0.001
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En condition d’EVLP, les paramétres physiologiques des poumons ventilés a la fin de la
phase stable étaient : PaO, / FiO, = 410 £ 90 mmHg, PaCO, = 36 + 2 mmHg, pH = 7,12 +
0,04, pression de pic = 17 £ 3 cmH,0, PAP = 11,2 + 0,7 mmHg, Pcap = 6,0 £ 0,8 mmHg, et
RVP = 8,7 £ 0,6 mmHg/L/min. Le rapport poids humide / poids sec des poumons apres EVLP
était de 5,4 + 0,7. Les mesures d’eCO montraient les mémes oscillations en EVLP que celles
observées chez le porc anesthési¢. Les concentrations d’eCO étaient significativement plus
basses lors de ’EVLP qu’en condition in vivo (0,44 + 0,19 ppmv contre 3,2 + 1,3 ppmv; p <
0,001). Les valeurs ex vivo d’eCO étaient cependant plus élevées que la concentration de CO
dans les gaz médicaux (p <0,001). Contrairement aux mesures effectuées chez le porc
anesthésié¢, eCO n’était pas modifié¢ par la variation de FiO; durant ’EVLP (Table 4). La
pollution du réservoir contenant les poumons ex vivo, par un gaz riche ou pauvre en CO, ne

provoquait pas de variation significative d’eCO (Figure 11 et Table 5).

CO en air ambient

107 '/\L\ CO exhalé
Jid h -
— - 0.8 .
8 4
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1 CO exhalé
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Figure 11. Mesures alternées de CO dans le réservoir (air ambiant pollué par des gaz riches

ou pauvres en CO) et dans I’air exhalé d’un poumon isolé.
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Air enrichien  Air appauvri en

Air non pollué co o

CO dans l'air ambient (ppmv) 0,29 + 0,06 8,78 + 0,05* 0,010 +0,002*

eCO (ppmv) 0,50 +0,30 0,45+ 0,35 0,45 +0,32

Table 5. Comparaison des mesures d’eCO et de CO dans le réservoir (air ambiant).

*:p<0,001

Au cours de cette série d’expérimentations, la concentration en hémoglobine du perfusat était
de 34 + 5 pgdl. Enfin, le transcrit de HO-1 était détecté dans tous les poumons. Son niveau
n’était pas différent entre les poumons (delta Ct moyen = 6,5 = 0,6 ; p = 0,56). Il n’existait
pas de corrélation entre eCO et le niveau d’expression de HO-1 (rho de Spearman 0,22, p =

0,78).

2. Mesures d’eCO aprés traitement par SnPP
Une heure apres traitement par SnPP ou placebo, les paramétres physiologiques n’étaient pas

différents entre les groupes (Table 6).

Placebo SnPP P
n=>5 n=>5
PaO, / FiO, 372 £ 60 314 £ 70 0,57
PaCO, (mmHg) 290+1 203 0,95
pH 7,16 £ 0,02 7,19 +£0,03 0,49
Pression pic (mmHg) 18+ 1 20+ 1 0,25
Pression artérielle pulmonaire (mmHg) 17+2 18+3 0,70

Table 6. Paramétres physiologiques a la fin de la phase stable selon les groupes.
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Les variations d’eCO n’étaient pas non plus différentes entre les groupes, tant en terme de

variations absolues que de pourcentages de variation (p=0,91 et p=0,87 respectivement)

(Figure 12).
Snpp Placebo
0-

S
£ -20-
£
2
g
5 -40+
S B ———
2
®
Q
2 -60-
W
=
=
£
= -80+
=
N ——
>

-100-

Figure 12. Pourcentages de variation d’eCO avant et apres traitement par SnPP ou Placebo.

B.  Expérimentation B
Six porcs, 40,8 [38,5 — 41,4] kg, étaient euthanasiés afin d’étudier par EVLP six paires de
poumons. Les caractéristiques des poumons sont présentées dans la Table 7. Brievement, les
poumons a J1 présentaient des capacités d’hématose et des propriétés mécaniques altérées.
L’cedéme pulmonaire était plus important a J1. Les concentrations en cytokines dans le
perfusat semblaient montrer une inflammation accrue a J1.
Les variations d’eCO sont affichées dans la Figure 13. eCO était significativement plus élevé

aJl atous les temps (p < 0,01). Au début de la phase stable, eCO était de 0,951 + 0,313 ppmv
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a Jo et 1,35 + 0,259 ppmv a J1, p = 0,01. Pour toutes les paires de poumons étudiées, eCO

était significativement plus élevé a J1 (augmentation moyenne: 48 + 34%) (Figure 14).

