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PREAMBULE

Le syndrome de détresse respiratoire aigue (ou Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS)
est la forme la plus grave d'cedéme pulmonaire Iésionnel et est associ¢ a une mortalité élevée.
Il est défini par une détresse respiratoire aigue de mécanisme non exclusivement
cardiogénique, associée a une hypoxémie et a des infiltrats pulmonaires bilatéraux
radiologiques. Il s’agit d’une pathologie secondaire a la lésion de la membrane
alvéolocapillaire par des agents agressants (mécaniques, chimiques ou cellulaires) qui sont
soit inhalés, soit délivrés dans la circulation pulmonaire. Les mécanismes de cette pathologie
inclut une dysfonction vasculaire pulmonaire, qui se caractérise par des altérations
structurales et fonctionnelles des acteurs cellulaires et non cellulaires de Ia
microvascularisation pulmonaire. Les ¢éléments fonctionnels sont dominés par l'effet des
médiateurs a effets vasoconstricteurs et par la vasoconstriction hypoxique. De trés nombreux
facteurs structuraux jouent un role, notamment 1’obstruction des microvaisseaux pulmonaires,
liées a l'eedéme pulmonaire 1ésionnel lui-méme mais aussi a la ventilation mécanique (VM).
La principale conséquence de ces altérations est I’augmentation des résistances vasculaires
pulmonaires, avec comme résultante une majoration de I’impédance a 1’¢jection du ventricule
droit. Les mécanismes de l'hypertension pulmonaire (HTP) aigue au cours de Il'cedéme
pulmonaire lésionnel et de 'ARDS sont en fait multiples et impliquent par ailleurs les
thérapeutiques ventilatoires utilisées. L'HTP et la dysfonction ventriculaire droite associée,
réalisant au maximum un tableau de cceur pulmonaire aigu, sont associées a un pronostic
péjoratif au cours de 'ARDS chez I'humain. Mais les déterminants de cette dysfonction
vasculaire pulmonaire demeurent largement méconnus. Notre capacité a mieux les

caractériser pourrait étre une étape importante dans une démarche thérapeutique innovante



visant a proposer de nouveaux traitements de 'ARDS centrés sur la dysfonction vasculaire

pulmonaire.

Pour progresser dans cette démarche, nous avons d'abord mis au point un modele murin
d'ARDS, et fait ensuite le choix d'étudier trois facteurs potentiellement impliqués dans la
dysfonction vasculaire pulmonaire de 'ARDS: un facteur "exogéne", la VM a haut niveau de
pression positive, et deux facteurs "endogénes": un médiateur de la cascade inflammatoire et
l'age.

Le modele murin d'ARDS mis au point est proche du scenario humain. Il se caractérise par
une double agression, la premiere pseudo-septique par l'instillation orotrachéale de particules
bactériennes et la seconde mécanique par une VM prolongée a bas volume courant (tidal
volume, Vt) telle qu'utilisée en pratique clinique courante. Ce modele inclut des explorations
fonctionnelles et hémodynamiques invasives in vivo. Nous avons vérifié que ce modele

d'agression était responsable d'une dysfonction vasculaire pulmonaire.

Dans un premier travail, nous avons exploré l'impact de [I'utilisation de manceuvres
intermittentes de recrutement alvéolaire. Cette technique consiste a appliquer de maniere
transitoire et répétée au cours du support ventilatoire de hauts niveaux de pression positive.

Elle pourrait apporter un bénéfice en terme de mécanique ventilatoire et d'échanges gazeux.

Dans un deuxiéme travail, nous avons étudi¢ le role de l'interleukine(IL)-6. Cette cytokine
joue un role clé dans la réponse inflammatoire aigue. Elle a été proposée comme biomarqueur
pronostique péjoratif au cours de 'ARDS. Nous avons utilisé¢ des souris déficientes en IL-6

d'une part et de 1'lL-6 humaine recombinante d'autre part.

Dans un troisieme travail, nous avons étudié¢ l'impact d'un facteur intrinseéque, 'age, décrit

comme facteur prédictif indépendant de mortalité au cours de I'ARDS. Nous avons utilisé des



souris adultes jeunes et adultes matures soumises a la double agression évoquée avant ou a

une VM a bas Vt seule.

Le présent mémoire de recherche présente la syntheése de ces travaux et s'articule en trois

parties:

- L'introduction, exposant d'abord des rappels relatifs a la circulation pulmonaire,
ensuite un synthese bibliographique de ' ARDS, et enfin une revue de la physiopathologie
de la dysfonction vasculaire pulmonaire de I'ARDS.

- La présentation des résultats.

- La discussion des résultats.



CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

1. La circulation pulmonaire

Dans ce chapitre sont abordées les bases anatomiques et physiologiques de la circulation
pulmonaire, de la macro a la microcirculation, ainsi que les acteurs cellulaires impliqués, afin
de comprendre la physiopathologie de la dysfonction vasculaire pulmonaire au cours de

I'ARDS.

1.1. Alvéole pulmonaire et membrane alvéolocapillaire

Une unité respiratoire est composée d'une bronchiole respiratoire, des canaux alvéolaires, des
chambres et des alvéoles. L'alvéole est la zone fonctionnelle du poumon, si¢ge des échanges
gazeux, aprés convection de l'air vers 1'alvéole au travers des voies aériennes. Le nombre total
d'alvéoles pour les deux poumons varierait de 270 a 790 millions, pour une surface totale
d'échange de 80 & 140 m2 (1-3). L'alvéole a un volume moyen de 4,2.10° pm’, c'est-a-dire
quun millimétre cube de parenchyme pulmonaire contient 170 alvéoles (3). L'espace
polygonale alvéolaire est délimité par un épithélium spécialisé constitué de pneumocytes de
type I et de type II, qui assure un role de barriere physique et fonctionnelle vis a vis de
'environnement extérieur (4) (Figure 1).

Le pneumocyte de type I est une cellule de différenciation terminale, ne se divisant pas, de
morphologie pavimenteuse aplatie, disposée en monocouche, représentant 40% des cellules
¢épithéliales alvéolaires pulmonaires et couvrant de 95 a 97% de la surface alvéolaire (5).

Le pneumocyte de type II, de morphologie sphérique, pourvue de microvillosités et
d'inclusions lamellaires riche en protéines et en lipides, est la cellule de renouvellement de
1'épithélium alvéolaire, capable de se diviser et de se différencier en pneumocyte I (6). Les

pneumocytes de type II constituent 60% des cellules épithéliales alvéolaires pulmonaires, 10 a
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15% de l'ensemble des cellules du poumon et couvrent moins de 5% de la surface alvéolaire
(6-8). Les pneumocytes de type II sécrétent le surfactant pulmonaire, matériau composé de
phospholipides et de protéines, tapissant la surface endoalvéolaire (8) et pourvu de propriétés
tensioactives facilitant 1'expansion des alvéoles au cours de l'inspiration. Les pneumocytes de
type Il ont aussi des propriétés immunologiques, telles que la synthése de cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires et de substances antibiotiques (surfactant, complément,

latoferrine, lysosyme), antioxydantes et antiprotéases (8).

Figure 1: Les acteurs cellulaires de 1'alvéole pulmonaire incluent les pneumocytes de type I (T1) et II (T2), les
fibroblastes (F), les cellules endothéliales microvasculaires pulmonaires (En) et les péricytes (P). Les lumiéres
alvéolaire (AL) et capillaire (CL) sont notées. Les connexions intercellulaires sont marquées, notamment entre
pneumocytes I et IT (1 et 7) et entre pneumocytes II et fibroblastes (2-6). D'aprés Townsley et al. (9).
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Dans l'espace endoalvéolaire du sujet sain résident des cellules de 1'immunité, incluant des
macrophages, des lymphocytes, des polynucléaires neutrophiles (PNN) et des mastocytes. Les
macrophages alvéolaires représentent 90% de ce pool de cellules immunitaires résidentes. Ces
acteurs de premiere ligne de I'immunité innée ont une durée de vie longue, jusqu'a 3 mois. Ils
sont essentiellement originaires du pool de monocytes circulants. Leurs rdles sont nombreux,
incluant 'opsonisation, la phagocytose et la dégradation des pathogenes respiratoires, la
présentation d'antigene aux cellules de l'immunité spécifique, la libération de médiateurs de
l'inflammation et la clairance des PNN apoptotiques (10). Au cours de la réaction
inflammatoire, par exemple lors d'une infection, leur population est amplifiée, via le
recrutement et la différenciation de monocytes circulants, sous l'action attractante des
chimiokines dont la monocyte chimoattractant protein (MCP)-1 (11).

Les lymphocytes représentent 10% du pool de cellules immunitaires résidentes de I'espace
endoalvéolaire chez le sujet sain. Ils participent a la réponse immunitaire humorale et
cellulaire spécifique (12).

Les PNN représentent moins de 5% du pool de cellules immunitaires résidentes de I'espace
endoalvéolaire chez le sujet sain. Au cours de l'agression aigue de 'ARDS, les PNN sont
recrutés du sang circulant vers le milieu endoalvéolaire par un gradient de chimiokines. Les
principales chimiokines des PNN sont l'interleukine 8 (IL-8, CXCLS8) chez 1'humain et le
macrophage inflammatory protein 20 (MIP-2a, CXCL2) et le keratinocyte-derived chemokine
(KC, CXCL11) chez la souris (13). D'autres facteurs solubles jouent un rdle dans le
recrutement local des PNN, tels que la fraction C5 activée du complément, le platelet
activating factor (PAF) et le leucotriene B4. Les chimiokines sont libérés principalement par
les macrophages alvéolaires, les pneumocytes de type II et les cellules endothéliales. Sous
leur action, les PNN sont activés, adherent a 1'endothélium vasculaire pulmonaire grace aux

interactions avec les molécules d'adhésion endothéliales puis migrent vers I'espace
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endoalvéolaire par diapédése, a travers les jonctions intercellulaires endothéliales (13). En
situation d'agression aigue, les PNN deviennent les cellules majoritaires de l'espace
endoalvéolaire (13). Il participent a la phagocytose microbienne et des particules opsonisées,
liberent par dégranulation dans les vésicules d'endocytose ou dans I'espace endoalvéolaire
d'enzymes et médiateurs (lysosyme, ¢lastase, defensines, cathepsines et des especes réactives
de l'oxygene (reactive oxygen species, ROS) (14). Stimulés, ils libérent aussi des cytokines
pro-inflammatoires et des chimiokines. Leur survie dans l'alvéole n'excede pas 48 heures.
Apres leur déces par apoptose, les PNN sont phagocytés par les macrophages alvéolaires (15).
La membrane alvéolocapillaire, qui sépare le milieu sanguin du milieu aérique, est constituée
de 6 couches: 1) le surfactant, ii) I'épithélium alvéolaire, iii) la membrane basale épithéliale
alvéolaire, iv) I'espace interstitiel, v) la membrane basale capillaire, qui fusionne souvent avec
la membrane basale épithéliale alvéolaire, et vi) l'endothélium capillaire. Son épaisseur totale
est de 0,6 pm en moyenne, mais peut atteindre 0,2 pm au minimum au niveau des zones
d'échanges gazeux. Hors des zones de fusion des membranes basales capillaire et épithéliale,
l'espace interstitiel est composé de cellules et d'une matrice extracellulaire. La matrice
extracellulaire est constituée de protéines fibreuses (collagéne et élastine) et de protéines
structurales ou adhésives (fibronectine et laminine) au sein d'un gel polysaccharide hydraté
contenant des glycosaminoglycanes (16). La principale cellule de I'espace interstitiel est le
fibroblaste. Les fibroblastes représentent 30 a 40% de l'ensemble des cellules du poumon.
Cette cellule, d'origine mésenchymateuse, fusiforme, longue de 20 a 30 um et large de 5 a 10
um, avec des prolongements courts et ramifiés, sécréte du collagene, de la fibronectine, des
protéoglycanes, des glycoprotéines et des glycosaminoglycanes (17). Au cours du phénomene
de cicatrisation sont observés des myofibroblastes, au phénotype mixte de fibroblastes et de

cellules musculaires lisses (18). La population de fibroblastes au sein de 1'organisme et du
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poumon est hétérogene et présente une variabilité en terme de morphologie, de phénotype, de

profil génétique et de capacité de prolifération (18,19).

1.2. Acteurs anatomiques de la circulation pulmonaire

1.2.1. Ventricule droit

Le ventricule droit est le ventricule prédominant au cours de la vie embryonnaire et foetale.
Pendant cette période, seul 20% du sang éjecté par le ventricule droit pénétre dans les
poumons, le reste gagnant soit 'oreillette gauche par le foramen ovale soit l'aorte par le ductus
arteriosus (20,21). A la naissance, les résistances des vaisseaux pulmonaires chutent
rapidement, augmentant le volume sanguin pénétrant dans les poumons (22). L'¢lévation de la
pression atriale gauche conduit a la fermeture du foramen ovale (23), qui reste cependant
perméable chez prés d'un quart des sujets (24). Le ductus arteriosus se ferme dés les premiers
jours de la vie ex-utero. A 3 semaines de vie, le régime de pression au sein de la circulation
pulmonaire est celui du sujet adulte (25).

Le ventricule droit est une cavité¢ de géométrie complexe (Figure 2). Il forme, vue en coupe,
un croissant accolé a la droite du ventricule gauche. Sa morphologie le distingue radicalement
du ventricule gauche, notamment par ses grosses trabéculations, I'absence de continuité des
fibres musculaires entre les valves d'admission et d'éjection (26) et la faible épaisseur de sa
paroi, qui n'excede pas 2 a 3 mm en fin de diastole (27). Les fibres musculaires ventriculaires
droites sont hélicoidales, expliquant le mouvement de torsion observé au cours de la
contraction. L'absence d'une bande médiane de fibres orientées transversalement, qui agiraient
comme dans le ventricule gauche en raccourcissant le diametre de la cavité, explique que la
modification géométrique principale du ventricule droit au cours de la systole est un

raccourcissement longitudinal (28). On notera que le septum interventriculaire est considéré
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structurellement comme une partie du ventricule droit, en cela qu'il est constitué de fibres
longitudinales appartenant au ventricule droit (26). Le ventricule droit s'accommode aisément
de variations importantes du retour veineux, dépendantes notamment de la position, de la
volémie sanguine ou encore de la respiration (29). La faible épaisseur de sa paroi est en cause,
qui favorise sa distensibilité¢, mais sa morphologie est aussi impliquée. En effet, sa forme en
soufflet permet une grande variation du volume de remplissage pour une faible variation
d'aire de sa paroi libre. Ces caractéristiques géométriques et fonctionnelles sont adaptées a
I'éjection de volumes sanguins variables, mais ne sont pas performantes pour générer une

pression ¢élevée.

Figure 2: Les formes des ventricules droit (RV) et gauche (LV) ont ét¢ modélisées et reconstruites en 3D. On
observe la forme particuliere du ventricule droit, enroulé autour du ventricule gauche. D'aprés Sheehan et al.
(26).

Des données ont suggérées que les myocardes des ventricules droit et gauche différaient

structurellement et fonctionnellement (30-32). Ainsi, si le myocarde ventriculaire droit, plus
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riche en isoforme o de chaine lourde de myosine, est capable d'une contraction plus rapide
(31), sa réponse inotrope a une stimulation adrénergique est beaucoup plus faible que celle du
myocarde ventriculaire gauche (32).

La perfusion coronaire du ventricule droit est systole-diastolique, car la pression tissulaire du
ventricule droit, au contraire du ventricule gauche, n'excéde jamais en condition
physiologique la pression aortique, permettant au flux coronaire de persister au deux temps de

la révolution cardiaque (27).

1.2.2. Vascularisation pulmonaire

Le ventricule droit ¢jecte dans un systéme de circulation a basse pression, faiblement résistant
et hautement compliant, qui permet une grande adaptation aux variations du volume éjecté par
le ventricule droit (22). Les artéres pulmonaires se ramifient jusqu'aux capillaires
pulmonaires, parallelement a I'arborescence aérienne.

Une classification fonctionnelle (33) distingue les arteéres de large calibre qui transmettent
'énergie du flux sanguin, les artéres de moyen calibre qui distribuent le flux sanguin, et les
arteres de petit calibre qui contrdlent la pression via l'activité musculaire lisse pariétale. Les
arteres de large calibre sont les artéres présegmentaires extra-lobaires et intra-lobaires. Les
arteres de moyen calibre sont les artéres segmentaires et la premicre génération d'artéres intra-
acinaires qui accompagnent les bronchioles terminales. Les arteéres de faible calibre incluent
les artéres intra-acinaires au dela de la deuxiéme génération jusqu'au artérioles terminales pré-
capillaires.

Un classification anatomique (34) est basée sur la composition de la paroi artérielle. De la
premicre a la neuvieéme génération, c'est-a-dire jusqu'a 2 mm de diametre environ, la paroi
artérielle présente une couche élastique et les arteres sont dites élastiques (générations 1 a 6)

ou transitionnelles (générations 7 a 9). En dessous de 2 mm, la paroi artérielle est purement
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musculaire, dépourvu de fibres €lastiques et les artéres sont dites musculaires. En deca de 150
um de diameétre, les artéres sont inconstamment muscularisées, puis souvent amusculaires en
dega de 16 um. Cependant, il peut y avoir une monocouche musculaire dans les artérioles
tout-a-fait terminales, jusqu'a I'entrée du lit capillaire.

Les arteres musculaires sont les plus résistives, c'est-a-dire participent de manicre
prédominante aux résistances vasculaires pulmonaires (RVP). Les RVP sont calculées comme
le ratio de la pression motrice du débit sanguin pulmonaire, soit le gradient de la pression
artérielle pulmonaire (Pap) moins la pression de 'oreillette gauche (Pog) sur le débit cardiaque
(Qc) c'est-a-dire RVP= (Pap - Pog)/Qc. La pression artérielle pulmonaire d'occlusion (PAPO),
mesurée lors du cathétérisme artériel pulmonaire, est une bonne approximation de la Pog. Les
résistances sont exprimées en unités Wood (en mmHg.min.L™") ou en dynes.second.cm™, une
unité Wood équivalent a 80 dynes.second.cm™ (22). Les résistances dites pulmonaires totales
(RPT), aussi appelées RVP "totales", désignent le ratio de la Pap sur le Qc, c'est -a-dire
RPT=PAp/Qc. Les RVP sont parfois assimilées a la post-charge ventriculaire droite, mais en
fait la sous-estiment. C'est I'impédance vasculaire pulmonaire (ZVP) qui correspond a la post-
charge ventriculaire droite. La ZVP dépend des RVP mais aussi de 1'¢lastance et des ondes
réfléchies (33,35).

Les résistances vasculaires pulmonaires sont influencés par le volume pulmonaire.
Schématiquement, lorsque le volume du poumon croit au dessus de la capacité résiduelle
fonctionnelle (CRF), les vaisseaux extra-alvéolaires subissent une traction radiaire du
parenchyme avoisinant, ce qui augmente leur diamétre, alors que les vaisseaux intra-
alvéolaires sont étirés, ce qui réduit leur lumiére. Lorsque le volume pulmonaire décroit en
dessous de la CRF, les phénoménes inverses se produisent. Les vaisseaux intra et extra-
alvéolaires se comportent donc comme deux compartiments inversement impactés par les

variations de volumes pulmonaires de part et d'autre de la CRF (33,36,37) (Figure 3).
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Figure 3: Le volume pulmonaire est un déterminant du calibre des microvaisseaux pulmonaires et des
résistances vasculaires pulmonaires. D'apres Price et al. (38).

Les vaisseaux intra et extra-alvéolaires sont soumis a des régimes de pression environnante
différents. La pression environnante des vaisseaux extra-alvéolaires est la pression pleurale.
La pression environnante des vaisseaux intra-alvéolaires est la pression alvéolaire (33).

Les résistances vasculaires pulmonaires peuvent s'élever selon 4 principaux mécanismes
physiopathologiques affectant la microvascularisation pulmonaire: la thrombose, la
contraction, le remodelage et la compression extrinséque. Les résistances vasculaires
pulmonaires, en conditions physiologiques, n'excedent pas 1/20¢éme des résistances
vasculaires systémiques. Un gradient de 5SmmHg de part et d'autre de la circulation
pulmonaire est suffisant pour permettre le flux transpulmonaire, ce qui souligne la faible

fonction contractile ventriculaire droite requise.

1.3. Acteurs cellulaires de la circulation pulmonaire
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1.3.1. Cellules endothéliales pulmonaires
Les cellules endothéliales forment une monocouche de cellules squameuses tapissant la paroi
interne des vaisseaux pulmonaires tout au long de I'axe artére-capillaire-veine. Ces cellules
présentent au niveau du poumon une hétérogénéité phénotypique. Deux types cellulaires sont
classiquement distingués dans le poumon: les cellules endothéliales artérielles pulmonaires
(CEAP) et les cellules endothéliales microvasculaires pulmonaires (CEMP) , la transition se
situant au niveau des vaisseaux de 25 um de diamétre (39).
L'endothélium pulmonaire joue un rdle de barriére entre le sang et le microenvironnement
tissulaire, mais permet les échanges gazeux au niveau de l'alvéole. Il participe a la régulation
des flux liquidiens entre le sang et l'interstitium. En conditions normales, une faible quantité
de fluide est filtré a travers la monocouche endothéliale et drainé par le systéeme lymphatique
pulmonaire. Cette filtration est limitée par la nature continue de l'endothélium, incluant des
jonctions serrées et adhérentes intercellulaires (40,41). Ainsi le flux liquidien est finement
régulé et emprunte passivement les zones de jonction intercellulaire (voie paracellulaire), sous
l'effet du gradient de pression hydrostatique entre les secteurs vasculaire et interstitiel (41,42).
L'albumine et d'autres macromolécules sont activement transportées a travers les cellules
endothéliales par un systéme complexe de vésicules (voie transcellulaire) (41,43). L'eau peut
aussi pénétrer les cellules endothéliales via les aquaporines (44).
Les cellules endothéliales ont des fonctions métaboliques. Elles fixent certaines substances
vasoactives circulantes (bradykinine, endothéline, angiotensine II), et en produisent d'autres
(angiotensine II, nitric oxide (NO)) en réponse a divers stimuli, participant a la régulation du
tonus vasculaire pulmonaire, de I'angiogénese et de la prolifération cellulaire (45,46).
La barriere endothéliale joue aussi un role d'isolant physique entre les facteurs de coagulation

et les plaquettes du compartiment sanguin d'une part et le compartiment sous-endothélial
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prothrombogéne d'autre part. Dans ce but, la surface de 1'endothélium est recouverte d'une
fine couche de glycoprotéines et de protéoglycanes, appelé glycocalyx (47). Par ailleurs, les
cellules endothéliales libérent des médiateurs anti-aggrégants et anticoagulants tels que le NO,
I'héparine, la prostacycline ou encore la protéine C activée (46). Lorsque l'endothélium est
1¢s¢é, la basale sous-endothéliale est exposée au sang, initiant la cascade de la coagulation. Les
CEMP régulent activement ce mécanisme, via la production séquentielle de substances
prothrombotiques (facteur von Willebrand (vWf), P-selectine), antithrombotiques (NO,
heparan sulfate, thrombomoduline, prostacycline) et fibrinolytiques (facteur activateur du
plasminogene) (48).

Toutes les cellules endothéliales du poumon n'exercent pas les fonctions sus-décrites a un
degré équivalent. Une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle existe, qui concerne la
morphologie, les propriétés de barricres, I'expression de molécules d'adhésion, les capacités
de prolifération et de régénération, les interactions avec les leucocytes et les réponses a
l'influx intracellulaire de calcium et a I'étirement (39,49-54). 1l existe notamment une capacité
de régénération et un potentiel angiogénique beaucoup plus élevés pour les CEMP par rapport
aux CEAP (55), grace a une quantité importante de CEMP progénitrices (CEMPp). Ces
CEMP» sont résidentes de I'endothélium et caractérisées par 1) un potentiel de régénération
important (>2000 divisions) et une capacité de vasculogénese, ii) I'expression de marqueurs
de l'endothélium (CD31, CD144, endothelial nitric oxide (NO) synthase (eNOS) et vWT, iii)
l'expression de marqueurs des progéniteurs (CD34 et CD309) et iv) la conservation des
spécificités fonctionnelles des CEMP (56). Chez le rat, jusqu'a 50% des CEMP isolées
d'artéres pulmonaires ont des caractéristiques de CEMPp (56).

Si les fonctions des cellules endothéliales sont majoritairement constitutives, certaines sont
inductibles, via l'exposition a des stimuli pro-inflammatoires tels que les endotoxines

bactériennes ou les cytokines pro-inflammatoires. L'endothélium pulmonaire est alors activé
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et des modifications structurales et fonctionnelles l'affectent, incluant principalement
l'expression accrue de molécules d'adhésion, la libération de cytokines, l'apparition d'un

phénotype prothrombogéne, et des modifications du tonus vasculaire pulmonaire (57).

1.3.1. Cellules musculaires lisses
Les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires (CMLAP) présentent deux
populations phénotypiquement et fonctionnellement distinctes. Les cellules de morphologie
épithélioide sont de type synthétique, a potentiel de prolifération, exprimant fortement 1'a-
actine et les protéines de la matrice extracellulaire, et faiblement la myosine. Les cellules en
fuseau sont de type contractile, ont un faible potentiel de prolifération et de migration et

expriment fortement la myosine et faiblement 'a-actine (58,59).

2. Syndrome de détresse respiratoire aigue

Dans ce chapitre sont d'abord abordées successivement la définition de I'ARDS, son
épidémiologie et les grandes lignes de sa physiopathologie. Ensuite les modalités de prise en
charge, notamment ventilatoire, des patients avec ARDS sont détaillées. Enfin, les techniques

d'étude expérimentale de 'ARDS via les modéles animaux sont discutées.

2.1. Définition
La premiere description de 'ARDS a été proposée par Ashbaugh en 1967 (60), a propos de 12
patients présentant, a l'occasion de pathologies diverses (pneumonie virale, polytraumatisme
et pancréatite), un syndrome respiratoire d'installation aigue associant une dyspnée de repos,
une tachypnée, une hypoxémie réfractaire, une compliance pulmonaire abaissée et des
opacités radiologiques pulmonaires bilatérales. En 1988, cette définition a été précisée par

Murray, qui proposait la prise en compte de I'étiologie et des atteintes extra-respiratoires et
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l'utilisation d'un score semi-quantitatif de la sévérité de l'atteinte pulmonaire a 4 items, dit
Lung Injury Score: le degré d'hypoxémie, le niveau de pression expiratoire positive (PEP), la
compliance pulmonaire statique, et le degré d'extension des opacités radiologiques (61)
(Figure 4). Ce score a servi la recherche clinique et 1'inclusion des patients dans les essais
thérapeutiques, mais deux critiques principales l'affectaient: i) sa capacité a prédire la morbi-
mortalité était faible, et ii) il ne distinguait pas le mécanisme de 1'cedéme, ce qui conduisait a
inclure des patients présentant un cedéme pulmonaire cardiogénique au lieu d'un cedéme

lésionnel.

Score

Chest radiograph
No alveolar consolidation
Alveolar consolidation confined to 1 quadrant
Alveolar consolidation confined to 2 quadrants
Alveolar consolidation confined to 3 quadrants
Alveolar consolidation confined to 4 quadrants
Hypoxaemia score
Pao,/Fio, =300
Pao,/Fio, 225-299
Pao,/Fio, 175-224
Pao,/Fio, 100-174
Pao,/Fio, <100
PEEP score (when mechanically ventilated)
<5 cm H,O
46-8 cm H,0O
9-11 cm H,O
12-14 cm H,O
=15 ecm H,O
Respiratory system compliance score (when available)
=80 ml/cm H,O
60-79 ml/em H,O
40-59 ml/em H,O
20-39 ml/em H,O
<19 ml/em H,O
The score is calculated by adding the sum of each component and
dividing by the number of components used.

AWM =0 AWMN—=O Bk —0O

AR W =0

No lung injury 0
Mild to moderate lung injury 0.1-2.5
Severe lung injury [ARDS) >2.5

Figure 4: Un score semi-quantitatif a 4 items a été développé dans les années 90 et visait a évaluer la gravité des
patients ARDS. D'aprés Murray et al. (61).
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En 1994, une nouvelle définition internationale simplifiée a été proposée lors d'une
conférence de consensus américano-européenne (62). Deux stades de gravité étaient
distingués: l'agression pulmonaire aigue (Acute Lung Injury - ALI) était le stade de gravité
inférieure (PaO,/FiO, < 300) et 'ARDS était le stade de gravité supérieure (PaO,/FiO, < 200).
Considérant qu'ALI et ARDS s'inscrivaient dans un continuum chronologique (63), cette
définition permettait d'inclure dans les essais les patients dés le stade d'ALI, c'est-a-dire
précocement au cours de l'atteinte pulmonaire. Par ailleurs, cette définition intégrait un critére
de mécanisme, absent de la définition précédente. Sa simplicité a facilité son utilisation en
pratique clinique courante et en recherche clinique pendant pres de deux décennies. En 2013,
une nouvelle définition a été proposée par un groupe d'expert européens et américains réunis a
Berlin (64) (Figure 5). Cette définition précisait la durée d'installation, abandonnait le terme
ALI pour fixer 3 niveaux de gravité (léger, modéré et sévere) de 'ARDS selon le rapport
Pa0,/Fi0O,, introduisait un critere de PEP minimale, et simplifiait la réflexion relative au

mécanisme de l'cedéme.

Table 3. The Berlin Definition of Acute Respiratory Distress Syndrome
Acute Respiratory Distress Syndrome

Timing Within 1 week Dr'é'kﬂawn chinical insult or new or wefseniﬁg respiratory
symptoms

Chest imaging® Bilateral opacities — not fully explained by effusions, lobardung collapse, or
nadules

Origin of edema Respiratory failure not fully explained by cardiac failure or fiuid overoad

Need objective assessment (eg, echocardiography) to exclude hydrostatic
edema if no risk factor present

Oxygenation®
Mildd 200 mm Hg < Paoy/Fio; = 300 mm Hyg with PEEP or CPAP =5 cm H.O®
Moderate 100 mm Hg < Pao./Fio, = 200 mm Hg with PEEP =5 cm H.O
Severa Pao./Fig, = 100 mm Hg with PEEP =5 cm H.O

Figure 5: Définition de I'ARDS dite de Berlin (2012). D'apres Ranieri et al. (64).

23



2.2. Epidémiologie
Le nombre de cas d'ALI/ARDS (définition 1994) aux Etats-Unis a été estimé a 190,000
patients adultes par an en 2000, soit une incidence annuelle estimée a 59 cas pour 100,000
habitants (65). Dans la population de réanimation, l'incidence de I'ALI/ARDS (définition
1994) est ¢levée, atteignant ainsi prés de 15% des patients ventilés (63). La premiére cause
d'ARDS est l'infection pulmonaire (65). Les autres étiologies fréquentes sont les infections
extra-pulmonaires, l'inhalation du contenu gastrique et les polytraumatismes. Les causes
moins fréquentes incluent entre autres la pancréatite aigue, la polytransfusion ou encore les

intoxications par inhalation (66).

2.3 Mortalité et facteurs de risque de gravité

Au début et au milieu des années 1980, la mortalité de I'ARDS atteignait 60% (67,68). Elle a
ensuite progressivement décrue, et s'est stabilisée a partir du milieu des années 1990 vers 25 a
45% (69). Les facteurs impliqués dans cette baisse sont multiples, incluant notamment
'amélioration globale de la prise en charge des patients de réanimation et l'évolution des
techniques et matériels de ventilation artificielle. La compréhension des phénoménes de
ventilator-induced lung injury (VILI, lésions pulmonaires induites par la ventilation),
notamment du concept de volotraumatisme a l'origine de la baisse du Vt insufflé (70,71) a
probablement aussi joué un role.

Les facteurs de risque de mortalité rapportés chez les patients ARDS sont nombreux, et
peuvent étre regroupés ainsi : intrinseques (age, comorbidités, tabagisme) (69,72-77), liés au
mécanisme de I'ARDS (75), au degré d'hypoxémie (73,75), au degré d'espace mort induit par
la réduction du lit vasculaire pulmonaire (78), au degré d'altération de la mécanique
ventilatoire (78), a la gravité globale et au nombre de défaillances extra-respiratoires (74,75),

au nombre de jour de ventilation artificielle avant 1'apparition de ' ARDS (75) et a l'apparition
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d'une défaillance cardiaque droite (75,79—82) On note qu'une méta-analyse récente réalisée
sur un total de 89 études et 18900 patients a identifi¢ 1’dge comme 1’unique facteur clinique

pronostique indépendant de mortalité (69) (Figure 6).

1.0
09
0.8 -
0.7 =
0.6 4
05 4
0.4
0.3~

Poolad weighted mortality

0.2 4
0.1 4

0.0

1981 1982 1983 1964 1985 1985 1987 1988 1989 1990 1991 1902 1993 1994 19095 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004
Median year of study conduct

—a— Obsarvational studies
==+ Randomized controllad 1nals

Figure 6: La mortalit¢ de I'ARDS a décrue jusqu'a la fin des années 1990, puis s'est stabilisée entre 25 et 45%.
En pointillés les données des essais contrdlés randomisés et en trait plein les études observationnelles. D'apres
Phua et al. (69).

Différents scores prédictifs de mortalit¢ au cours de 'ARDS ont été étudiés. Les scores
traditionnels de gravit¢ du malade de réanimation tels que I'APACHE II (83) ont une
performance correcte. Un score spécifique simple, utilisant 1'dge, la bilirubine plasmatique, la
diurese et 'hématocrite a été dérivé d'une cohorte de patients ARDS non traumatiques (84) et
validé dans une large cohorte prospective (85).

En plus des variables cliniques, de nombreux marqueurs pronostiques biologiques ont été
explorés dans des cohortes de patients ARDS. Ces biomarqueurs, dosés dans le plasma ou
dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA), ont été ciblés a cause de leur rdle dans la
physiopathologie de I'ARDS. 1l s'agit principalement de cytokines pro-inflammatoires (IL-6,

IL-8, tumor necrosis factor (TNF)-a), de cytokines régulatrices (IL-10), de marqueurs
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d'adhésion endothéliale (VWF), de marqueurs de Iésion épithéliale (soluble receptor for
advanced glycation end products (SRAGE), protéine D du surfactant), de facteurs de la
coagulation et de fibrinolyse (protéine C, plasminogen activator inhibitor-1) et de molécules
d'adhésion (intercellular adhesion molecule (ICAM)-1) (86). L'utilisation combinée des
biomarqueurs et des marqueurs cliniques pourrait accroitre encore leur caractére prédictif
(87). En dépit de leur intérét pronostique potentiel, aucun de ces biomarqueurs n'est utilisé en
routine clinique.

L'intérét pronostique des données scannographiques est a souligner. Le scanner thoracique
¢value 1'é¢tendue de l'atteinte pulmonaire, précisant son caractére (multi)focal ou diffus, et
évalue le potentiel de recrutabilité (88,89). Les données scannographiques, combinées aux
données cliniques, ont été intégrées dans un score de sévérité de 'ARDS, assez performant
pour prédire la mortalité (88).

Les facteurs génétiques contribuant a la susceptibilit¢ de développer un ARDS autant qu'a sa
sévérité jouissent d'un intérét crescendo. Les variants de plus de 25 génes ont été montrés
associés avec le développement d'un ARDS et avec une sévérité accrue (90). Il s'agissait de
génes régulant l'inflammation, la coagulation, la dysfonction endothéliale, la production de
radicaux libres de l'oxygéne ou encore l'apoptose, autant de processus cellulaires impliqués

tant dans la 1ésion pulmonaire que dans la réparation au cours de I'ARDS.