JoO J1 P

Variables (n=6) (n=6)

Pa0O, / FiO, (mmHg) 527 + 86 358+ 142 0,004
A Compliance dynamique (ml/cmH,0) 226+1,28 0,32+245 0,14
AV / Vi (%) 0,02+0,12 0,14 0,11 0,11
Pression artérielle pulmonaire (mmHg) 10+2 15+£3 0,004
Résistance vasculaires pulmonaires (mmHg/I/min) 19+5 25+4 0,16
Pression capillaire pulmonaire (mmHg) 9+3 11+4 0,35
Clairance du liquide alévolaire (% du volume initial) 49 + 46 0+0 0,05
Perméabilité alvéolo capillaire (a,u,) 0,01 £0,01 0,03 +0,01 0,03
Ratio poids humide / poids sec 5,23 +0,54 6,46 = 0,59 0,03
IL1B (pg/ml) 61 + 109 657 + 586 0,07
IL6 (pg/ml) 88119 342 £217 0,12
TNFa (pg/ml) 204 +£ 153 63 +52 0,09

Table 7. Caractéristiques des poumons évalués a JO et J1.

A : variation entre le début et la fin de la phase stable. Vp : espace mort physiologique, V+ :

volume courant
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Figure 13. Concentrations en CO exhalé du début a la fin de la phase stable
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Figure 14. Variations par paires d’eCO

58



Parmi toutes les variables étudiées, seul le coefficient K de perméabilité alévolo capillaire
était corrélé avec eCO (rho = 0,60 ; p=0,04) alors qu’eCO etait inversement corrélé avec
TNFa (rho = 0,64 ; p=0,02).

D’apres les critéres prédéfinis, 8 poumons étaient transplantables (6 a JO et 2 a J1, p=0,06). La
courbe ROC d’eCO en début de phase stable pour prédire la viabilité des poumons est

présentée en Figure 15.
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Figure 15. Courbe ROC de prédiction de la viabilité des poumons en fonction d’eCO.

L'aire sous la courbe n'était pas significative (0,65 [95%: 0,34 — 0,97, p = 0,40). La meilleure
valeur limite d’eCO était déterminée a partir des coordonnées de la courbe ROC. Le choix
était effectue pour avoir la meilleure valeur prédictive négative possible. La valeur limite
idéale se situait entre 0,860 et 1,020 ppmv. Une valeur seuil a 0,860 ppmv conduisait a une

sensibilite de 1 (0,31 — 1), une spécificité de 0,44 (0,15 — 0,77) et une valeur prédictive
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positive de 0,37 (0,10 — 0,74) et une valeur prédictive négative de 1 (0,39 — 1). Une valeur
seuil a 1,020 ppmv conduisait a une sensibilité de 0,67 (0,12 — 0,98), une spécificité de 0,67
(0,31 — 0,91), une valeur prédictive positive de 0,40 (0,0 — 0,83), et une valeur prédictive

négative de 0,86 (0,42 — 0,99).
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I\VV. Discussion

Nos résultats montrent qu’une mesure précise, en temps réel, du CO exhalé est possible en
condition d’EVLP. La technique d’OF-CEAS permet de détecter des concentrations d’eCO
inférieures au ppmv. De plus, cette technique permet la mesure d’eCO en fin d’expiration, a
son maximum, grice a une fréquence d’acquisition rapide. Lors de 1’évaluation ex vivo de
poumons, eCO est augmenté apres 24 h d'ischémie froide. eCO semble étre principalement
corrélé a la survenue de I’cedéme pulmonaire de reperfusion. Ainsi, la mesure d’eCO semble
étre un biomarqueur non invasif des lésions pulmonaires en condition d’EVLP. Cependant, sa

valeur prédictive ne parait pas étre suffisante pour prédire a elle seule la viabilité des greffons.