2.4. Physiopathologie

La physiopathologie et I'évolution de I'ARDS, de I'agression initiale au dommage

parenchymateux pulmonaire et a sa résolution, sont abordées dans ce chapitre.

2.4.1. (Edéme pulmonaire lésionnel
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L'eedéme pulmonaire est défini comme l'accumulation pathologique de liquide dans les
espaces et tissus extravasculaires pulmonaires. Il résulte le plus souvent d'un déséquilibre
entre les phénoménes qui tendent a déplacer le liquide des vaisseaux vers les espaces
extravasculaires et les mécanismes qui tendent a évacuer ce liquide, c'est-a-dire le drainage
lymphatique interstitiel et 1'absorption liquidienne par I'épithélium alvéolaire. L'augmentation
de la pression hydrostatique capillaire est le mécanisme de I'cedéme pulmonaire dit
hémodynamique qui survient dans l'insuffisance cardiaque ou la surcharge volémique.
L'cedéme pulmonaire de I'ARDS est de mécanisme lésionnel, c'est-a-dire consécutif a une
lésion de la membrane alvéolocapillaire, causée par des agents agressants de nature
mécanique, chimique ou cellulaire abordés plus haut. L'agression peut étre directe, c'est-a-dire
via des agents inhalés, ou indirecte via des agents délivrés dans la circulation pulmonaire (66).
Plusieurs mécanismes physiopathologiques sont alors mis en jeu, détaillés apres, incluant
brievement une réaction inflammatoire intense, une accumulation et une activation
inappropriées des leucocytes et des plaquettes, une activation de la coagulation, une
perméabilité accrue des barriéres épithéliale et endothéliale constitutives de la membrane
alvéolocapillaire et une inactivation du surfactant (66). Il en résulte au plan
anatomopathologique a la phase initiale un aspect de dommage alvéolaire diffus, associant
dépdts endo-alvéolaires de membranes hyalines, épaississement des parois alvéolaires, cedéme
alvéolaire et interstitiel, congestion capillaire et infiltrat inflammatoire (91).

L'cedéme pulmonaire 1ésionnel est responsable d'une altération de 1'hématose, avec au premier
plan une hypoxémie. Les mécanismes potentiels de 1'hypoxémie sont plusieurs, incluant un
trouble de la diffusion de 1'oxygéne, des anomalies des rapports ventilation/perfusion et une
hypoventilation alvéolaire (92). L'hypoxémie est potentiellement profonde et peu ou pas

corrigée par l'oxygene, alors dite réfractaire.
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2.4.2. Phase exsudative

L'agression initiale est responsable d'une lésion des différents constituants de la barricre
alvéolocapillaire. Au niveau de 1'épithélium alvéolaire est observée une destruction par
nécrose et apoptose des pneumocytes I et dans une moindre mesure des pneumocytes II (66).
La production de surfactant est abaissée (93), tandis que la membrane basale épithéliale se
trouve dénudée, se fragmente et se couvre de dépdts de membranes hyalines riches en
protéines. Cette perte de l'intégrité épithéliale favorise 1'cedéme alvéolaire, par rupture
physique de la barriere d'une part et par altération des capacités de résorption de l'cedéme
d'autre part (66). L'cedéme alvéolaire est exsudatif fibrineux riche en leucocytes et en
plaquettes. L'atteinte du versant endothélial de la barriére est concomitante et participe a la
fuite liquidienne. Les CEMP sont disjointes par rupture de leurs jonctions intercellulaires
adhérentes (vascular endothelial cadherin) et serrées, et tendent a s'¢loigner les unes des
autres par un phénomene de contraction de leur cytosquelette (57). La mise en contact du sang
avec la basale sous-endothéliale participe a l'agrégation plaquettaire et l'activation de la
coagulation. L'espace interstitiel est ¢largi, siege d'un cedéme et de la migration de cellules
mésenchymateuses qui participent a I'inflammation locale.

La réaction inflammatoire est un processus clé dans la réponse a l'agression initiale et dans la
lésion de la membrane alvéolo-capillaire. Les macrophages alvéolaires sont activés
précocement, participent a la phagocytose des débris cellulaires et des agents pathogenes, et
liberent des cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-6, IL-8), des médiateurs lipidiques tels
que les dérivés de l'acide arachidonique et des métalloprotéases (94). Ils contribuent a
amplifier la réponse inflammatoire locale et systémique, via l'activation des CEMP et le
recrutement local de PNN et de monocytes (95). L'activation des CEMP, impliquant le facteur
de transcription NFkB, s'accompagne d'une régulation positive des récepteurs membranaires

au TNF de type 2 et d'une production accrue d'IL-6 et d'IL-8 (96).
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Figure 7: Les mécanismes physiopathologiques de I'ARDS incluent une réaction inflammatoire intense, une
accumulation et une activation inappropriées des leucocytes et des plaquettes, une activation de la coagulation,
une perméabilité accrue des barri¢res épithéliale et endothéliale constitutives de la membrane alvéolocapillaire et
une inactivation du surfactant. D'aprés Ware & Matthay et al. (66).

L'hyperexpression des molécules d'adhésion a la surface de CEMP facilitent la fixation des
PNN et leur migration trans-endothéliale. Les PNN activés participent a I'amplification de la
réponse inflammatoire en sécrétant des cytokines (IL-1B, TNFa, IL-6), des facteurs de
croissance, des collagénases, de 1'¢lastase et des radicaux libres de l'oxygéne (97,98). Ces
médiateurs oxydants contribuent a l'inactivation du surfactant et a la majoration des Iésions
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¢épithéliales et endothéliales via la peroxydation des lipides membranaires (99). Les PNN
meurent par apoptose et sont phagocytés par les macrophages. Ce phénomene peut étre limité
au cours de I'ARDS par la présence de granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) et de
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) dans 1'alvéole (100).

En résumé, cette phase exsudative est marquée au niveau épithélial par une inactivation du
surfactant, une destruction de pneumocytes I, une fragmentation de la membrane basale, des
dépots de membranes hyalines et un cedéme alvéolaire riche en protéines et en débris
cellulaires. Au niveau endothélial, on décrit une perte de continuité de la barriere, par rupture
des jonctions intercellulaires et contraction du cytosquelette des CEMP, et une activation
cellulaire qui promeut la coagulation, amplifie la réponse inflammatoire et favorise la
migration trans-endothéliale des leucocytes vers la milieu alvéolaire (Figure 7). La réaction

inflammatoire est intense et implique les cellules de I'immunité innée.

2.4.3. Phase de résolution
Le processus de réparation est enclenché dés les premiers jours d'évolution de I'ARDS. La
phase initiale est proliférative. Des fibroblastes infiltrent 1'espace endo-alvéolaire (101),
acquierent des caractéristiques de myofibroblaste par I'expression l'a-actine du muscle lisse, et
développe un phénotype pro-cicatrisant, marqué par une production augmentée de protéines
de la matrice extracellulaire en méme temps qu'une baisse de la capacité de dégradation de la
matrice extracellulaire via l'expression accrue d'inhibiteurs de métalloprotéases (102,103).
Sous l'effet de facteurs de croissance (transforming growth factor (TGF)-B1, epithelium
growth factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF)), ces fibroblastes produisent une
matrice extracellulaire provisoire, riche en fibronectine, en collagene et en fibrinogene (104),
qui sert de support a la réépithélialisation. La restauration d'un épithélium fonctionnel est une

¢tape clé du processus de réparation, qui permet d'assurer la résorption du fluide alvéolaire
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(105), de recompartimentaliser l'alvéole et de limiter I'évolution fibrosante (106,107). Les
pneumocytes II proliférent, s'étalent et se différencient en pneumocytes I, sous l'effet
combinée de I'IL-1B (108,109), de prostaglandine (PG) E2 (110), de facteurs de croissance et
par la levée de l'inhibition de contact liée a la présence de pneumocytes I a I'état basal
(111,112). Les fibroblastes participent aussi activement a la reconstruction alvéolaire, en
sécrétant les différents constituants de la matrice extracellulaire normale apres digestion de la
matrice extracellulaire provisoire par les métalloprotéinases, et en libérant des facteurs de
croissance des pneumocytes II.

La résolution se poursuit par la disparition de I'hyperplasie épithéliale (113,114). La
prolifération des pneumocytes de type Il est freinée et les fibroblastes et les PNN meurent par
apoptose, ce qui contribue a diminuer I'inflammation locale (115,116). L'état
d'hypercoagulabilit¢ s'amende, freinant la fibroprolifération et diminuant l'inflammation
locale (117). Les métalloprotéases sont les acteurs enzymatiques clés du remodelage de
l'exsudat et participent donc aussi activement a la réparation épithéliale (118).

Le processus complexe d'hémostasie alvéolaire sus-résumé, qui vise a la résolution du
processus lésionnel et a la réparation des différents composants de 1'unité alvéolocapillaire, est
complexe, impliquent au premier plan les pneumocytes II, les fibroblastes et la famille
enzymatique des métalloprotéases. Ce processus peut inconstamment faillir, et I'évolution étre
fibrosante, marquée par une intense prolifération fibroblastique, un exceés de matrice
extracellulaire, une désorganisation de l'architecture alvéolaire et en conséquence une

altération fonctionnelle fixée du poumon compromettant I'hématose (119).

2.5. Support ventilatoire
La prise en charge thérapeutique des patients ARDS consiste en premier lieu en la prise en

charge médico-chirurgicale du facteur causal de la maladie, par exemple le traitement
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antibiotique dans le cas d'une pneumonie bactérienne. En paralléle, au plan symptomatique, la
management de ces patients impliquent la correction de I'hypoxémie et le contrdle de
I'hypercapnie via le recours a la VM. Cette thérapeutique de support est ainsi utilisée depuis
plusieurs décennies chez les patients ARDS et les modalités de son application ont évoluées,
alors que les données expérimentales et cliniques soutenant ses effets potentiellement
déléteres s'accumulaient (VILI).

Le concept de VILI a été ¢laboré dans les années 70. Webb et coll. ont exposé des poumons
sains a une VM, avec plusieurs niveaux de pression inspiratoire (14, 30 et 45 cmH,0) et de
pression expiratoire positive (PEP) (0 et 10 cmH,0O). Le dégat parenchymateux pulmonaire
était observé croissant avec le niveau de pression positive, et l'application d'une PEP était
protectrice (120). Dreyfuss et coll. ont alors investigué les roles respectifs du niveau de
pression positive d'une part et du Vt d'autre part. En d'autres termes, il s'agissait de préciser
lequel du "barotrauma" ou du "volotrauma" déterminait en premier lieu l'intensit¢ du VILI.
Des rats sains étaient soumis a une VM, avec plusieurs niveaux de pression inspiratoire. Dans
un des groupes a haut niveau de pression inspiratoire, le Vt était limité grace a un bandage
circulaire de la cage thoracique limitant la compliance du systéme respiratoire (121). Cette
étude montrait que le haut Vt, indépendamment du niveau de pression utilisé, était le principal
déterminant du VILI. Ce concept de "volotrauma" a été exploré et validé chez 'humain (70) et
a conduit a la réduction du Vt recommandé¢ (6 mL/kg de poids théorique) (122) et
effectivement appliqué au patient en pratique clinique courante (123). La réduction du Vt a
¢té montrée associée a une limitation des lésions pulmonaires épithéliales et endothéliales
chez l'animal (124) et a une baisse des taux sériques et pulmonaires de cytokines pro-
inflammatoires telles que IL-6, IL-8, IL-1p et TNF-a chez I'humain (125,126). L'élévation des
taux sériques de ces biomarqueurs au cours du VILI suggerent d'ailleurs un lien entre la

stratégie ventilatoire adoptée et la progression des défaillances extra-respiratoires. Ainsi
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l'inflammation systémique accrue associée a l'utilisation d'une stratégie ventilatoire a haut Vit
chez le rongeur participe a un "biotrauma", c'est-a-dire une agression extra-respiratoire et a la
progression de la défaillance multiviscérale (127-129).

Si le "volotrauma" est le principal mécanisme contributeur du VILI, le "barotrauma" peut
aussi étre impliqué, notamment pour des niveaux élevés de pression des voies aériennes au
cours du plateau télé-inspiratoire, en pratique au-dela de 30 a 35 cmH2O, qui exposent a un
risque accru de pneumothorax (130). Cela a conduit a recommander chez le patient ARDS
une limitation de la pression de plateau a 30 cmH20 (122), largement appliquée dans les
essais cliniques (131) et en pratique clinique courante (123,132).

Basée sur ces données expérimentales et humaines, une stratégie de ventilation dite
protectrice, c'est-a-dire incluant un Vt bas (vers 6 mL/kg) et la limitation de la pression de
plateau (vers 30 cmH2O) a ainsi émergée dans les années 1990 (133). Une telle stratégie
pouvait néanmoins avoir des effets déléteres, car le bas Vt favorise les phénomeénes
d'atélectasie ou dérecrutement et d'ouverture/fermeture des alvéoles (134,135). La PEP s'est
révélé un outil efficace de lutte contre ce phénomene délétére (121), indépendamment de son
bénéfice en terme d'oxygénation. Trois larges essais randomisé€s ont ainsi comparés au cours
des années 2000 des stratégies ventilatoires a PEP basse et a PEP haute (85,131,136). Aucune
différence de mortalité n'était notée mais des bénéfices sur des critéres secondaires étaient
observés, notamment sur la durée de VM, les défaillances extra-respiratoires et le recours aux
thérapeutiques de sauvetage dans 1'étude européenne (131). Les résultats de ces 3 travaux ont
¢été poolés dans une méta-analyse, qui a inclus d'autres essais cliniques comparant différents
niveaux de PEP et qui a montré un bénéfice en terme de mortalité a 'utilisation d'une stratégie
a PEP ¢levée chez les patients ARDS (137).

La stratégie de VM adoptée en pratique courante chez le patient ARDS a donc évoluée au

cours des années 2000 (71,123) vers un triptyque protecteur associant bas Vt, pression de
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plateau limitée et PEP haute, dans un objectif de limitation des différents phénomeénes sus-
évoqués (volotrauma et biotrauma, barotrauma, atelectrauma) participant aux lésions
pulmonaires associées a la VM.

Le recrutement des territoires alvéolaires et la limitation des phénomeénes d'atélectasie au
cours de la stratégie protectrice sus-évoquée ont conduit & considérer des techniques de
recrutement alternatives a la PEP. L'application intermittente et répétée de haut niveau de
pression positive, soit via une PEP trés élevée soit via une insufflation a haut volume a été
largement explorée chez l'animal dans différents modeles d'’ARDS (138-143). Ces
manceuvres de recrutement ont été testées chez I'homme dés le début des années 2000 (144),
puis dans 3 essais controlés randomisés (136,145,146), et ont montré des bénéfices limités,

essentiellement sur la mécanique ventilatoire et sur I'hématose (147).

2.6. Mod¢les animaux d'étude de I'ARDS
Un modele animal d'é¢tude de 1I'ARDS prévoit d'appliquer & un animal une agression
pulmonaire aigue visant a reproduire fidélement les mécanismes physiopathologiques autant
que les caractéristiques Iésionnelles des différents composants de la membrane
alvéolocapillaire décrits chez I'humain (148). Le modéle peut en outre étre évolutif, c'est-a-
dire mimer I'histoire naturelle de I'ARDS dans ses différentes phases (148). Puisque un large
panel de causes d'ARDS est décrit chez I'humain (65), il est naturel d'observer un large panel
de modalités d'agression pulmonaire chez I'animal. Les agents agressants préférentiellement
utilisés au cours de la période 2003-2007 sont, d'apres le nombre d'articles indexés dans
PubMed, la VM agressive (30%), le lipopolysaccharide (LPS) bactérien (19%), la bactérie
vivante (16%), I'hyperoxie (12%), la bléomycine intratrachéale (10%), I'acide oléique par voie
systémique (5%), la ponction-ligature caecale (4%) et l'inhalation d'acide (3%). Certaines

agressions sont considérées comme Iésant préférentiellement ['épithélium alvéolaire
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(inhalation d'acide, VM agressive, bléomycine intratrachéale), d'autres 1'endothélium
vasculaire pulmonaire (acide oléique par voie systémique, LPS par voie systémique,
hyperoxie), tandis que certaines sont responsables d'une 1ésion homogene des composants de
la membrane alvéolocapillaire (bactérie vivante, ponction-ligature caecale, LPS inhal¢) (148).
Le modele utilisant le LPS, par voie inhalée (aérosol ou instillation intratrachéale) ou
systémique (injection intraveineuse ou intrapéritonéale) est trés relevant cliniquement (13),
car le sepsis est la premiere cause d'ARDS chez 1'humain (65). Le LPS est une glycoprotéine
présente au niveau de la membrane externe des bactéries Gram-négative. Via sa fixation a la
LPS-binding protein, il active le CD14/TLR4 (149), présent notamment a la surface des
monocytes/macrophages ainsi que des cellules épithéliales et endothéliales dans le poumon,
initiant ainsi la réponse inflammatoire via le facteur de transcritpion nuclear factor kappa B
(NFkB) (150). Administré par voie inhalé chez I'humain, le LPS est responsable d'une réponse
précoce surtout cytokinique, avec forte concentration bronchoalvéolaire de cytokines pro-
inflammatoires et d'une réponse tardive, vers 24 a 48h, surtout cellulaire, avec un afflux de
PNN, monocytes/macrophages et lymphocytes au niveau bronchoalvéolaire (151). Chez la
souris, l'administration inhalée de LPS est aussi responsable d'une intense alvéolite a PNN
culminant entre 12 et 24 heures apres l'exposition et d'une fuite liquidienne importante et
précoce (152) (Figure 8).