A.  Validation de la technique de mesure d’eCO
La sensibilité requise pour la mesure du CO au cours de I’EVLP interdit l'utilisation de
dispositifs commerciaux portables basés sur des mesures électrochimiques. Ces appareils sont
adaptés a la détection de concentrations élevées de CO (plusieurs ppmv) par exemple dans
I’air expiré de patients fumeurs. Avec une sensibilité de 1 ppmv, ils sont parfaitement adaptés
a la mesure de la qualité de l'air et a la détection d’une intoxication au CO. D’autres systémes
commerciaux plus complexes permettent des mesures de CO en temps réel avec une
sensibilité inférieure au ppmv. Cependant, leur vitesse d’acquisition est insuffisante pour une
utilisation en clinique humaine (par exemple, appareil Logan Research LR4000, 0.2 ppmv en
5 s). Les instruments basées sur la chromatographie gazeuse ou la spectrométrie de masse,
bien qu’hautement sensibles, ne permettent pas des mesures en temps réel et au chevet du
patient du fait de leur encombrement et de la nécessité de réaliser des échantillonnages.”®®
Pour les mesures en temps réel a une sensibilité inférieure a 0.2 ppmv, quelques instruments
0.177,283,289,290

de spectroscopie laser ont été mis au point et utilisés pour la quantification d’eC

En plus de fournir la sensibilité requise, la spectroscopie laser est la seule méthode permettant
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une acquisition des mesures plus rapide qu’un cycle respiratoire. Cependant, certains
spectrométres sont trés volumineux et empéchent la réalisation de mesures in situ.”® Par
ailleurs, d’autres spectrométres nécessitent un volume d'échantillonnage important (entre 0,5
et 6 litres) du fait de la technique de mesure employée (cellules d’absorption a multiples
passages).’’"*® En conséquence, la technique de mesure basée sur les cellules d’absorption a
multiples passages ne peut pas étre utilisée en condition d’EVLP car elle perturberait de fagon
significative la ventilation des poumons (V£ 140mL dans nos expériences). En outre, une
acquisition des mesures plus rapide qu'un cycle respiratoire permet de distinguer les
concentrations de CO dans 1’air expiré du CO présent dans I’air insufflé. Sans une acquisition
rapide, une valeur moyenne de CO peut étre calculée en soustrayant la concentration de CO
présent dans 1’air inspirée, laquelle doit &tre maintenue constante pendant I’expérimentation.
Néanmoins, une telle mesure moyenne de CO sous-estime eCO puisqu’elle ne prend pas en
compte uniquement le pic expiratoire de CO. Nous souhaitions démontrer que la technique
OF-CEAS réunit toutes les exigences pour I'évaluation en temps réel d’eCO lors de
procédures d’EVLP : une sensibilité inférieure au ppmv, un temps d’acquisition plus rapide
qu'un cycle respiratoire, un volume d’échantillonnage faible, le tout obtenu grace a un
dispositif compact et robuste ne requérant pas de calibrations itératives. A notre connaissance,
la technique OF-CEAS est la seule qui offre de telles possibilités a I'neure actuelle.

Au-dela de la précision de I’'OF-CEAS, nous souhaitions prouver que le CO mesuré provenait
du métabolisme pulmonaire. Nos résultats semblent indiquer que tel est le cas puisqu’eCO
était systématiquement plus élevé que les concentrations en CO de I’air ambiant. De plus, les
concentrations d’eCO suivaient un rythme calque sur les cycles ventilatoires des porcs et des
poumons ex Vivo sans que 1’on observe de pollution par 1’air ambiant enrichi ou appauvri en
CO. Parallelement a ces constatations, nos résultats sont cohérents avec les mécanismes

physiologiques connus de production et d’excrétion du CO. La concentration en CO exhalé
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dépend de la concentration de CO dans l'air inspiré, des capacités de transport sanguin et des

141 Y
Les mesures d’eCO étaient donc

propriétés de diffusion de la membrane alvéolo capillaire.
réalisées a la phase stable dans des conditions trés contrblées afin d’éviter toute variation des
capacités de diffusion du poumon. Dans ces conditions expérimentales, eCO doublait lorsque
la FiO, était réglée a 100 %. Cette variation est cohérente avec les mécanismes connus
d’élimination sanguine du CO, I’augmentation de la PaO, provoquant une augmentation de
I’affinité de 1’hémoglobine pour I’oxygéne et donc une excrétion accrue de CO.*® De facon
intéressante, 1’augmentation de la FiO; ne se traduisait pas par une augmentation d’eCO lors
des expérimentations ex vivo sur poumons isolés. Au cours de la chirurgie précédant ’'EVLP,
les poumons sont rincés avec une solution de conservation (phase de pneumoplégie), ce qui
diminue considérablement le nombre d’érythrocytes présents dans le systeme vasculaire
pulmonaire et dans le perfusat de I’EVLP. Ainsi, I'nématocrite est inférieur a 1 % dans le
perfusat, et les gaz sont transportés sous forme dissoute. Ces conditions expérimentales
particuliéres pourraient expliquer I'absence de variation d’eCO en fonction de la FiO; au
cours de I’EVLP. Par ailleurs, I’absence de stockage de CO sur 1’hémoglobine au sein du
perfusat est en faveur d’une relation directe entre eCO et production de CO par les poumons
isolés.**! La variation d'un facteur de 10 d’eCO entre les expérimentations in vivo et ex vivo
tendent a la méme conclusion. Cet écart n’est vraisesmblablement pas lié & une diminution du
substrat d’HO (diminution d’héme dans le perfusat) car eCO reste stable pendant les 45
minutes de la phase stable. Les différences d’eCO entre ex vivo et in vivo ne semblent donc
pas expliquées par une modification de la ventilation alveolaire, de la PaO, ou de la capacité
de diffusion des poumons. Une production de CO endogéne ubiquitaire pour les
experimentations in vivo et une production limitée aux poumons isolés en ex vivo semblent

étre les principales raisons d’une telle différence. Par consequent, dans ce modéle d’EVLP,
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les concentrations d’eCO semblent étre le reflet de la production endogéne de CO par les
poumons.

Afin de confirmer la provenance du CO mesuré, un inhibiteur de la production endogéne de
CO ¢était administré au cours de ’EVLP. Le SnpPP, ou protoporphyrine a I’étain, est un
inhibiteur puissant de I’activité de HO. Son pic d’action sur HO est estimé entre 1h et 4h
selon les études et sa demi-vie est de 1’ordre de 4h.”*** Au cours de nos expérimentations,
I’administration de SnPP ne se traduisait pas par une diminution d’eCO. Cette absence d’effet
peut étre expliquée par différents mécanismes. Premierement, il est possible que le CO
mesurée au cours de I'EVLP ne refléte pas la production endogéne de CO mais plutét le stock
endogéne de CO. Cette hypothése est en partie contredite par la demi-vie courte du CO dans
les poumons (0,6 + 0,2h**) alors que la mesure d’eCO était réalisée pendant plus d’une heure
(reperfusion/ reventilation et phase stable). La deuxiéme hypothése pour expliquer 1’absence
d’effet du SnPP est la surexpression d’HO induite par cette molécule. En effet, SnPP inhibe
I’activité de HO et donc la dégradation de I’héme. La concentration relativement haute en
héme est responsable d’un rétrocontrole positif sur ’expression de HO-1.® Néanmoins ce
rétrocontréle positif est significatif plus d’une heure aprés 1’administration de SnPP et donc
n’explique vraisemblablement pas nos résultats. Finalement, I’explication la plus plausible de
I’absence d’effet du SnPP est liée au pic d’action de cette molécule. En effet, le SnPP était
administré au cours de la phase d’EVLP afin d’établir une cinétique de décroissance du CO.
Ce choix méthodologique n’était peut étre pas idéal puisque le délai entre 1’administration de
SnPP et la derniere mesure de CO était d’environ 60min, pour un pic d’action du SnPP
compris entre 1 et 4h. D’autres auteurs ont mis en avant ces délais pour expliquer 1’absence

P.297

de résultats apres injection de SnP Il aurait sans doute été préférable d’administrer le

SnPP quelques heures avant les expérimentations.
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De fagon intéressante, les concentrations mesurées d’eCO dans nos expériences étaient autour
de 1 ppmv. Ces concentrations sont bien inférieures aux valeurs détectées chez 1’humain (<50

298

ppmv).~ L’administration thérapeutique de CO a été utilisée dans plusieurs modeéles

258,262,264.266-271 pyans les différents

animaux de lésions d’ischémie reperfusion (Table 3).
protocoles publiés, les concentrations de CO délivrées par inhalation varient de 250 a 500
ppmv. Ces concentrations se rapprochent des limites de doses toxiques généralement admises
de CO*® et sont environ 1000 fois plus élevées que les concentrations d’eCO mesurées dans
notre modele d’EVLP. La plupart des études d’inhalation de CO ont été réalisées en condition
in vivo ce qui rend la comparaison avec nos résultats difficile. Néanmoins, méme en condition
in vivo, les concentrations d’eCO étaient de ’ordre de quelques ppmv, soit 50 fois moins
élevées que les doses thérapeutiques proposées. Quelques études sur les effets de
I’administration de faibles doses de CO (10 a 100ppmv) ont été menés, avec toutefois des
résultats moins probants en terme d’inflammation et d’apoptose.®** Le recours nécessaire a
des concentrations élevées de CO pourrait s’expliquer par la distribution et le stockage du CO
inhalé au niveau de I’organisme, provoquant ainsi une diminution du CO disponible au niveau
de l'organe cible. L’administration de CORM pourrait ainsi étre avantageuse et limiter
d’éventuels effets indésirables liés a I’administration de CO & hautes concentrations.?***% En
effet, certains auteurs soulévent le probléme de I’administration de fortes concentrations de
CO puisque I’inhalation de 50 ppm de CO pendant une heure provoque une fuite capillaire et
une séquestration de leucocytes chez 1’animal et chez I’homme.>%%3%