Des modéles animaux plus complexes, dit two-hit, sont utilisé. 11 s'agit d'exposer a une VM
des animaux préalablement soumis a une agression exogene, par exemple par LPS inhalé
(153,154) ou injecté (155-159). La scénario clinique de I'ARDS chez 1'humain est ainsi plus
fidélement respecté. De plus, loin d'étre seulement additifs, les effets de I'agent agressant et
ceux de la VM ont ét¢ montrés synergiques dans l'apparition de 1ésions pulmonaires chez
l'animal (153,155). La VM utilisée dans ces modeles two-hit peut étre a haut Vt (153,154),

mais peut aussi étre appliquée selon les modalités protectrices sus-décrites (157,158),
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considérant qu'une VM, méme a bas Vt et de courte durée, est responsable d'une inflammation

pulmonaire et systémique chez l'animal (160).
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Figure 8: L'inhalation (aérosol) de LPS chez la souris induit un recrutement local de leucocytes/PNN culminant

vers 4-12h dans le poumon total (A) et vers 12-24h au niveau bronchoalvéolaire (B). D'aprés Reutershan et al.
(152).
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3. Dysfonction vasculaire pulmonaire au cours de ' ARDS
Dans ce chapitre sont détaillés les mécanismes physiopathologiques de la dysfonction
vasculaire pulmonaire au cours de I'ARDS, ainsi que ses déterminants et son impact

pronostique.

3.1. Physiopathologie
La dysfonction vasculaire pulmonaire est usuellement définie par l'augmentation des RVP,
qui résultent de 4 principaux mécanismes sus-listés affectant la microvascularisation
pulmonaire (thrombose, vasoconstriction, remodelage et compression extrinséque). Ces
mécanismes sont tous mis en jeu au cours de I'ARDS, et sont attribués a 1'agression initiale et
aux lésions pulmonaires induites, en particulier endothéliales, ainsi qu'aux thérapeutiques

utilisées, notamment la VM.

3.1.1. Dysfonction endothéliale pulmonaire (Figure 9)

3.1.1.1. Marqueurs de la dysfonction endothéliale dans I'ARDS
Des données suggérant des altérations précoces structurales et fonctionnelles de I'endothélium
pulmonaire au cours de I'ARDS se sont accumulées depuis plus de 30 ans. Des séries
autopsiques de patients ARDS ont ainsi caractérisées les anomalies histologiques affectant la
microvascularisation pulmonaire, qui incluaient une congestion des cellules endothéliales, des
anomalies mitochondriales et du réticulum endoplasmique adjacent aux lumicres capillaires
(161), la formation de nombreuses vésicules de pinocytose et l'apparition d'espaces au niveau
des zones de jonction intercellulaire de la couche mononuclée endothéliale (162). Au plan
fonctionnel a été décrite au cours de I'ARDS une libération perturbée de marqueurs

d'activation endothéliale, tels que le facteur von Willebrand, l'enzyme de conversion de
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l'angiotensine et I'angiopoiétine 2. Ainsi le taux plasmatique de facteur von Willebrand était
¢levé précocement au cours d'une agression pulmonaire induite par LPS chez le primate, bien
avant 'apparition de Iésions histologiques de l'endothélium pulmonaire (163), et a par ailleurs
été montré associ¢ a la mortalité chez les patients ARDS (164). Le taux plasmatique d'enzyme
de conversion de l'angiotensine de type II est précocement abaissé chez les patients ARDS
(165), et sa fraction fixée a I'endothélium pulmonaire est un biomarqueur de sévérité (166). Le
taux plasmatique d'angiopoiétine 2 est élevé au cours de I'ARDS (167), et 1'évolution de son
taux plasmatique de JO a J3 prédictif de mortalité chez les patients ARDS (168). Enfin, le
rapport des concentrations plasmatiques d'angiopoiétine II sur angiopoiétine I est un

biomarqueur précoce de gravité au cours de I'ARDS (169).

3.1.1.2. Occlusions microvasculaires pulmonaires
L'activation des CEMP au cours de 'ARDS s'accompagne de l'expression accrue et rapide de
molécules d'adhésion des PNN (E- et P-sélectines, ICAM-1) (96,170-173), qui permet les
phénomenes de rolling, capture et adhésion des PNN, largement décrits au niveau de
I'endothélium systémique (174). Ce phénomene est amplifié par le stress oxydant (175).
L'adhésion des PNN sur les CEMP amplifie le phénomene de contraction du cytosquelette des
CEMP, abordé¢ apres, qui tend a ouvrir les jonctions intercellulaires (176). La migration trans-
endothéliale des PNN et leur extravasation vers le secteur extravasculaire utilise la protéine
transmembranaire platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM)-1 exprimée a la
surface des CEMP activées au niveau des jonctions intercellulaires. Le stress oxydant amplifie
la perméabilité endothéliale, facilitant le passage des PNN (175). L'activation des CEMP et
des PNN est contemporain d'interactions avec les plaquettes (177). Les CEMP activées
acquicrent en effet un phénotype prothrombotique, incluant l'expression membranaire de

facteurs de l'activation et de l'agrégation plaquettaires tels que le facteur tissulaire (178) et le
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facteur von Willebrand (163) et de facteurs d'adhésion tels que E- et P-sélectines (179), et une
limitation de la capture de la sérotonine circulante au niveau pulmonaire (180). Les plaquettes
activées stimulent en retour les PNN via la libération d'un vaste arsenal de médiateurs (181).
Les plaquettes agrégées et les PNN adhérents sont séquestrés dans le lit capillaire pulmonaire
(51,182) et participent ainsi a I'occlusion des microvaisseaux pulmonaires. Les modifications
du cytosquelette des PNN activés est un facteur supplémentaire d'obstruction (183). Leur
déformabilité s'en trouve en effet diminuée, ce qui ralentit leur transit intrapulmonaire,
participe a leur piégeage au niveau du site de l'inflammation et facilite leurs interactions avec
les CEMP. Les CEMP activées participent par ailleurs a un phénomeéne de coagulation
intravasculaire. L'expression accrue de facteur tissulaire active la voie extrinseque de la
coagulation tandis que I'exposition de la basale sous endothéliale active la voie intrinséque.
Les cytokines pro-inflammatoires, libérées localement par les CEMP et les cellules recrutées
au site de l'inflammation amplifient le phénoméne (184). L'IL-6 régulent positivement
l'expression de facteur tissulaire a la surface des CEMP (178), alors que le TNFa freine la
fibrinolyse en stimulant la libération de l'inhibiteur de I'activation du plasminogeéne de type 1
(185). Par ailleurs, l'activité fibrinolytique des CEMP activées est diminuée au cours de
I'"ARDS, principalement a cause d'une baisse de la libération des activateurs du plasminogéne
(186). En résumé, l'activation des CEMP et l'acquisition d'un phénotype procoagulant ainsi
leurs interactions avec les plaquettes et les PNN au cours de la réponse inflammatoire
concourent a un phénomene d'occlusion microvasculaire pulmonaire au cours de 'ARDS. Ce
phénomeéne a été décrit il y a plus de 30 ans dans des études autopsiques et angiographiques,
qui montraient une perte de densité capillaire ainsi que des défects microvasculaires au niveau
pulmonaire chez les patients ARDS (187-190). La fraction espace-mort résultant de la
réduction du lit vasculaire pulmonaire a ét¢ montrée indépendamment associée au risque de

déces chez le patient ARDS (78).
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3.1.1.3. Majoration de la perméabilité endothéliale
Au cours de 'ARDS, les CEMP présentent des modifications structurales qui majorent la
perméabilité endothéliale (176). La physiopathologie implique une augmentation du calcium
intracellulaire, consécutive a la fixation a la surface des CEMP de thrombine, de substances
vasoactives (thrombine, histamine, bradykinine, thromboxane A2) ou encore de radicaux
libres de l'oxygeéne au cours de la réaction inflammatoire. Les chaines légeres de myosine
endothéliale sont alors phosphorylées et interagissent avec les filaments d'actine, provoquant
la contraction des CEMP et la distension des zones de jonctions intercellulaires, qui
deviennent poreuses, majorant ainsi la perméabilité aux liquides et aux cellules dont les PNN
(175,191). Des mécanismes de perméabilité¢ indépendants des chaines légeéres de myosine
endothéliale ont également été décrits, impliquant par exemple les radicaux libres de
l'oxygene et la protéine kinase C (175,192) ou encore le TNFa et les cadhérines endothéliales
(193). La description histologique de I'hyperperméabilité endothéliale chez le patient ARDS
est ancienne (161,162), et son intensité suggérée associée a la sévérité et au degré d'alvéolite
neutrophilique (194). La perméabilité¢ endothéliale favorise I'cedéme de l'espace interstitiel,
qui participe a une compression extrinseque des microvaisseaux pulmonaires et donc a une

augmentation des RVP (38).
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Figure 9: Au cours de l'agression pulmonaire aigue, en présence de médiateurs circulants notamment
cytokiniques, les CEMP sont activées et interagissent avec les leucocytes et les plaquettes. Il en résulte des
changements structuraux et fonctionnels de I'endothélium pulmonaire, incluant une expression accrue de
molécules d'adhésion, l'acquisition d'un phénotype pro-thrombogene, une séquestration des leucocytes et des
plaquettes, une sorte de contraction du cytosquelette et une hyperperméabilité. D'aprés Price et al. (38)

3.1.1.4. Anomalies de la vasomotricité pulmonaire
Au cours de 'ARDS est décrit un déséquilibre de la balance vasomotrice pulmonaire. Les
principaux mécanismes impliqués sont la vasoconstriction pulmonaire hypoxique (VPH) et la
sécrétion perturbée d'agents vasomoteurs tels que le NO, les dérivés de 1'acide arachidonique
et 'endothéline-1.
Vasoconstriction pulmonaire hypoxique
La VPH est un phénomene dynamique réversible intrinseque aux artérioles pulmonaires, qui

vise a optimiser les échanges gazeux en dirigeant préférentiellement le débit sanguin
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pulmonaire vers les territoires ventilés, réduisant le shunt droit-gauche intrapulmonaire
(195,196). Briévement, I'hypoxie dans les voies aériennes inhibe les canaux potassiques
oxygene-sensible des CMLAP. La dépolarisation de la membrane ainsi induite provoque
'ouverture de canaux calciques voltage-dépendants. L'augmentation du calcium intracellulaire
provoque la vasoconstriction (196). Au cours de I'ARDS, la VPH est un mécanisme
protecteur des échanges gazeux (195) mais participent a I'augmentation des RVP (197).
Meédiateurs vasomoteurs pulmonaires

Les dérivés de l'acide arachidonique sont une famille de médiateurs de I'inflammation
produits par les cyclooxygénases et qui exercent par ailleurs des effets vasomoteurs. Le
thromboxane A2, vasoconstricteur pulmonaire et promoteur de la perméabilité endothéliale et
de l'agrégation plaquettaire (198), est libéré par les plaquettes fixées aux PNN activés au
cours de I'ARDS expérimental induit par LPS (177) et participe a I'élévation des RVP
(199,200), La prostaglandine E1 a des effets opposés, c'est-a-dire vasodilatateur et
antiagrégant plaquettaire. Son taux circulant a ét¢ montré abaissé chez les patients ARDS
(201).

L'endothéline-1 est 1'une des 3 isoformes de 1'endothéline. Il s'agit d'un agent vasoconstricteur
et proproliférant des cellules musculaires lisses, sécrétée principalement par les CEMP au
niveau pulmonaire en réponse a divers stimulus, incluant notamment l'hypoxie, le LPS, le
TNFa et l'interféron (202). Les CEMP sont aussi impliquées dans la clairance de
l'endothéline-1 circulante, a peu pres égale a la sécrétion en situation physiologique (203).
L'endothéline-1 se fixe a deux récepteurs, type A et type B, qui régulent des voies de
signalisation distinctes. Le récepteur de type A est exprimé sur les cellules musculaires lisses
et induit la vasoconstriction via la protéine kinase C. Le récepteur de type B est exprimé sur
les cellules endothéliales, dont les CEMP, et induit une vasodilatation impliquant la voie de la

NO synthase (NOS) et des prostaglandines (204). L'activation des CEMP au cours de la
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réponse inflammatoire s'accompagne d'une sécrétion accrue d'endothéline-1 (204,205). Le
taux circulant d'endothéline-1 a ét¢ montré élevé chez les patients ARDS (206) et chez les
patients septiques ARDS ou non ARDS (207), et s'abaissant concomitamment a I'amélioration
clinique et a la baisse des RVP (208). Un prétraitement par antagonistes des récepteurs a
I'endothéline a été montré associée a une baisse précoce des RVP dans un modele canin
d'ARDS induit par 'acide oléique (209).

Le NO est un vasodilatateur pulmonaire endogeéne synthétisé a partir de la L-arginine par les
différentes isoformes de la NOS, neuronale (nNOS), endothéliale (eNOS) et inductible
(INOS). Les CEMP expriment constitutivement la eNOS, enzyme clé de la régulation du
tonus vasculaire pulmonaire (210), et peuvent exprimer la iNOS en réponse a différents
stimuli pro-inflammatoires (204). Au cours du sepsis, I'expression pulmonaire de la eNOS est
précocement mais transitoirement accrue, tandis que celle de la iNOS l'est précocement,
intensément et durablement (211). Au niveau artériel pulmonaire, I'exposition au LPS induit
une production intense de NO via la iNOS d'activité autocrine (212). Le NO active la
guanylate cyclase soluble, aboutissant a la production de guanosine 3,5-monophosphate
cyclique (cGMP), qui induit une relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires
pulmonaires (204). Le NO exerce aussi des effets inhibiteurs de l'agrégation plaquettaire, de
l'adhésion des PNN, du facteur de transcription NFkB, de la prolifération cellulaire et de la
VPH (213-217). Dans des modéles animaux d'ARDS induits par LPS, VILI et ischémie-
reperfusion, une production élevée de NO par la eNOS était protectrice (218-223). Le NO
peut aussi avoir des effets déléteres, comme 1'hypotension et la cytotoxicité (224). Ainsi des
données animales suggerent qu'une intense production de NO pourrait aggraver les 1ésions
pulmonaires, en induisant la formation de métabolites toxiques du NO tel que le peroxynitrite
(225). La déficience en iNOS était d'ailleurs protectrice dans un modéle murin de ventilation a

haut Vt (226). Ces travaux expérimentaux indiquent globalement une expression accrue des
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enzymes synthétisant le NO au cours de l'agression pulmonaire aigue, mais livrent des
données contradictoires quant a la quantit¢ de NO effectivement produite au niveau artériel
pulmonaire ainsi qu'au caractére protecteur de la régulation positive des eNOS et iNOS. Ces
incertitudes sont accrues par des données humaines montrant chez des patients ARDS un NO
exhalé abaissé (227).

Anomalies de la vasomotricité pulmonaire au cours de 'ARDS

La vasomotricité pulmonaire au cours de I'ARDS a été explorée ex vivo dans plusieurs
modeles animaux. Dans des modeles de poumon isolé perfusé chez le rat préalablement
expos¢ au LPS, des augmentations de la vasoconstriction induite par 1'acétylcholine et de la
VPH étaient décrites (228-230). Dans des modéles d'artére pulmonaire isolée chez le rat
préalablement soumis au LPS, a l'ischémie-reperfusion ou a une ventilation a haut Vt étaient
décrites une augmentation de la VPH et une baisse de la vasorelaxation endothélium-
dépendante (231-234). Par ailleurs, l'impact de la ventilation en pression positive, en
particulier de la PEP, a été suggérée directement inductrice d'une vasoconstriction accrue
mais réversible, médiée par les canaux calciques des CMLAP (235,236). Ces travaux
expérimentaux tendent a confirmer des anomalies des propriétés vasomotrices pulmonaires au
cours de I'ARDS, avec globalement un profil de vasoconstriction accrue et de vasodilatation

altérée, attribuable a la fois a 1'agression initiale et au support ventilatoire.

3.1.3. Compression et étirement vasculaires
Comme abordé avant, l'augmentation de la perméabilité endothéliale au cours de I'ARDS
favorise l'extravasation de liquide, a 1'origine d'une cedéme interstitiel, qui participe a une
compression extrinséque des microvaisseaux pulmonaires. D'autres mécanismes de
compression extrinseque et de stress mécanique cyclique sont spécifiquement liés a

l'utilisation de la VM. La pression positive intrathoracique est responsable d'une augmentation
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des pressions environnantes des vaisseaux extra et intra-alvéolaires. Au dela d'un niveau
critique de pression environnante, les microvaisseaux pulmonaires peuvent étre collabés. Des
travaux expérimentaux chez le gros animal ont montré que ce mécanisme jouait un role
important dans 1I'HTP de I'ARDS (237) et que le si¢ge préférentiel de la compression
extrinseque €tait les microvaisseaux extra-alvéolaires (238). Par ailleurs, l'application de hauts
niveaux de pression positive expose au risque de distension alvéolaire. Le volume pulmonaire
excede alors largement la CRF, ce qui provoque I'étirement des vaisseaux intra-alvéolaires,
alors de calibre diminué. A l'opposé, la ventilation a bas Vt, a risque d'atélectasie, réduit le

calibre des vaisseaux extra-alvéolaires dans les zones a volume inférieur a la CRF (37,239).

3.1.2. Remodelage vasculaire
Dés les premieres séries autopsiques de patients ARDS a été décrit un remodelage vasculaire,
a type d'épaississement de la média avec hypertrophie musculaire lisse au niveau des arteres
pulmonaires muscularisées et de néomuscularisation des artérioles distales, réduisant la
lumiére vasculaire, croissant au cours du temps (161,240). Une série autopsique de nouveau-
nés ventilés en contexte de détresse respiratoire aigue néonatale montrait également une
prolifération accrue de différents types cellulaires du poumon, incluant les cellules
endothéliales (241). Les mécanismes proposés sont proches de ceux impliqués dans
I'hypertension pulmonaire chronique. Les effets pro-proliférants et anti-apoptotiques de
l'endothéline-1 et des cytokines pro-inflammatoires telles que 1'IL-6 sur les CMLAP ont été
incriminés (242,243). D'ailleurs, l'effet de l'exposition prolongée et répétée a une
inflammation pulmonaire par un agent d'agression tel que le LPS induisait une hypertension

pulmonaire avec hypertrophie musculaire lisse (244).
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3.1.4. Synthése

Les composants de la dysfonction vasculaire pulmonaire observée au cours de I'ARDS
incluent:

- une dysfonction endothéliale pulmonaire, avec thromboses microvasculaires
pulmonaires, majoration de la perméabilité vasculaire pulmonaire favorisant un
cedeme interstitiel, et déséquilibre de la balance des médiateurs vasoactifs en
faveur des agents vasoconstricteurs,

- des phénomeénes de compression extrinseque et d'étirement des microvaisseaux
pulmonaires associés a la ventilation en pression positive,

- et tardivement un remodelage vasculaire.