Les résultats de cette premiére série d’expérimentation doivent étre interprétés en tenant
compte des limites du protocole utilisé. Premiérement, les poumons étudiés ne présentaient
pas de lésions d’ischémie reperfusion significatives comme le montre le rapport PaO, / FiO;,

vraisemblablement du fait d’une ischémie non prolongée. L’objectif de ces expérimentations

était de valider la mesure d’eCO en condition d’EVLP. Méme si les résultats de la littérature
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semblent indiquer qu’eCO pourrait étre un biomarqueur de I’intensité des Iésions d’ischémie
reperfusion, des expérimentations spécifiques devraient répondre a cette question.
Deuxiémement, nos résultats indiquent que la mesure d’eCO doit étre réalisée en prenant en
compte les paramétres ventilatoires, notamment la FiO,. Cette donnée pourrait limiter la
comparaison d’eCO entre différents poumons. Enfin, I’absence de corrélation entre eCO et
I’expression de HO-1 semble indiquer la présence de mécanismes de régulation de la
production, du transport et de I’expression de CO en condition d’EVLP qu’il conviendrait

d’appréhender au mieux afin de correctement interpréter la mesure d’eCO.

B. Monoxyde de carbone et ischémie reperfusion pulmonaire
Notre principal objectif était de décrire la variation d’eCO en fonction de différentes
conditions expérimentales d'ischémie reperfusion pulmonaire. Nous avons choisi d’apparier
les poumons entre une ischémie courte (30 min) et une ischémie longue (24 h) avant EVLP.
Or, il a été démontré récemment qu’une ischémie froide de 4h avant EVLP pourrait étre
bénéfique en termes d’inflammation et de lésions du greffon.*®® Cependant, une ischémie
froide plus prolongée induit des lésions d’ischémie reperfusion et est corrélée a la
détérioration de la fonction pulmonaire aprés transplantation.®®*" Nos résultats sont
cohérents avec ce concept physiopathologique et suggérent I'apparition d”’ importantes 1ésions
pulmonaires a J1. La compliance pulmonaire diminuait a J1 et ’espace mort physiologique
augmentait traduisant possiblement 1’apparition d’atélectasies ou tout du moins d’anomalies
du rapport VV/Q. Par ailleurs, un cedéme pulmonaire était présent apres 24 h d’ischémie froide:
la clairance liquide alvéolaire était considérablement diminuée a J1 tandis que la perméabilité
alvéolo capillaire et le rapport poids humide / poids sec étaient augmentes. Cet cedéme était
principalement d’origine lésionnelle puisque les pressions capillaires n’étaient pas

significativement augmentées a J1 alors que les biomarqueurs de I’inflammation 1’étaient.
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Néanmoins, ’augmentation des résistances vasculaires pulmonaires a J1 traduisait une
composante vasculaire de 1’cedéme pulmonaire liée aux I€sions endothéliales pulmonaires.
L’ensemble de ces constatations au cours des expérimentations nous ameéne a penser que le
modele d’ischémie reperfusion utilisé (30 min vs. 24 h d’ischémie froide) refléte de facon
pertinente 1'cedéme alvéolaire observé au décours de la greffe pulmonaire.?***® Dans notre
modele animal, les Iésions pulmonaires d’ischémie occasionnaient une réduction de
I'oxygénation du sang avec un rapport PaO, / FiO, nettement diminué a J1. Les niveaux
observés de PaO, / FiO, a J1 correspondaient a ceux décrits lors de procédures d’EVLP ou
aprés transplantation d’organes marginaux.’**° Ainsi, nous pensons que le modéle
d’ischémie reperfusion utilisé dans nos expérimentations était pertinent pour 1’é¢tude des
variations d’eCO.