Il en résulte une augmentation des RVP et en conséquence une HTP avec élévation du

gradient de pression vasculaire transpulmonaire (Figure 10).

Pulmonary vascular
remodeling (LATE)

Pulmonary wain
constriction

Raised LAP

Co-pxisling
LY dysiunction

Figure 10: La dysfonction vasculaire pulmonaire au cours de 'ARDS résultent de mécanismes d'occlusion
microvasculaire, d'hyperperméabilité et cedéme interstitiel, déséquilibre de la balance des médiateurs vasoactifs,
compression extrinséque et remodelage vasculaire, attribués a 1'agression intiale et a la ventilation en pression
positive. D'apres Price et al. (38).
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3.2. Hypertension pulmonaire

3.2.1. Définition
L'HTP est définie par une Pap moyenne supérieure a 25 mmHg et des RVP supérieures a 240
dyn.s.cm™ au cathétérisme artériel pulmonaire (245). A l'échocardiographie, I'HTP est
suspectée en cas de Pap systolique estimée supérieure a 35 mmHg (246) et de temps
d'accélération du flux artériel pulmonaire raccourci (247). L'HTP est le plus souvent de cause
vasculaire pulmonaire. Mais I'HTP peut aussi étre causée par une hyperpression des cavités
gauches. La PAPO est alors élevée, supérieure a 15 mmHg, et 'HTP est dite post-capillaire.
Le gradient de pression vasculaire transpulmonaire, dite pression motrice, est calculé comme
la différence entre la Pap et la PAPO. Cette valeur est utilisée au numérateur pour le calcul des

RVP, comme expliqué avant.

3.2.2. Description
L'HTP chez les patients souffrant d'ARDS a été décrite pour la premiére fois il y a presque 40
ans (248). Les auteurs ont mis en évidence chez des patients ARDS en VM une augmentation
des RVP et du travail ventriculaire droit, avec dilatation progressive des cavités cardiaques
droites, conduisant a une défaillance hémodynamique réfractaire apres plusieurs jours de VM
(249). D'autres ¢études ont confirmé ces résultats en utilisant le cathétérisme artériel
pulmonaire, la scintigraphie, ou I’échocardiographie (250-252), y compris les effets sur le
ventricule droit, plus tard désignés comme cceur pulmonaire aigu en échocardiographie (251).
Les modé¢les animaux ont permis de confirmer I'élévation des RVP au décours immédiat d'une
agression pulmonaire aigue, par exemple chez le chien exposé a l'acide oléique (237), et ont

déterminé que les contributions respectives des différents segments de la vascularisation
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pulmonaire dans les RVP restaient inchangées, les artérioles pulmonaires étant toujours le

territoire résistif principal (253).

3.2.3. Incidence
L'HTP ¢était d'incidence fréquente a I'époque ou le Vt et les niveaux de pression de plateau
dans les voies aériennes n'étaient pas limités (248,250). Vingt cinq ans plus tard, l'incidence
du ceeur pulmonaire aigu était évaluée a 25% au cours des 3 premiers jours chez 75 patients
ARDS soumis a une VM protectrice (252). Cette incidence atteignait méme 50% dans une
cohorte de patients ARDS trés séveres, c'est-a-dire profondément hypoxémiques (254). Une
pression de plateau limitée a 27 cmH,0 a alors été proposée comme acceptable au regard de
I'hémodynamique ventriculaire droite (255). Deux études plus récentes, appliquant aussi une
stratégie de VM protectrice a des patients ARDS, rapportent une incidence du coeur

pulmonaire aigu comparable, entre 20 et 25% (80,256).

3.2.4. Pronostic
A la fin des années 2000, deux études menées sur de larges collectifs de patients ARDS
soulignaient la valeur pronostique négative de I'HTP (79) et de l'insuffisance cardiaque droite
aigue précoce, définie par une pression atriale droite supérieure a la PAPO (75). Cet impact
pronostique péjoratif pourrait persister a I'ére de la VM protectrice. Dans une large étude
nord-américaine analysant les données d'hémodynamique invasive recueillies chez 475
patients ARDS, ['élévation du gradient de pression vasculaire transpulmonaire et des RVP
¢tait indépendamment associée a la mortalité ainsi qu'au recours aux thérapeutiques de
support des défaillances d'organes (81). Chez les patients avec un gradient de pression
vasculaire transpulmonaire supérieur a 24 mmHg, la mortalité atteignait 50% (81). Un travail

francais concomitant a aussi étudi¢ les données d'hémodynamique invasive recueillies dans
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une large cohorte de patients ARDS. La Pp moyenne et I'observation d'une pression veineuse
centrale supérieure a la PAPO étaient des facteurs indépendants de mortalité (257).
Concernant 1'impact pronostique de la défaillance cardiaque droite associ¢ée a I'HTP, les
données a I'ére de la ventilation protectrice sont contrastées. Dans 1'é¢tude de Osman, une
défaillance ventriculaire droite, définie par la présence simultanée i) d'une Pap moyenne
supérieure a 25 mmHg, ii) d'une pression veineuse centrale supérieure a la PAPO et iii) d'un
volume d'éjection indexé inférieur & 30 mL/m’, était présente chez 9,6% des 145 patients et
n'était pas associ¢e a la mortalité (257). De méme, dans I'étude de Bull, 1'incidence de la
défaillance cardiaque droite, définie par une pression veineuse centrale supérieure a la PAPO,
était d'incidence comparable (12%) et également non associée a la mortalité¢ (81). D'autres
études humaines ont exploré l'impact pronostique d'un cceur pulmonaire aigu, diagnostiqué en
échocardiographie, au cours de I'ARDS et n'ont pas montré d'association a la mortalité
(252,256). Mais 1'é¢tude récente de Boissier montrait que l'existence d'un cceur pulmonaire
aigu était associée a un recours accru aux drogues de support hémodynamique et était
indépendamment associée a la mortalité (80).

Des auteurs se sont interrogés sur les éventuels effets additifs délétéres sur le parenchyme
pulmonaire de 1I'HTP au cours de I'ARDS. L'hypothese était que I'HTP pouvait aggraver
I'hyperperméabilité vasculaire et donc 1'cedeme, et par ce mécanisme grever le pronostic. Des
travaux successifs utilisant des modeéles de poumon isolé perfusé ont montré que seule
l'augmentation du débit sanguin vasculaire pulmonaire, et non celle des pressions vasculaires

pulmonaires, pouvait effectivement majorer les Iésions de VILI (258-260).

3.2.5. Défaillance ventriculaire droite
L'¢lévation des RVP, et I'augmentation du gradient de pression vasculaire transpulmonaire

ainsi induite, est responsable d'une augmentation de l'impédance a I'éjection du ventricule
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droit. Il en résulte une dilatation de la cavité (261), qui n'est pas structuralement et
morphologiquement adaptée a une augmentation brutale de post-charge. La dilatation du
ventricule droit accroit sa consommation d'oxygene et abaissent sa force contractile (262).
Elle entraine aussi un déplacement a gauche du septum interventriculaire en diastole, génant
le remplissage du ventricule adelphe au sein d'un sac péricardique inextensible (263). Cette
altération de la fonction diastolique ventriculaire gauche entraine une baisse du débit
cardiaque (264). Il en résulte une baisse de la délivrance en oxygene, qui favorise l'ischémie
myocardique ventriculaire droite (265). Cette ischémie est potentiellement aggravée par une
géne a la perfusion coronaire du ventricule droit, a cause de la distension de sa paroi libre, qui
abaisse voire supprime le flux coronaire droit systolique (266). Cette cascade
physiopathologique, reproductible chez I'animal par une sténose expérimentale des artéres
pulmonaires proximales (262), est caractéristique des interactions des ventricules droit et
gauche au cours de I'HTP aigue chez le patient ARDS (Figure 11).

Des phénoménes additionnels, liés a la VM, concourent a altérer davantage I'hémodynamique
cardiaque droite. La baisse du retour veineux systémique causée par la pression
intrathoracique élevée abaisse la pré-charge ventriculaire droite (267). L'hypercapnie
permissive, a I'ére de la ventilation a bas Vt, a été montrée délétére pour 'hémodynamique
cardiaque droite (80,252,268), en concordance avec l'effet vasoconstricteur pulmonaire
démontré chez 'animal (269) et chez l'adulte sain (270,271). Enfin, 1'agression cytokinique au
cours de la réponse inflammatoire pourrait exercer des effets dépresseurs myocardiques

directs, comme le suggérent des données expérimentales (272).
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Figure 11: Au cours de 'ARDS, 'augmentation des RVP induit une cascade d'événements hémodynamiques,
affectant les ventricules droit puis gauche, et pouvant conduire in fine a une insuffisance circulatoire aigue.
D'apres Price et al. (273).

Les déterminants connus de l'apparition d'une défaillance ventriculaire droite au cours de
I'ARDS relevent surtout de la VM et de ses modalités d'application. La pression de plateau a
historiquement été considérée comme le principal d'entre eux (255). La PEP élevée, a
pression de plateau constante, a aussi été imputée, a fortiori lorsque le volume pulmonaire
recruté par la PEP ¢élevée est faible (268). Plus récemment, un autre paramétre de mécanique
ventilatoire, la pression motrice soit la différence de la pression de plateau et de la PEP totale,
a été¢ montrée indépendamment associée a l'apparition d'un cceur pulmonaire aigu au cours de
I'ARDS (80). Dans la méme étude, 1'infection comme cause de I'ARDS était un autre facteur
prédictif indépendant (80). Dans l'autre étude frangaise récente sus-citée, le seul facteur de

risque indépendant de développer un cceur pulmonaire aigu était I'hypercapnie (256).
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4. Hypothéses et objectifs du travail

Nous avons formulé 3 hypothéses de travail, relatives a différents déterminants potentiels de

la dysfonction vasculaire pulmonaire au cours de 'ARDS :

les manceuvres de recrutement alvéolaire pourraient aggraver la dysfonction
vasculaire pulmonaire,

I'IL-6, aux propriétés anti-inflammatoires, pourraient jouer un rdle protecteur
de la dysfonction vasculaire pulmonaire,

l'age avancé, seul facteur prédictif clinique indépendant de mortalité, pourrait

un facteur intrinséque d'aggravation de la dysfonction vasculaire pulmonaire.

Les objectifs de ce travail étaient d'étudier dans un modele murin d'ARDS :

les effets de manceuvres de recrutement alvéolaire sur la mécanique
ventilatoire, sur l'inflammation et le dégat parenchymateux pulmonaires, sur
I'hémodynamique pulmonaire et sur le transcriptome pulmonaire et
ventriculaire droit,

les effets d'une déficience en IL-6 sur l'inflammation et le dégat
parenchymateux pulmonaires, ainsi que sur 'hémodynamique pulmonaire,

les effets d'un 4ge adulte "mature", par rapport a un age adulte jeune, sur la
mécanique ventilatoire, sur l'inflammation et le dégat parenchymateux

pulmonaires, ainsi que sur I'hémodynamique pulmonaire.

5. Le modéle animal

5.1. Choix du modéle
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Le modele animal choisi et mis au point répondait aux exigences suivantes :

étre un modele de souris, pour permettre une exploration biologique avancée et
l'utilisation de souris transgéniques invalidées pour d’éventuels genes d’intérét,
étre proche du scénario clinique humain, c'est-a-dire associer une agression
exogene initiale a une VM protectrice,

permettre des explorations physiologiques respiratoires et hémodynamiques

invasives.

Le choix du mode d'agression s'est porté sur le LPS par voie orotrachéale, mode d'agression

exogene présentant plusieurs intéréts, déja abordés avant et résumés ici :

il est ancien, connu, largement usité et aisément reproductible sous réserve de
conserver le méme lot de produit,

il est pseudo-septique, donc cliniquement relevant, car le sepsis est la premiere
cause d'ARDS chez I'humain,

il produit une inflammation pulmonaire intense et précoce, avec alvéolite riche
en PNN, et une fuite liquidienne pulmonaire importante, qui sont potentialisés

par une VM surajoutée (modele two hif).

En conséquence, le modele utilisé avait pour caractéristiques principales :

d'associer une instillation orotrachéale de LPS suivie 18 a 20 heures plus tard
d'une VM a bas Vt et PEP non nulle durant de 3 a 5 heures,

d'utiliser le FlexiVent (Scireq), ventilateur du petit animal de derniere
génération,

de réaliser des mesures d'hémodynamiques invasives au terme de la phase de

VM.
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5.2. Description du modéle
La souris subissait une instillation oropharyngée d'une solution de LPS d'E. coli. La dose de
LPS instillée a été choisie lors d'études préliminaires comme la plus forte dose (5 ng/g)
n'occasionnant pas de mortalité importante au cours de la VM chez des souris males adultes
jeunes C57BL6J, souche connue peu vulnérable a cet agent agressant (148). La technique
d'instillation orotrachéale consistait en une courte anesthésie par inhalation d'Isoflurane a 5%
en ventilation spontanée, au cours de laquelle un volume de 40 a 50 pl d'une solution de LPS
dilué dans du PBS était déposée dans l'oropharynx via un fin cathlon. L'animal était maintenu
par les incisives en position proclive a 60° pendant quelques secondes, permettant l'inhalation
du liquide. Il était ensuite immédiatement réveillé puis replacé dans sa cage avec acces a 'eau
et a la nourriture. Le contrdle du LPS utilisait le PBS & méme volume et selon la méme
technique. Dix-huit a 20 heures apres l'instillation orotrachéale de LPS, la souris était
anesthésiée par Pentobarbital injecté et Isoflurane inhalé, intubée et la VM commengait, pour
une durée de 3 a 5 heures. Les parametres de ventilation minute utilisés (fréquence
respiratoire 180/min et Vt 8 mL/kg) s'étaient avérés corrects en terme de ventilation alvéolaire
lors d'expérimentations préliminaires, c'est-a-dire assurant une légeére hypocapnie compensant
une acidose métabolique. Ils s'étaient par ailleurs avérés protecteurs chez la souris dans un
travail antérieur (160). Les gaz inhalés étaient réchauffés et humidifiés par un humidificateur
chauffant (humidité absolue de 21 mg H,O/L a 24°C de température ambiante). L'anesthésie
était continue par Isoflurane inhalé a 1,5%. Le choix d'une d'anesthésie utilisant un gaz
halogéné était guidé par des travaux antérieurs montrant son caractére peu dépresseur
hémodynamique (274). La curarisation continue utilisait Pancuronium et une solution chaude
de sérum salé isotonique plus glucosé était injectée par voie intrapéritonéale toutes les heures

pour assurer une volémie et une glycémie correctes. La température était continuellement
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monitorée par sonde rectale et régulée par un tapis chauffant pour une température cible a
36,5°C. Le mode ventilatoire utilisé était en volume contrdlé a débit constant. Le Vt réglé
était supérieur au Vt délivré, eu égard a la compression des gaz dans le circuit inspiratoire. En
conséquence, le Vt effectivement délivré était continuellement contr6lé et au besoin adapté
pour maintenir un Vt délivré de 8 ml/kg environ. La PEP était a 3cmH,0 et le rapport temps
inspiratoire / temps expiratoire (I/E) étaient a 67%. En début de la ventilation étaient réalisées
deux inspirations profondes lentes permettant de standardiser les mesures de mécanique
ventilatoire (VHS, volume history standardisation), puis plusieurs perturbations évaluant la
mécanique respiratoire étaient réalisées en début et en fin de VM ainsi qu'a chaque heure. Au
cours de la derniere heure de VM ¢étaient réalisées des mesures d'hémodynamique invasive
incluant un cathétérisme ventriculaire droit par voie jugulaire pour mesure de la pression
ventriculaire droite, une thermodilution transpulmonaire pour mesure du débit cardiaque et
éventuellement un cathétérisme carotidien pour mesure de la pression artérielle systémique.
Le cathéter utilisé (diametre 1,4Fr soit 0,47mm) était muni a son extrémité d'un capteur piézo-
électrique de mesure de pression. Il était connecté via un transducteur a un ordinateur muni du

logiciel d'exploration hémodynamique Notocord.

Le systeme de ventilation utilis¢ était le FlexiVent (Scireq), qui comprend un ventilateur
animal asservi a un ordinateur et un systeme de recueil des parametres physiologiques
respiratoires en VM. Le ventilateur se composait d’un cylindre coulissant dans un piston et de
deux valves, inspiratoire et expiratoire. Il était connecté via un amplificateur de signal a un
logiciel de recueil et d’analyse des résultats en temps réel. Les paramétres de ventilation
(mode ventilatoire, fréquence respiratoire, temps inspiratoire, pause télé-inspiratoire et
expiratoire, Vt) était réglés sur ’ordinateur. Les pressions dans les voies aériennes, les débits

et les volumes (réglés et délivrés) étaient enregistrés en continu. Le ventilateur permettait
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I’application d’une PEP. Pour D’estimation des parametres de mécanique respiratoire, le
systeme interrompait briecvement la ventilation pour appliquer un signal test (perturbation).