Les lésions d’ischémie reperfusion, notamment de part la production d'especes réactives de
I'oxygéne et de cytokines pro inflammatoires, induisent 1’expression de HO-1 et la production
endogéne de CO.}%3! e CO ainsi libéré régule le recrutement des cellules inflammatoires,
certaines voies de 1’apoptose et la fonction de canaux ioniques.lzo’312 Notamment, deux études
ont démontré que le CO peut modifier I’activité du canal sodique épithélial ENaC.*3%* Bjen
que leurs résultats soient contradictoires, ces etudes affirment le réle du CO dans la régulation
du transport sodique épithélial et donc dans la régulation de 1’cedéme pulmonaire. Par ailleurs,
de nombreuses expérimentations animales ont mis en avant I’intérét thérapeutique du CO
pour la réduction de I’cedéme pulmonaire post ‘[ransplan‘[ation.265*269’271 La production
endogene de CO jouerait donc un role non négligeable dans la pathogénése ou la résorption

315 Au cours

de I’cedéme pulmonaire apres greffe, I'un des principaux mécanismes de la DPG.
de nos expérimentations, eCO augmentait lorsque les 1ésions d’ischémie reperfusion étaient

accrues. La comparaison d’eCO entre JO et J1 montrait que I’excrétion de CO ¢était

systématiquement plus importante a J1 dés le début de la phase stable et jusqu’a la fin de
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I’expérimentation. De plus, il existait une corrélation entre eCO et le coefficient K de
permeéabilité alveolo capillaire. Nous pensons donc que la mesure d’eCO permettrait de
surveiller et d’anticiper la survenue d’un cedéme pulmonaire au cours de I’EVLP. Ces
résultats et cette hypothese semblent en adéquation avec une précédente étude mesurant eCO
chez le rat transplanté.?”> Dans ce travail, Yamamoto et ses collégues comparaient une
ischémie froide de trois heures a une ischémie chaude de méme durée. Les rats greffés dans le
groupe ischémie chaude présentaient un état inflammatoire marqué et une DPG était présente
dés la premiere heure de reperfusion. De fagon intéressant, eCO était plus élevé dés le début
de la reperfusion dans le groupe ischémie chaude.?’? Cependant, ces résultats sont &
interpréter avec précaution du fait de ’absence de groupe contrdle et de 1’absence de
standardisation des parameétres ventilatoires (notamment FiO,) lors de la mesure d’eCO."** De
fagon contradictoire, une étude réalisée chez ’homme ne montrait pas de différence d’eCO
entre des sujets sains controles et des patients transplantés.””> Néanmoins, il est possible
qu’un biais méthodologique soit venu perturber les résultats de cette derniere étude. En effet,
les auteurs mesuraient eCO aprés avoir réalisé différentes manceuvres ventilatoires afin de
mesurer la concentration de NO exhalé. Notamment, I’hyperventilation et les manceuvres de
recrutement pourraient avoir influencé les résultats de cette étude.>'® Par ailleurs, ces résultats
discordants posent également le probléme de la méthode de mesure qui n’était pas détaillée
par les auteurs. En effet, plusieurs études ont démontré 1’influence de la technique de mesure
pour obtenir des résultats fiables d’eCO.?**3'" En résumé et & la lumiére des données
antérieures publiées, I’interprétation de nos résultats doit étre effectuée avec précaution méme
si des arguments forts sont en faveur de la mesure d’eCO en tant que biomarqueur des 1ésions
pulmonaire d’ischémie reperfusion.

Un deuxieme objectif de notre étude était de determiner les capacités de préediction de

viabilité du greffon par eCO. La meilleure valeur prédictive négative d’eCO était obtenue
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avec une valeur seuil de 0,86 ppmv. Les poumons évalués dont eCO était inférieur a cette
valeur seuil remplissaient tous les critéres de viabilités suivants : PaO, / FiO, > 400mmHg ;
PAP stable ou en diminution ; pression artérielle pulmonaire stable ou en décroissance ;
pression pic stable ou en diminution, Cgy, stable ou en augmentation. L’intérét d’eCO résidait
dans la précocité de la prédiction de viabilité. En effet, la valeur seuil de 0,86 ppmv était fixée
dés le début de la phase stable tandis que les différents criteres de viabilités usuels ne sont
disponibles qu’aprés au minimum une heure d’EVLP.?® Cependant, I'utilisation d’eCO pour
décider de la transplantation ou non des poumons aurait abouti, dans notre étude, au rejet de 3
poumons considérés comme viables apres une heure d’EVLP. La courbe ROC d’eCO est a ce
titre éloquente. eCO ne semblent donc pas étre en mesure de prédire, a lui seul, la viabilité des
greffons. Du fait de ses caractéristiques (non invasive, précoce, en temps réel), la mesure
d’eCO pourrait venir en complément d’autres marqueurs de viabilité afin de guider les
cliniciens dans le choix des greffons. Par exemple, eCO pourrait étre analysé conjointement
au profil d’expression protéique des greffons. Ces profils d'expression de protéines ont été
étudiés au cours de I’EVLP afin de détecter des patterns spécifiques qui pourraient aider les
cliniciens.®® Cependant, aucun pattern d’expression protéique n’a démontré une capacité de
prédiction suffisante en termes d’acceptation ou de rejet des greffons. Le principal probléme
de I’étude des protéines et/ou des cytokines au cours de ’EVLP est la limite de détection de
ces molécules dans le perfusat ou le LBA.**® Dans notre étude, IL-1p et IL-6 étaient
augmentés a J1 alors que TNFa était étonnamment diminué aprés 24h de ischémie froide. Le
dosage de ces différents marqueurs dans le LBA soit était impossible, soit donnait des
résultats aberrants. Certaines études précliniques ont montré que TNFo était augmente,
d'autres que TNFa était inchangé apres 12 heures de EVLP ou méme que cette molécule était
indétectable dans le perfusat.®®%3%38 Dautres cytokines telles qu’lL-1f, IL-6 et IL-8

semblent montrer des variations plus constantes. Notamment, IL-8 semble avoir une bonne
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valeur prédictive de DPG.? Nous n’avons malheureusement pas dosé IL-8 dans notre étude,
I’importance de cette cytokine n’ayant été mise en avant que récemment.’® En résumé, nous
pensons que I'évaluation du poumon pendant la procédure d’EVLP devrait reposer sur une
analyse globale des parameétres physiologiques et des marqueurs biochimiques y compris eCO
et IL-8.

Plusieurs limites a ce travail doivent étre prises en considération. Premiérement, un modeéle
préclinique de cochon était utilisé et la prochaine étape sera de confirmer ces résultats en
milieu clinique en corrélant eCO a l'apparition de la DPG. Les capacités de prédiction d’une
valeur de seuil d’eCO aux alentours de 800ppmv devront étre testées. Deuxiemement, les
variations d’eCO induites par le reconditionnement des poumons, pendant I’EVLP, n’¢étaient
pas étudiées. L un des intéréts d’eCO pourrait étre sa rapidité d’évolution en fonction de 1’état
du greffon. Ainsi, les variations d’eCO pendant la procédure d’EVLP permettraient de juger
de I’efficacité d’une thérapeutique visant a améliorer 1’état du greffon. La valeur prédictive
d’eCO obtenu en début de phase stable est en faveur de cette hypotheése qui doit cependant
étre confirmée par d’autres études. Enfin, et il s’agit 1a du principal biais pour I’interprétation
de nos résultats, les capacités de production de CO des poumons n’étaient pas évaluées. NOS
résultats indiquent qu’eCO était augmenté lorsque les 1ésions d’ischémie reperfusion étaient
accrues. Cependant, de part ses propriétés, la production endogene de CO peut étre considérée
comme un mécanisme d’adaptation des poumons au stress. L’augmentation d’eCO ne serait
donc que le reflet des capacités d’adaptation du poumon. Selon cette théorie, un poumon avec
d’importantes Iésions d’ischémie reperfusion mais produisant beaucoup de CO pourrait, apres
reconditionnement ex vivo, étre viable. A I’inverse, un poumon soumis a d’importantes
lesions mais excretant peu de CO serait a considérer comme non viable, ou serait
potentiellement candidat a un traitement par CO inhalé. Cette limite souligne une fois de plus

I’importance d’analyser eCO en fonction d’autres parametres physiologiques et biochimiques.
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V. Conclusion

Nous avons mis au point une procédure standardisée de mesure du CO exhalé pendant
I’évaluation ex vivo de greffons pulmonaires. Cette mesure s’est avérée possible grace a
I’utilisation d’une nouvelle technique de spectrométric laser appelée OF-CEAS. Pendant la
procédure d’EVLP, eCO est soumis a d’importantes variations notamment en fonction de la
FiO,, mais I'utilisation d’un perfusat acellulaire permet de s’affranchir de cette contrainte.
Nous avons par ailleurs démontré qu’eCO est augmenté lorsque les 1ésions pulmonaires
d’ischémie reperfusion sont accrues. eCO semble notamment corrélé a la survenue d’un
cedéme pulmonaire pendant I’EVLP. Ces -caractéristiques font d’eCO un potentiel
biomarqueur de viabilité des greffons. Néanmoins, nos résultats indiquent que I’interprétation
d’eCO associée a d’autres marqueurs physiologiques et biochimiques serait sans doute la

stratégie la plus pertinente pour prédire la viabilité des greffons.
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Abstract

Rationale: Ex vivo lung perfusion (EVLP) is a promising technique to reduce the shortage of
organs available for transplantation. Carbon monoxide (CO) might help in the selection of
grafts during EVLP as its endogenous production is increased by ischemia reperfusion.
Obijectives: To develop a measurement technique of exhaled CO (eCO) during EVLP and to
study its variations depending on ischemia reperfusion injuries.