Plusieurs perturbations étaient utilisées :

- capacité pulmonaire totale: insufflation lente (3 secondes) suivie d'un plateau télé-

inspiratoire de 3 secondes a pression constante (30cmH,0),

- capture (snapshot): perturbation oscillatoire sinusoidale de courte durée (1,2s), a
fréquence (150/min) et a volume (10ml/kg) déterminés permettant une estimation de

résistance et de compliance dite dynamique,

- oscillation forcée basse fréquence: application de multiples oscillations sinusoidales
a faible volume (3ml/kg) et a différentes fréquences basses (de 0,5 a 20,5 Hz) sur une
durée de 16s, permettant I'estimation de l'impédance du systéme respiratoire ainsi

que des mesures d'¢lastance et de résistance des voies aériennes,

- courbe pression-volume: boucle insufflation-exsufflation a haut volume et a faible
débit, sur 16 secondes, pouvant étre controlée en pression (pression d'insufflation a

30cmH;0) ou en volume (volume 40ml/kg),

- insufflation profonde : insufflation d'un volume de 30 ml/kg sur 0,75 seconde suivie

d'une durée identique d'expiration.
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CHAPITRE 2 - RESULTATS
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2. Voiriot G, Razazi K, Amsellem V, Tran Van Nhieu J, Latiri M, Hervé A, Adnot S,
Mekontso Dessap A, Maitre B. Interleukin-6 exerts lung protective anti-inflammatory and
hemodynamic effects in a double-hit murine acute lung injury. Intensive Care Med

Experimental 2014 (soumis).

3. Voiriot G, Contou D, Tran Van Nhieu J, Amsellem V, Latiri M, Adnot S, Maitre B,
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1. Etude des effets cardio-pulmonaires physiologiques et
génomiques de manceuvres de recrutement alvéolaire dans un

modeéle murin d'agression pulmonaire aigue

Mekontso Dessap A’, Voiriot G*, Zhou T, Marcos E, Dudek SM, Jacobson JR, Machado R,
Adnot S, Brochard L, Maitre B, Garcia JG. Conflicting physiological and genomic
cardiopulmonary effects of recruitment maneuvers in murine acute lung injury. Am J Respir

Cell Mol Biol. 2012 Apr;46(4):541-50. (" co-auteurs)

Objectifs, méthodes et résultats:

La stratégie de VM protectrice a bas Vt utilisée en pratique clinique courante (123) peut
exercer des effets déléteres, car le Vt bas promeut les phénoménes d'atélectasie (135) ou
dérecrutement et d'ouverture/fermeture des alvéoles, qui peuvent aggraver les Iésions
pulmonaires (134,275). Comme nous l'avons vu dans l'introduction, l'utilisation de
manceuvres de recrutement alvéolaire consistant en des insufflations profondes répétées, a
montré des bénéfices en terme d'oxygénation et de mécanique ventilatoire chez 1'humain
(136,144-1406).

Mais des données suggéraient aussi que les manceuvres de recrutement exercaient des effets
cardiovasculaires déléteres. En effet, une manceuvre d'insufflation profonde, a objectif de
volume ou de pression, induit une augmentation des pressions intrathoracique et
transpulmonaire, avec risque de surdistension. Il en résulterait une baisse du remplissage du
ventricule droit donc de sa pré-charge et des phénomenes de compression extrinseque et
d'étirement des vaisseaux intra-alvéolaires majorant les résistances vasculaires pulmonaires.
Les conséquences immédiates décrites chez 1'homme et chez l'animal sont une dilatation
ventriculaire droite, une baisse du débit cardiaque et une hypotension artérielle systémique

(138,276-278). Ces effets cardiovasculaires déléteres ont ¢été montrés transitoires,
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disparaissant dans les minutes suivant la manceuvre, et limités par l'expansion volémique
(277,278). Cependant, les effets de la répétition cyclique de ce stress mécanique sur la
vascularisation pulmonaire étaient méconnus. Des données déja anciennes suggéraient une
vulnérabilit¢ des CEMP a un étirement cyclique "exagéré". Ainsi, dans des modeles
cellulaires tentant de reproduire les conditions de la ventilation a haut Vt, considérée a
'extréme comme une ventilation avec manceuvre de recrutement en 1/1, le stress mécanique
cyclique avait ét¢ montré inducteur d'apoptose (279), de perméabilité endothéliale accrue
(280,281) et de sécrétion majorée de chimiokines attractantes des PNN (282). Nous avons
ainsi ¢laboré 1'hypothése selon laquelle les manceuvres de recrutement exergaient des effets
favorables sur la mécanique ventilatoire et I'hématose d'une part mais défavorables sur la
microvascularisation pulmonaire d'autre part.
Pour explorer cette hypothese, nous avons choisi une manceuvre de recrutement décrite chez
la souris (140). Nous l'avons utilisée dans le mod¢ele two hit sus-décrit. La VM durait 5
heures. Quatre groupes étaient constitués, selon que les animaux étaient soumis ou non a
l'inhalation de LPS et aux manceuvres de recrutement. D'abord, nous avons exploré la
mécanique ventilatoire et I'hémodynamique ventriculaire droite avant le sacrifice. Ensuite
nous avons étudié l'inflammation et le dommage parenchymateux pulmonaire. Enfin, nous
avons analysé le transcriptome au niveau pulmonaire et cardiaque.
Notre objectif était de décrire l'existence d'une dysfonction vasculaire pulmonaire associée a
l'utilisation de manceuvres de recrutement alvéolaire, et de tenter d'en préciser les
mécanismes.
Nous avons pu établir que:

- l'utilisation de manceuvres de recrutement améliorait les échanges gazeux (moindre

PaCQO;), limitait la dégradation de la mécanique ventilatoire sur la période de

ventilation, mais ne limitait ni le dommage parenchymateux ni I'eedéme,
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- l'utilisation de manceuvres de recrutement chez les animaux exposés au LPS ne limitait
pas l'inflammation pulmonaire mais au contraire majorait certains biomarqueurs
circulants de I"inflammation (classe des IL-6),

- l'utilisation de manceuvres de recrutement chez les animaux exposés ou non exposés
au LPS était responsable d'une augmentation des résistances pulmonaires totales;
l'analyse transcriptomique pulmonaire montrait une dysrégulation de groupes de genes
impliqués dans les principaux mécanismes régissant la dysfonction endothéliale
pulmonaire (perméabilité endothéliale, tonus vasculaire, thrombose microvasculaire et
remodelage) chez les animaux exposés au LPS.

- l'utilisation de manceuvres de recrutement chez les animaux exposés au LPS était
associée a une dysrégulation de groupes de geénes impliqués dans la réponse
inflammatoire, I'apoptose et I'architecture membranaire au niveau ventriculaire droit.

Notre travail montre que les manceuvres de recrutement utilisées au cours de ' ARDS ont des
effets bénéfiques, portant sur la mécanique ventilatoire et 'hématose, mais pourraient exercer
par ailleurs des effets néfastes a type de dysfonction vasculaire pulmonaire. Ce travail illustre
les inconvénients d'une stratégie ventilatoire guidée par un seul bénéfice fonctionnel ou de
I'hématose, dans l'ignorance par ailleurs d'éventuels effets biologiques déléteres, notamment

microvasculaires.
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Conflicting Physiological and Genomic Cardiopulmonary
Effects of Recruitment Maneuvers in Murine Acute

Lung Injury

Armand Mekontso Dessap’23*, Guillaume Voiriot'?*, Tong Zhou#*, Elisabeth Marcos’?,
Steven M. Dudek? Jeff R. Jacobson* Roberto Machado# Serge Adnot'?, Laurent Brochard>,

Bernard Maitre'23, and Joe G. N. Garcia*

TINSERM, Unité U955 (Institut Mondor de Recherche Biomédicale), Créteil, France; 2Université Paris Est Créteil Val de Marne, Faculté de Médecine,
Créteil, France; 2AP-HP, Groupe Henri Mondor-Albert Chenevier, Service de Réanimation Médicale, Créteil, France; 4Institute for Personalized
Respiratory Medicine, Section of Pulmonary, Critical Care, Sleep and Allergy, University of lllinois at Chicago, Chicago, lllinois; and *Intensive Care
Unit, Geneva University Hospital, and Geneva University, Geneva, Switzerland

Low tidal volume ventilation, although promoting atelectasis, is
a protective strategy against ventilator-induced lung injury. Deep
inflation (DI) recruitment maneuvers restore lung volumes, but
potentially compromise lung parenchymal and vascular function via
repetitive overdistention. Our objective was to examine cardiopul-
monary physiological and transcriptional consequences of recruit-
ment maneuvers. C57/BL6 mice challenged with either PBS or LPS via
aspiration were placed on mechanical ventilation (5 h) using low tidal
volume inflation (TI; 8 nl/g) alone orin combination with intermittent
DIs (0.75 ml twice/min). Lung mechanics during Tl ventilation signif-
icantly deteriorated, as assessed by forced oscillation technique and
pressure-volume curves. DI mitigated the Tl-induced alterations in
lung mechanics, butinduced a significant rise in right ventricle systolic
pressures and pulmonary vascular resistances, especially in LPS-
challenged animals. In addition, DI exacerbated the LPS-induced
genome-wide lung inflammatory transcriptome, with prominent
dysregulation of a gene cluster involving vascular processes, as well
as increases in cytokine concentrations in bronchoalveolar lavage
fluid and plasma. Gene ontology analyses of right ventricular tissue
expression profiles also identified inflammatory signatures, as well
as apoptosis and membrane organization ontologies, as potential
elements in the response to acute pressure overload. Our results,
although confirming the improvement in lung mechanics offered
by DI, highlight a detrimental impact in sustaining inflammatory re-
sponse and exacerbating lung vascular dysfunction, events contribut-
ing to increases in right ventricle afterload. These novel insights
should be integrated into the clinical assessment of the risk/benefit
of recruitment maneuver strategies.

Keywords: mechanical ventilation; microarray; pulmonary hyperten-
sion; right ventricle; acute lung injury

Studies demonstrating lower mortality rates in patients with
acute lung injury (ALT) and acute respiratory distress syndrome
(ARDS) receiving low tidal volume ventilation (1, 2) have
resulted in adoption of these ventilation guidelines in clinical
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practice (3). However, low tidal volume ventilation also pro-
motes atelectasis (4), with the potential to worsen lung injury
through local alveolar hypoxia, increases in lung permeability
(5), and lung inflammation (6). Local intrapulmonary shear
forces generated during repeated reopening of atelectatic
alveoli may also accelerate injury (7). Deep inflation (DI) re-
cruitment maneuvers have been proposed as a means of peri-
odically reopening regions of atelectasis. Experimental and
clinical studies have demonstrated improvement in oxygena-
tion, ventilation, and lung mechanical function after DI, without
evidence of lung injury (8, 9). However, several adverse cardio-
vascular effects have been noted with lung recruitment maneu-
vers, with both high intrathoracic pressures (potentially leading
to a decrease in systemic venous return) and high transpulmo-
nary pressures (with the potential for increases in right ventric-
ular afterload via compression and stretch of small alveolar
vessels) (10-12). Although preload effects may be easily miti-
gated by fluid loading (12), DI-induced afterload effects may
prompt right ventricular compromise (13, 14).

As pulmonary vascular dysfunction has been recognized as
common during ALI and independently associated with poor
outcomes (15), the aim of the present work was to examine
the physiological and genomic effects of DI on lung mechanics
and right ventricle function. Using a murine model of lung in-
jury with prolonged low tidal volume mechanical ventilation, we
assessed physiological and genomic cardiopulmonary responses
to DI and performed multianalyte profiling of cytokines, che-
mokines, and markers of endothelial injury in plasma and bron-
choalveolar lavage (BAL) fluid. Some of the results of this study
have been previously reported in the form of an abstract (16).

MATERIALS AND METHODS

Additional details on the methods are provided in the online supplement.

Animal Protocol

Male C57BL/6 mice, weighing 20-30 g, were anesthetized with inhaled
5% isoflurane (Abbott, Rungis, France), and aspirated a 50-pl volume
instillate (consisting of PBS or 4 wg/g of Escherichia coli LPS, O55:B5;
Sigma-Aldrich, Chimie, Lyon, France) into the lower respiratory tract
(17). After oropharyngeal aspiration, the mice were returned to their
cages for 18 hours, then were reanesthetized and intubated for mechan-
ical ventilation (see online supplement for details).

Mechanical Ventilation

Mice were ventilated in the supine position using humidified gas, by means
of a computer-driven small-animal ventilator (flexiVent; Scireq, Mon-
treal, PQ, Canada) as follows: tidal volume, 8 wl/g of body weight; re-
spiratory rate, 180/min; end-expiratory pressure, 3 cm H,O; and Fip,, 1
(18). Mechanical ventilation lasted 5 hours with continuous anesthesia,
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muscle paralysis, a body temperature maintained at 36.5°C, and regular
intraperitoneal warm fluid boluses (see online supplement for details).

Experimental Design

The experimental design included four groups: PBS + TI (PBS aspi-
ration followed by mechanical ventilation with tidal inflations only);
PBS + DI (PBS aspiration followed by mechanical ventilation with
intermittent DI); LPS + TI (LPS aspiration followed by mechanical
ventilation with tidal inflations only); and LPS + DI (LPS aspiration
followed by mechanical ventilation with intermittent DI). DI maneu-
vers were supplied by the flexiVent ventilator (see online supplement
for details) as a volume of 0.75 ml delivered twice per minute, as this
recruitment strategy was previously shown to safely improve lung me-
chanics during a 2-hour ventilation protocol in a murine model while
conferring protection from biotrauma (8).

Respiratory Mechanics

Forced oscillation techniques (FOTs) were assessed at initiation of me-
chanical ventilation (before and after volume history standardization),
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and then repeated hourly, for calculation of respiratory system dynamic
resistance, elastance, and compliance (single-frequency FOT data), as
well as airway Newtonian resistance, tissue damping, and tissue ela-
stance (low-frequency FOT data) (19, 20). In addition, quasistatic com-
pliance of the respiratory system was evaluated from a continuous
pressure—volume curve performed at start and end of mechanical ven-
tilation (see online supplement for details).

Hemodynamic Explorations

Before the end of the timed ventilator protocol, mice underwent hemody-
namic explorations. Right ventricular systolic pressure was measured during
a short respiratory pause via jugular catheterization with an ultraminiature
1.4 F high-fidelity pressure transducer catheter, and cardiac output was mea-
sured by the transpulmonary thermodilution technique (21) (see online sup-
plement for details). Total pulmonary vascular resistances were calculated as
the ratio of right ventricular systolic pressure to cardiac output.

Specimen Collection

After hemodynamic measurements, arterial blood was obtained via ca-
rotid puncture for determination of blood gases and subsequent

:
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Figure 1. Airway pressures monitoring and single-frequency forced oscillation technique (FOT) results during 5 hours of mechanical ventilation
using tidal inflations (Tls) or deep inflations (DlIs) in mice after PBS or LPS aspiration. The depicted nomenclature of a, b, ¢, d, e, and f denote
a Bonferroni-corrected P value less than 0.05 for the Mann-Whitney pairwise comparisons (after Kruskal Wallis test): PBS + Tl versus PBS + DI, PBS + Tl
versus LPS + TI, PBS + Tl versus LPS + DI, PBS + DI versus LPS + Tl, PBS + Dl versus LPD + DI, and LPS + Tl versus LPS + DI, respectively. Triangles and
inverted triangles denote significant increase and decrease, respectively (as compared with HO_after volume history standardization) with Bonferroni-
corrected P value less than 0.05 for pairwise Wilcoxon (after Friedman'’s test) (n = 6-9 animals per group). HO_before VHS denotes experiment start
before volume history standardization. HO_after VHS denotes experiment start after volume history standardization.
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measurement of cytokines, chemokines, and markers of endothelial in-
jury using mouse multianalyte cytokine kits (see online supplement for
details). Cardiac right and left ventricles, as well as right lower lobe of
the lung, were harvested, quick frozen in liquid nitrogen, and stored at
—80°C (see online supplement for details). The remaining lung was
lavaged with four separate 0.5-ml aliquots of saline at 20°C and under-
went fixation (4% paraformaldehyde) and paraffin embedding.

BAL

The total cell count was determined for a fresh fluid specimen using a Malas-
sez hemocytometer. BAL fluid was centrifuged (1,600 rpm, 7 min, 4°C),
and cell-free supernatants were stored at —80°C for subsequent assessment
of protein content and multianalyte cytokine and chemokine concentra-
tions (see online supplement for details).

Histological Analysis

Lung sections of 5-wm thickness were cut and stained with hematoxylin
and eosin. True-color, high-resolution digital images were obtained
from stained slides using an Aperio ScanScope CS scanner (Aperio,
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Vista, CA) with a 20X scanning magnification. The degree of lung
edema and vascular congestion were blindly determined using a high-
speed automated whole-slide quantitative image analysis tool (Genie
histology pattern recognition, ImageScope version 6.25 software;
Aperio) (see online supplement for details) (22).

RNA Isolation and Transcript Analysis

We extracted total RNA from frozen tissues (three to four animals per
group) with a combined protocol using TRIzol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA) and the RNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA), as previ-
ously described (23, 24). We used total RNA (5 wg) to synthesize
double-stranded cDNA, then biotin-labeled antisense cRNA which
was fragmented and hybridized to the Affymetrix Mouse Genome
430 2.0 Array (containing ~34,000 genes; Affymetrix, Santa Clara,
CA) (see online supplement for details).

Oligonucleotide Array Analysis

After quality evaluation (25, 26), arrays were normalized and processed
using the Bioconductor “GCRMA” package (http://www.bioconductor.
org). To identify differentially expressed genes, we conducted pairwise
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Figure 2. Low-frequency FOT results and pressure-volume curve data before and during 5 hours of mechanical ventilation using Tls or Dls in mice after PBS
or LPS aspiration. a, b, ¢, d, e, and f denote a Bonferroni-corrected P value less than 0.05 for the Mann-Whitney pairwise comparisons (after Kruskal Wallis
test): PBS + Tl versus PBS + DI, PBS + Tl versus LPS + TI, PBS + Tl versus LPS + DI, PBS + DI versus LPS + TI, PBS + DI versus LPD + DI, and LPS + Tl versus
LPS + DI, respectively. Triangles and inverted triangles denote significant increase and decrease, respectively (as compared with HO_after volume history
standardization) with Bonferroni-corrected P value less than 0.05 for pairwise Wilcoxon (after Friedman’s test) (n = 6-9 animals per group). HO_before VHS
denotes experiment start before volume history standardization. HO_after VHS denotes experiment start after volume history standardization.
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comparisons using Significance Analysis of Microarrays (27) (see online
supplement for details).