Methods: Using a pig model of EVLP and using a laser spectrometer technique based on the
principle of a resonant cavity (optical feedback cavity-enhanced absorption spectroscopy-OF-
CEAS), we measured eCO under different ventilatory parameters, various polluted
environments with poor (<0,015ppmv) or rich (9ppmv) CO gas, and after infusion of an
inhibitor of heme oxygenase (SnPP). We then compared eCO after 30 min (DO) or 24 h (D1)
of cold ischemia and determined the predictive value of eCO to select lung grafts.

Results: In isolated lungs, the concentration of eCO reached 0.45 + 0.19 ppmv. eCO peaks
during the expiratory phase. Neither variations of the fraction of inspired oxygen, nor the
pollution of the ambient air altered eCO. eCO concentrations were not different after SnPP
infusion. eCO was higher on day 1 compared to day 0 (1.35 + 0.259 vs. 0.951 + 0.313 ppmv,
p = 0.01) and correlated with an index of the permeability of the alveolar capillary membrane.
The best treshold value of eCO determined from the ROC curve was 0.860 ppmv (sensitivity
1 (0.31 to 1), specificity of 0.44 (0.15 to 0.77), positive predictive value of 0, 37 (0.10 to
0.74), negative predictive value of 1 (0.39 to 1)).

Conclusions: Measurements of eCO during EVLP is feasible. eCO is significantly higher
when ischemia-reperfusion injuries are increased. However, eCO can not be used in isolation

to select lung grafts.

Keywords: ischemia reperfusion, lung transplantation, carbon monoxide
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Résumé

Rationnel : Le développement des techniques de reperfusion pulmonaire ex vivo (Ex vivo
lung perfusion : EVLP) vise a réduire la pénurie d’organes disponibles pour la transplantation.
Le monoxyde de carbone (CO) pourrait aider a la sélection des greffons en cours d’EVLP
puisque sa production endogene est augmentée en situation d’ischémie reperfusion.
Obijectifs : Mettre au point une technique de mesure du CO exhalé (eCO) lors de ’EVLP et
étudier ses variations en fonction des lésions d’ischémie reperfusion. Méthodes : A partir
d’un modéle porcin d’EVLP et a 1’aide d’un appareil de spectrométrie laser basé sur le
principe d’une cavité résonnante (optical-feedback cavity-enhanced absorption spectroscopy:
OF-CEAYS), eCO était mesuré selon différents parametres ventilatoires, en ambiances polluées
par des gaz pauvres (< 0,015ppmv) ou riches (9ppmv) en CO et aprés perfusion d’un
inhibiteur de I’héme oxygénase (SnPP). eCO était ensuite comparé aprés 30 min (JO) ou 24 h
(J1) d’ischémie froide et sa valeur prédictive pour selectionner des greffons était calculée.
Résultats : La concentration d’eCO de poumons isolés était de 0,45 + 0.19 ppmv. Les pics
d’eCO se produisaient pendant la phase expiratoire. Ni les variations de fraction inspirée en
oxygene, ni la pollution de I’air ambiant ne modifiaient eCO. Les concentrations d’eCO
n’étaient pas différentes apres perfusion de SnPP. eCO était plus élevé a J1 par rapport a JO
(1,35 + 0,259 ppmv vs. 0,951 + 0,313, p = 0,01) et était corrélé a un indice de permeabilité de
la membrane alvéolo capillaire. La meilleure valeur seuil d’eCO déterminée a partir de la
courbe ROC était 0,860 ppmv (sensibilité de 1 (0,31 — 1), spécificité de 0,44 (0,15 — 0,77),
valeur prédictive positive de 0,37 (0,10 — 0,74), valeur prédictive negative de 1 (0,39 — 1)).
Conclusions : La mesure d’eCO en condition d’EVLP est faisable. eCO est significativement
augmenté lorsque les Iésions d’ischémie reperfusion sont accrues mais ¢CO ne peut pas étre
utilisé de fagon isolée pour sélectionner les greffons pulmonaires.

Mots clés: ischémie reperfusion, transplantation pulmonaire, monoxyde de carbone

94