Identification of Gene Ontology Categories and Pathways
Enriched with Dysregulated Genes

The lists of dysregulated genes were imported into Database for Annota-
tion, Visualization and Integrated Discovery (DAVID; http://david.abcc.
nciferf.gov/) (28). The genes in these lists were mapped to DAVID iden-
tifiers, and then functionally annotated using the DAVID default gene
ontology categories and pathways (see online supplement for details).

Quantitative RT-PCR

Quantification of selected transcripts was performed by TagMan real-
time RT-PCR assays using a CFX384 Rea-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, Hercules, CA) (see online supplement for details).

Statistical Analysis of Nonmicroarray Data

The data were analyzed using the SPSS Base 13.0 statistical software pack-
age (SPSS Inc., Chicago, IL). Continuous data were expressed as median
(first through third quartiles), unless otherwise stated. Independent sam-
ples were compared using the Kruskal-Wallis test followed by pairwise
Mann-Whitney test. Related samples were compared using the Friedman
test followed by pairwise Wilcoxon test (with Bonferroni correction). Cat-
egorical variables, expressed as percentages, were evaluated using the chi-
square test or Fisher exact test. Two-tailed P values smaller than 0.05
were considered significant.

RESULTS

Effect of DI on Respiratory and Hemodynamic Parameters

Results of respiratory monitoring, FOT, and pressure-volume
curves are displayed in Figures 1 and 2. Manual adjustment for
a delivered tidal volume of 8 pl/g of body weight resulted in a con-
stant minute ventilation throughout the experiment in all groups.
At initiation of mechanical ventilation, animals challenged with
LPS exhibited higher values of dynamic elastance, tissue damping,
and tissue elastance as compared with those having received PBS.
This difference partially persisted after volume history standardi-
zation and during mechanical ventilation. Mechanical ventilation
with TI was associated with a progressive and major increase in
airway pressures, dynamic elastance, tissue damping, and tissue

elastance, whereas dynamic compliance and quasistatic compliance
decreased, with each change significantly mitigated in groups re-
ceiving DI. Arterial blood gas analysis, BAL data, and quantitative
histological assessment at the end of the ventilation protocol are
reported in Table 1. LPS challenge was associated with an increase
in BAL fluid cell count, as well as histological evidence of increased
lung edema and vascular congestion.

Hemodynamic data at the end of the ventilation protocol are re-
ported in Table 2, with heart rates and cardiac outputs comparable
among groups. Right ventricular systolic pressure and total pulmo-
nary vascular resistances were increased in all groups as compared
with the PBS + TI group, with the highest values observed in the
LPS + DI group.

Effect of DI on Genomic Parameters

The gene-filtering parameters of significance analysis of microarray
and the number of dysregulated genes in lung and heart tissues
identified by pairwise comparisons (PBS + TI as reference group)
are summarized in Table El in the online supplement. Lung gene
expression profiling showed robust differential expression for both
LPS + TI (660 genes) and LPS + DI (1,697 genes). Gene expres-
sion profiles were not significantly different between PBS + DI
group and the PBS + TI reference group, suggesting the absence
of prominent effects of DI in the absence of lung injury. Clustered
heat maps revealed that most dysregulated lung genes from
LPS + TI animals were also dysregulated in LPS + DI animals
(Figure 3), with gene ontology and pathway functional annota-
tion clustering revealing significant overlap. Among the top 10
common enriched clusters were clusters involving inflammatory
responses, chemotaxis, cell migration, microsomes, extracellular
matrix, and carbohydrate binding (Figure 4). Interestingly, a
unique dysregulated cluster significantly enriched in LPS + DI
lungs (rank 3), but not by LPS + TI involved genes related to
vascular processes (Figure 4 and Figure E1). For example, genes
involved in the vascular smooth muscle contraction pathway were
significantly dysregulated in LPS + DI lungs, but not by LPS + TI
(Figure E2). The fold change levels in gene expression for se-
lected, significantly dysregulated genes by LPS + DI involved in
lung inflammation and lung vascular dysfunction (endothelial in-
jury, microvascular thrombosis, vascular tone and remodeling) are
displayed in Figure SA. Genome-wide expression profiling results

TABLE 1. ARTERIAL BLOOD GASES, BRONCHOALVEOLAR LAVAGE DATA, AND HISTOLOGICAL ANALYSIS AT THE END OF 5 HOURS OF
MECHANICAL VENTILATION USING TIDAL INFLATIONS OR DEEP INFLATIONS IN MICE THAT UNDERWENT PBS OR LPS ASPIRATION

PBS + TI

PBS + DI

LPS + TI LPS + DI

Arterial blood gases
Pao,/Fio, 289 (270-394)
pH 7.19 (7.15-7.30)

306 (265-339)
7.34 (7.29-7.41)*

268 (205-296)
7.17 (7.07-7.22)"

283 (274-339)
7.24 (7.16-7.32)

Paco,, mm Hg 34 (23-40) 22 (21-30) 34 (31-48)1 20 (13-24)*
HCO3~, mmol/L 13.0 (11.3-14.0) 13.2 (9.9-15.1) 12.5 (11.0-14.5) 9.1 (4.9-11.4)
Lactates, mmol/L 2.5(2.3-2.7) 2.6 (2.5-3.0) 2.8 (2.4-3.0) 3.2 (2.7-4.1)

Bronchoalveolar lavage

Cell count, cell/pl® 380 (105-845)

1,080 (535-1225)

2,255 (2005-2815)** 2,430 (2,047-2,800)*"

Protein concentration, pug/ml 88 (22-145) 63 (18-185) 134 (120-233)* 250 (150-470)**
Lung histology

Lung edema, % surface 45 (43-47) 43 (41-48) 50 (46-52)" 49 (46-50)*"

Vascular congestion, % surface 75 (73-76) 74 (73-75) 79 (77-80) ** 79 (77-80)* "

Déefinition of abbreviations: DI, deep inflations; Paco,, arterial carbon dioxide tension; PaO,/Fio,, ratio of arterial oxygen tension and fraction of inspired oxygen fraction;

T, tidal inflations.
Data are median (25th-75th percentile); n = 7-13 animals/group.

* P value < 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to PBS + TI.
TP value < 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to PBS + DI.
* P value < 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to LPS + TI.
§ Differential cell count was performed in a limited number of animals and showed a predominance of polymorphonuclear neutrophils (>80% of total cells) in all groups.
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TABLE 2. HEMODYNAMIC DATA AT THE END OF FIVE HOURS OF MECHANICAL VENTILATION USING TIDAL INFLATIONS
OR DEEP INFLATIONS IN MICE THAT UNDERWENT PBS OR LPS ASPIRATION

PBS + TI

PBS + DI LPS + TI LPS + DI

Heart rate, bpm

Right ventricular systolic pressure, mm Hg
Cardiac output, ml/min

Total pulmonary resistance, mm Hg - min/ml

540 (535-570)
27 (24-29)
23 (21-30)
1.06 (0.90-1.36)

530 (503-563)
35 (31-40)*
19 (18-31)
1.84 (1.25-2.09)*

550 (500-580)
37 (35-38)*
25 (18-29)
1.48 (1.24-1.97)*

530 (515-573)
49 (46-54)*1*
22 (17-26)

2.43 (2.32-2.51)* 14

Definition of abbreviations: DI, deep inflations; Tl, tidal inflations.

Data are median (25th-75th percentile); n = 9 to 13 animals per group.

* P value < 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to PBS + TI.
TP value < 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to PBS + DI.
* P value < 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to LPS + TI.

were validated by quantitative RT-PCR (Figure 5B). In addition,
the angiopoietin-2:angiopoietin-1 gene expression ratio, a metric
for vascular dysfunction, was significantly increased only in the
LPS + DI group (Figure 5C) when compared with the PBS + TI
group.

Similar to lung expression profiles, right ventricle gene expression
analysis showed differential expression in both LPS + TI and LPS +
DI mice, whereas PBS + DI had no significant impact. Gene on-
tology and pathway functional annotation clustering revealed little
overlap between dysregulated terms in right ventricles from LPS +
TI and LPS + DI groups, with only two common enriched clusters
among the top 10 (extracellular matrix and platelet-derived growth
factor binding). Clusters enriched by genes dysregulated in right
ventricles from LPS + DI animals, but not enriched by LPS +
TI, involved the acute inflammatory response, apoptosis, and
membrane organization (Figure E3). Unlike lung and right ven-
tricle gene expression, left ventricle gene expression profiling

A B
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_

displayed significant dysregulation in PBS + DI-exposed mice
as well as LPS + TI and LPS + DI animals, with three top-10
enriched gene ontology and pathway clusters shared by PBS +
DI- and LPS + TI-challenged mice (mitochondria/cellular
respiration, nucleotide binding, and contractile apparatus) (Fig-
ure E4).

Effect of DI on Indices of Lung and Systemic Inflammation

Predictably, BAL concentrations for the vast majority of
cytokines/chemokines assayed (25 out of 27) were significantly
increased in LPS-challenged mice (as compared with PBS +
TI), with equivalent fold changes observed in LPS + TI and
LPS + DI mice (Figure 6A). The concentrations of 10 out of 27
cytokines/chemokines, as well as all four endothelial markers
assayed in plasma, were significantly increased in LPS-challenged
mice (compared with PBS + TI). For these 14 differentially

Figure 3. Expression pattern of
dysregulated lung genes in
mice exposed to mechanical
ventilation using Tls or Dls after
PBS or LPS aspiration. The ex-
pression levels of dysregulated
lung genes identified using sig-
nificance analysis of microar-
rays for LPS + DI versus PBS +
Tl comparison (A) and for LPS +
Tl versus PBS + Tl comparison
(B) are displayed by hierarchical
clustering (using Bioconductor).
Sample clustering is displayed at
the top; gene clusters are dis-
played on the left; blue, white,
and red represent expression
levels below, at, and above
mean level, respectively.
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Figure 4. Top 10 clusters of gene ontology categories and pathways
enriched by genes dysregulated by LPS + DI (using PBS + Tl as the
reference group) in lungs. Groups were compared using significance
analysis of microarray (LPS + DI versus PBS + Tl and LPS + TI versus
PBS + TI), and the lists of dysregulated genes were explored by Data-
base for Annotation, Visualization and Integrated Discovery functional
annotation clustering to assess significance of gene-term enrichment.
Bars represent the log-transformed enrichment P value (modified Fischer’s
exact test) of each category for the LPS + DI versus PBS + Tl compar-
ison (dark gray) and for the LPS + Tl versus PBS + TI comparison (light
gray). The top 10 clusters are those with the highest enrichment score
(calculated as the geometric mean of the enrichment P values of all
categories within the cluster) for the LPS + DI versus PBS + Tl com-
parison. The vertical dashed line represents the 0.05 significance thresh-
old. Tl, ventilation with Tls only.

expressed proteins, equivalent fold changes were observed in
LPS + TI and LPS + DI for 11 proteins, with significantly higher
fold changes with LPS + DI as compared with LPS + TI for
leukemia inhibitory factor, IL-6, and total plasminogen activator
inhibitor-1 levels (Figure 6B).

DISCUSSION

In the setting of modest positive end-expiratory pressure (PEEP)
and low tidal volume ventilation, we examined the effects of pro-
longed ventilation with intermittent DI delivery on lung mechan-
ics, right ventricle hemodynamics, and cardiopulmonary gene
expression in mice with or without prior lung injury. DI maneuvers
significantly alleviated lung mechanic alterations produced by low
tidal volume ventilation. However, these benefits were accompa-
nied by increases in right ventricle pressures and total pulmonary
vascular resistances, especially in the setting of LPS-induced lung
injury. Genome-wide expression profiling provided compelling
corroborative evidence that DI strategies produce vascular dys-
function and sustained inflammation in LPS-challenged lungs.

After LPS aspiration, mice exhibited higher values of dy-
namic elastance, tissue damping, and tissue elastance as com-
pared with those having received PBS, and this difference
partially persisted after volume history standardization and dur-
ing mechanical ventilation. The alteration of mechanical proper-
ties of the lung after LPS aspiration is in line with previous
reports (29) and consistent with the inflammatory changes even-
tually observed in tissues (gene expression by microarray) and
BAL fluid (cell count and cytokine concentrations). Consistent
with its potential to prevent alveolar derecruitment, DI resulted
in more effective ventilation, as shown by the trend toward
lower Paco, values in animals receiving DI, despite all groups
being matched to the same total minute ventilation. Mechanical
ventilation with TT was associated with a dramatic impairment
in resistive and elastic properties of lung tissue in both PBS- and
LPS-challenged mice, which were significantly mitigated by the
use of DI. In particular, DI reduced the striking increase in
tissue damping and tissue elastance observed with TI ventila-
tion. These findings are in line with previous reports highlight-
ing a progressive alteration of lung mechanics during low tidal
volume ventilation in mice, which can be attributed to atelec-
tasis and prevented by DI (8).

Despite their beneficial effect on lung mechanics, DI maneu-
vers were associated with significant increases in right ventricle
systolic pressure and total pulmonary vascular resistances, espe-
cially in LPS-challenged animals. We interpret these findings to
be in accordance with previous experimental and clinical studies
showing an increase in right ventricle afterload during recruitment
maneuvers (10-13, 30). Although a normal right ventricle (RV)
could not theoretically generate very high pressures in an acute
setting, the time constant of RV adaptation to increased afterload
is not well known, and mild RV hypertrophy has been described
after several hours of hypoxemic respiratory failure in patients
free of any underlying pathological conditions (31). We attempted
to determine molecular signatures that describe the effects of
LPS-induced lung injury and those of mechanical ventilation with
DI by performing extensive expression profiling of lung and car-
diac tissues. Interestingly, a cluster involving the lung vasculature
was enriched in genes dysregulated by LPS + DI, but not in those
dysregulated by LPS + TI, highlighting the potential involvement
of lung vascular dysfunction in the rise in right ventricle pressures
observed in LPS + DI mice. Several genes implicated in endo-
thelial injury, vascular tone, vascular remodeling, and microvas-
cular thrombosis were highly dysregulated in LPS + DI lungs. Of
note, the ratio of angiopioetin-2 to angiopoietin-1 gene expression
was significantly increased in the LPS + DI group as compared
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with PBS + TI. Angiopoietin-1 and -2 are vascular growth factors
that classically act in an agonist/antagonist manner on the endo-
thelial tyrosine kinase receptor to influence integrity and function
of the vascular endothelium, particularly with regard to lung vas-
cular permeability (32). The ratio of angiopioetin-2 to -1 plasma
concentrations has been recently proposed as a marker of endo-
thelial injury and validated as a predictor of mortality in patients
with ALI (33).

Our findings of deleterious effects of DI on pulmonary vas-
cular and right ventricular function may seem in contradiction
to a previous report by Duggan and colleagues (34) that recruit-
ment maneuvers reversed vascular leak and right ventricular
failure caused by atelectasis. Several differences between the
two studies may explain the dissimilar results (34). First, this
study used a model of uninjured rat lungs ventilated for a shorter
period (2.5 h), a strategy that may minimize lesions associated
with the repetition of overdistention and vascular stretch with
DI. Our studies used a murine model of lung injury with pro-
longed ventilation (5 h) to mimic the human condition where
patients with ALI/ARDS exhibit significant lung injury and are
typically ventilated for several days. During prolonged ventila-
tion, the benefits of recruitment may be outweighed by cumu-
lative damage from excessive overdistention. High tidal volume
ventilation, which is an extreme case of delivering DI with every
breath, has been known for several decades to be injurious to
the lung (35-37). Our study suggests that frequency of high tidal
ventilation required to induce vascular injury is much lower
than might previously have been thought. A second difference
in these two studies is the ventilation of the rat control group
with zero PEEP (a strategy known to be injurious because of
cyclic opening and closing of pulmonary units), whereas our
murine studies used moderate PEEP (3 cm H,O) in all groups.
A third key difference is the nature of strategies used for re-
cruitment of atelectatic lung. Clearly, a variety of strategies may
accomplish this, including application of high PEEP (38, 39).
For lung recruitment, the rat studies applied 2 cm H,O PEEP

Array

PCR

throughout the ventilatory protocol, with intermittent increases
to 8 cm H,O, whereas we employed DI. Whether the use of
such PEEP levels in our model would have effects that differed
from those of DI warrants further examination.

This is the first study to explore right and left heart gene ex-
pression in a model of ALI. We identified ontology clusters
enriched by right ventricle genes dysregulated in LPS + DI
animals, but not enriched by LPS + TI that involved genes
associated with acute inflammatory responses, apoptosis, and
membrane organization. Given that the LPS + DI group
exhibited the highest values of right ventricle systolic pressures,
these three pathways are likely involved in the cardiac tran-
scriptional response to acute pulmonary hypertension. Consis-
tent with this notion, a recent study assessing right ventricle
gene expression in a rat model of pulmonary embolism with
pulmonary hypertension found a robust inflammatory response
within the right ventricle tissue (40). In our study, transcriptional
changes in the left ventricle shared four major gene ontology
clusters that involved the mitochondrion/cellular respiration,
ATP binding, catabolic processes, and sarcomere, findings very
similar to the transcriptional changes in energy metabolism and
contractile-related genes identified as key elements of sepsis-
induced myocardial depression (41).

Although extrapolation of experimental findings to the human
condition should obviously be undertaken with significant caution,
our study provides several potentially important clinical implica-
tions. First, our results may discourage the systematic use of fre-
quent lung recruitment maneuvers during prolonged ventilation,
although the range of volumes used for DIs in our experimental
model, as well as murine chest wall properties, are very different
from the clinical scenario. Lung recruitment maneuvers have been
proposed for use during anesthesia and after surgery for atelectasis
prevention, as well as in patients with ARDS to reverse lung at-
electasis. To date, these maneuvers have not been proven to sig-
nificantly decrease overall morbidity or mortality (42). Second,
our data also clearly display an existing discrepancy between



548 AMERICAN JOURNAL OF RESPIRATORY CELL AND MOLECULAR BIOLOGY VOL 46 2012
A Th1 related
IL-2
MIG  — *
TNF-a | ¥
IL-12(p70) 3
IFN-g N
RANTES - 1
Th2 related
IL-5
IL-4 o ¥
IL-9 e > .
113 5 Figure 6. Fold changes in con-
Eotaxin = * centrations of various cytokines,
7 ang 'H? . chemokines, and endothelium
an gracgcé; B markers in bronchoalveolar lavage
LF = (A) and plasma (B) by multia-
L6 = nalyte assay for LPS + DI versus
"‘"_12 . PBS + TI (dark gray) and LPS +
MCP-1 - Tl versus PBS + TI (light gray)
IL-1a — " comparisons. *P < 0.05 (Mann-
GMS; - . Withney test after Kruskal-Wallis
G-C—SF ) test) as compared with PBS +
Macrophage related TI; #p < 0.05 (Mann-Whitney
M-CSF o * test after Kruskal-Wallis test) as
MIP-1b = .
MIP-2 3 OLPS+TI/ PBS+TI fold change compared with LPS + T" G'C,SF'
ke = BLPS+DI/ PBS+TI fold change granulocyte  colony-stimulating
MIP-1a ‘ =" ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ~ factor; GM-CSF, granulocyte/
0 10 20 30 40 50 60 70 8o macrophage colony-stimulating
factor; KC, keratinocyte-derived
B cytokine; LIF, leukemia inhibitory
Tht cytokines factor; M-CSF, macrophage
TNF-a colony-stimulating factor; MCP,
e monocyte chemoattractant pro-
RANTES tein; MIG, monokine induced by
MIG .
Th2 cytokines interferon-y; MIP, macrophage
IL-5 H ine
o mﬂammatory proteln, I‘>AI,‘ Plas-
IL-9 minogen activator inhibitor;
o3 ] . RANTES, regulated upon activa-
17 ang e oyt Ik_-10 | ) tion, normal T cell expressed and
ans ranocyte cytokines .
¢ VEGF | secreted; sICAM, soluble inter-
Mcl'i:; 1 cellular  adhesion  molecule;
IL-17 sVCAM, soluble vascular cell ad-
It:]‘; ] hesion molecule; Th, T helper
GM-CEﬁ: | = Y cell; VEGF, vascular endothelial
IL6 | * 4 growth factor.
G-CSF T -
Macrophage cytokines |
KC
M-CSF
MIP-1b
MIP-1a
MIP-2
Endothelial markers
Total PAI-1 <y
SVCAM-1 OLPS+TI/ PBS+TI fold change
sICAM-1 B PS+DI/PBS+TI fold change
sE-selectin = ‘ - ‘ ‘ ‘ ‘
5 6 8 9 10 1"

physiological and biological lung responses in the context of ALI.
In general, an intervention associated with improvement in lung
mechanics is assumed to produce similar advantageous effects at
the cellular level. Despite clearly beneficial effects on lung
mechanics, DI did not reduce overall lung biotrauma in our
model and, in fact, produced either similar or worsened gene
expression dysregulation compared with LPS + TI-
exposed mice. The increase in BAL and plasma concentration
of various cytokines, chemokines, and endothelial markers was
either similar in these two groups or more aberrant in LPS +
DI-challenged animals, as was the case for leukemia inhibitory
factor, IL-6, and total plasminogen activator inhibitor-1. Our
findings suggest the utility of assessing both physiological and
biological markers to accurately interpret the impact of ventilator
settings in the clinical scenario. These results also demonstrate
the experimental occurrence of pulmonary vascular dysfunction,

even in the context of reduced airway pressures and improved
lung mechanics. It has been reported for several years that, be-
sides the epithelial injury, ARDS is also a disease of the pulmo-
nary circulation (43) that can affect the right ventricle (44),
highlighting the need for an optimal balance between hemody-
namics and respiratory mechanics. A recent study reported that
pulmonary vascular dysfunction (defined as an increase in trans-
pulmonary gradient or pulmonary vascular resistance) is common
in ALI and independently associated with poor outcomes (15). In
the Respiratory Management of Acute lung Injury Study of the
ARDSNetwork (2), patients had a better outcome when using
a low tidal volume, despite significantly worse oxygenation, illus-
trating the risks of looking at a single physiological endpoint of
respiratory function. Our study provides a dramatic example of
improvement in lung mechanical properties being associated with
a significant worsening of vascular function and inflammation.
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In conclusion, we observed a striking deterioration of lung
mechanics in mice subjected to prolonged low tidal volume
ventilation after PBS or LPS aspiration. This deterioration
was remarkably mitigated by DI recruitment maneuvers.
However, in LPS-challenged animals, DI did not attenuate
lung inflammatory transcriptional profile, but rather produced
dysregulation of several vascular genes, resulting in an in-
crease in right ventricle afterload. Gene ontology identified
inflammation, apoptosis, and membrane organization as po-
tential key elements of the right ventricle response to acute
pressure overload, whereas the left ventricle transcriptional
profile often revealed dysregulated genes in energy metabo-
lism, nucleotide binding, and contractile apparatus.
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MATERIAL AND METHODS

Animal protocol

The experiments were performed in accordance with the official regulations of the French
Ministry of Agriculture and the US National Institute of Health guidelines for the experimental
use of animals. Male C57BL/6 mice weighing 20 to 30 g were anesthetized with inhaled 5%
isoflurane (Abbott, Rungis, France), and suspended by their upper incisors from a rubber band on
a 60° incline board. The tongue was gently extended to prevent swallowing, and a 50 uL volume
instillate (consisting of PBS or 4 pg/g of E. coli LPS, 0O55:B5, Sigma-Aldrich Chimie, Lyon,
France) was delivered into the distal part of the oropharynx and aspirated into the lower
respiratory tract (E1). After oropharyngeal aspiration, the mice returned to their cages for 18
hours, then were reanesthetized with intraperitoneal pentobarbital (30 pg/g of body weight,
Hospira, Meudon La Forét, France) followed by continuous 5% isoflurane (Abbott, Rungis,
France). The larynx was surgically exposed and the trachea was intubated orally under direct

vision with a metal cannula (internal diameter of 1 mm, Harvard Apparatus, Les Ulis, France).



The tracheal cannula was properly secured with surgical thread (Ethicon 3-0, Ethicon, Auneau,

France) before connection to mechanical ventilator in order to avoid leaks.

Mechanical ventilation

Mice were ventilated in the supine position using humidified gas (20 mgH,O/L absolute
humidity, MR410 humidifier, Fischer & Paykel Healthcare, Courtaboeuf, France), with a tidal
volume of 8 uL/g of body weight, a respiratory rate of 180/min, 3 ¢cmH,0O end-expiratory
pressure, and FiO, of 1, by means of a computer-driven small-animal ventilator (flexiVent,
Scireq, Montreal, Canada). Because load impedance has been shown to influence ventilator
performance and the resulting delivered tidal volume (E2), the displacement volume of the piston
was manually adjusted on a regular basis to make sure that the delivered tidal volume was 8 pL/g
of body weight. Mechanical ventilation lasted 5 hours with continuous anesthesia maintained by
1% isoflurane and muscle paralysis using intraperitoneal pancuronium at the onset of the
experiment and every two hours (0.8 uL/g of body weight, Organon, Puteaux, France) to ensure
passive mechanical conditions. The body temperature was monitored using a rectal probe and
was maintained at 36.5 °C with a blanket connected to a homeothermic regulator (Homeo-blanket
system 50-7221F, Harvard Apparatus, Les Ulis, France). Mice received intraperitoneal warm
fluid boluses (5% dextrose with 9 g/l NaCl) at the onset of the experiment (20 puL/g of body

weight) and every hour (10 uL/g of body weight).

Experimental design
The experimental design included four groups: PBS+TI (PBS aspiration followed by mechanical
ventilation with tidal inflations only), PBS+DI (PBS aspiration followed by mechanical

ventilation with intermittent DI), LPS+TI (LPS aspiration followed by mechanical ventilation
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with tidal inflations only), and LPS+DI (LPS aspiration followed by mechanical ventilation with
intermittent DI). DI maneuvers were delivered by the flexiVent ventilator in a quasi-sinusoidal,
nonsustained, and nonpressure-limited fashion in order to mimic the tidal inflations. A volume of
0.75 mL delivered twice per minute was chosen as this recruitment strategy was previously
shown to safely improve lung mechanics during a 2 hour ventilation protocol in a murine model

while conferring protection from biotrauma (E3).

Respiratory mechanics

Special features of the flexiVent ventilator include a continuous monitoring of airway pressures
and a precision computer-controlled piston that is capable of accurately measuring the delivered
volume (with appropriate corrections for gas compression) and to produce any desired waveform,
allowing respiratory mechanics assessment with the forced oscillation technique (FOT) and
pressure-volume curves (E3). Before each mouse was connected to the ventilator, pressure and
piston displacement calibration data were collected to correct the respiratory mechanics data
(E4). Mice were allowed to stabilize on the ventilator for 5 minutes and were then inflated three
times to a transrespiratory pressure of 30 cmH,0 to establish a standard volume history. FOT
were assessed at initiation of mechanical ventilation (before and after volume history
standardization), and then repeated hourly to capture the time course and the detailed response to
mechanical ventilation. FOT measurements included a 1.2 second, 2.5 Hz single-frequency signal
(SnapShot-150 perturbation) and an eight seconds, broadband low-frequency signal containing
17 mutually prime frequencies between 0.5 and 19.75 Hz (Quick Prime-8 perturbation).
Respiratory system dynamic resistance, elastance, and compliance were calculated in the
flexiVent software by fitting the single frequency FOT data to the single compartment model

(ES). Respiratory system input impedance was calculated from the low frequency FOT data and
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airway Newtonian resistance, tissue damping and tissue elastance were determined by iteratively
fitting the constant-phase model to input impedance (E6). In addition, a continuous pressure-
volume curve (pressure-driven from 3 to 30 cmH,O) was performed at start and end of
mechanical ventilation. The loops were processed by the flexiVent software to fit the Salazar-
Knowles equation and to calculate parametric results, such as the quasi-static compliance of the
respiratory system. Before the end of the timed ventilator protocol, mice underwent

hemodynamic explorations.

Hemodynamic explorations

Through the cervical midline incision, both the right jugular vein and left carotid artery were
isolated using a stereomicroscope (Leica MZ 7.5, Leica Microsystems, Nanterre, France). An
ultra-miniature 1.4F high fidelity pressure transducer catheter (SPR-671, Millar Instruments,
Houston, TX) was inserted into the right jugular vein and advanced into the right ventricle. The
micromanometer was calibrated in vitro electronically and against a column of mercury with the
reference zero level taken at midchest. Right ventricular systolic pressure was measured during a
short respiratory pause with the use of a Gould transducer (Gould, Cleveland, USA) and a
Notocord system (Emka Technologies, Paris, France). Cardiac output was measured by the
transpulmonary thermodilution technique (E7). Briefly, a thermistor microprobe (Fr-1; Columbus
Instruments, Columbus, OH) was inserted into the left carotid artery and advanced to the aortic
arch, where changes in aortic blood temperature were measured. A catheter placed in the right
jugular vein was advanced to the right atrium for rapid bolus injection of 20 pL of saline solution
at 20°C with the use of a constant rate syringe (Hamilton Company, Reno, NV). Cardiac output

was computed in triplicate and averaged, using the Cardiomax-III system (Columbus



Instruments). Total pulmonary vascular resistances were calculated as the ratio of right

ventricular systolic pressure to cardiac output.

Specimen collection

At the end of the timed ventilator protocol and after hemodynamic measurements, arterial blood
was obtained via carotid puncture, using a heparinized needle and syringe, for determination of
blood gases using a GEM Premier 3000 analyser (Instrumentation Laboratory, Lexington, MA,
USA) and subsequent measurement of cytokines, chemokines and markers of endothelial injury
using Bioplex (Bio-Rad, Hercules, CA) and Milliplex (Millipore Corporation, Billerica, MA)
mouse multi-analyte cytokine kits in accordance with manufacturer’s instructions. Immediately
following thoracotomy, the heart was removed and right and left ventricles were carefully
isolated by manual dissection, then immediately quick-frozen in liquid nitrogen and stored at -
80°C. The right lower bronchus was sutured, and the right lower lobe of the lung was removed,
quick-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. The remaining lung was lavaged with four
separate 0.5 mL aliquots of saline at 20°C and then underwent fixation (4% paraformaldehyde)

and paraffin embedding.

Bronchoalveolar lavage

The total cell count was determined for a fresh fluid specimen using a Malassez hemocytometer.
The cell pellet was diluted in saline, and differential cell counts were done on cytocentrifuge
preparations in few animals (Cytospin 3; Shandon Scientific, Cheshire, UK) stained with Diff-
Quick stain (Baxter Diagnostics, McGaw Park, IL). Bronchoalveolar lavage fluid was
centrifuged (1600 rpm, 7 min at 4°C), and cell-free supernatants were stored at —80°C for

subsequent assessment of protein content (using a colorimetric BCA assay, Thermo Scientific,

5



Rockford, IL), and cytokines and chemokines concentrations (using a multi-analyte Bioplex

mouse cytokine kit, Bio-Rad, Hercules, CA) in accordance with manufacturer's instructions.

Histological analysis

Lung sections of 5 um thickness were cut and stained with hematoxylin and eosin. True color
high resolution digital images were obtained from stained slides using an Aperio ScanScope CS
scanner (Aperio, Vista, CA) with a 20x scanning magnification. The degree of lung injury was
blindly determined using a high speed automated whole-slide quantitative image analysis tool
(Genie histology pattern recognition, ImageScope version 6.25 software, Aperio, Vista, CA)
(E8). Briefly, the Genie software was trained to recognize different components of lung structure
(conducting airways, blood vessels, and lung parenchyma). Then positive pixel counts and
colocalization scoring algorithms were used to identify different elements within these
components (air, proteinaceous fluid/hyalines membranes, and cells). After successful training,
quantitative image analysis tools were used to automatically assess the following parameters on
entire lung tissue sections across a large set of slides (n=9 to 12 animals per group): lung edema
(defined as the relative surface occupied by fluid/hyaline membranes within lung parenchyma);

and vascular congestion (defined as the relative surface occupied by cells within vessels).

RNA isolation and transcript analysis

We extracted total RNA from frozen tissues with a combined protocol using TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and the RNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA) as previously described
(E9, 10). For each group, we prepared RNA from the tissues of three to four animals. We used
total RNA (5 pg) to synthesize double-stranded cDNA using the One-Cycle cDNA Synthesis Kit

(Affymetrix, Santa Clara, CA). The cDNA served as a template to synthesize biotin-labeled
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antisense cRNA using an IVT Labeling Kit (Affymetrix). Labeled cRNA was fragmented and
hybridized to the Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Array (containing ~ 34,000 genes), as
described in the Affymetrix GeneChip protocol. Chips were scanned using a GeneChip Scanner

3000 (Affymetrix).

Oligonucleotide array analysis

We evaluated chip quality, including RNA degradation, reverse transcription, CRNA synthesis
and labeling, hybridization, chip washing, and scanning, using GCOS, dChip, and the
Bioconductor Affy package (E11, 12). Arrays were normalized and processed using
Bioconductor “GCRMA” package. To identify differentially expressed genes, we conducted
pairwise comparisons using Significance Analysis of Microarrays (E13). For probe sets
representing the same Entrez Gene [National Center for Biotechnology Information (NCBI)
2008a] or UniGene accession numbers (NCBI 2008¢), we included only the probe set with the
lowest false detection rate in the gene list. The microarray data have been submitted to the

NCBI’s Gene Expression Omnibus Datasets.

Identification of gene ontology categories and pathways enriched with dysregulated genes.

The lists of dysregulated genes were imported into DAVID (Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) (E14). The genes in these
lists were mapped to DAVID identifiers, and then functionally annotated using the DAVID
default gene ontology categories (biological processes, cellular components, molecular functions)
and pathways [BBID (Biological Biochemical Image Database), KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes), and Biocarta]. The number of genes in each functional classification

category was compared against that of all genes in the Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Array
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(modified Fisher Exact test), to determine the significance of the category or pathway. Due to the
redundant nature of annotations, we used the functional annotation clustering algorithm, which
integrates Kappa statistics and fuzzy heuristic clustering to group annotations with common gene
members together. The group enrichment score, calculated as the geometric mean (in log scale)
of member's p-values in a corresponding cluster, was used to rank cluster’s biological

significance.

Quantitative RT-PCR. Quantification of selected transcripts was performed by TagMan real-
time RT-PCR assays using a CFX384 Rea-Time PCR Detection System (Biorad, Hercules, CA).
cDNAs were generated from 1 pug of total RNA using the qScript cDNA SuperMix kit (Quanta
BioSciences, Gaithersburg, MD). The resulting cDNA was subjected to a 40 cycles PCR
amplification using manufacturer’s TagMan Gene Expression Master Mix Kit protocol. The
ready-made primer and probe sets were ordered from Applied Biosystems. (Catalog #: 116:
MmO01210733_m1; Cxcll: Mm00433859 _m1; Sele: Mm01310199_m1; Tnc: Mm00495681_m1;
Ednl: MmO00438659_m1l; Angptl: MmO00456503_ml; Dio2: MmO00515664_ml; Rndl:
MmO1310221_m1; Bmp4: Mm00432087_m1; Scube2: MmO1166099_ml; Actb: 4352933E;
Angpt2: Mm00545826_m1; Procr: Mm00440992_ml; Adamts4: MmO01295275_ml; Thbsl:
MmO01335418_m1). Three replicates were run for each gene for each sample in a 384- well plate.
Actin-b was used as the endogenous reference gene as it did not exhibit significant expression
changes between groups. The relative quantitation method (AACt) was used, with the ratio of the
mRNA level for the gene of interest normalized to the level of endogenous reference gene and

the average of the PBS+TI samples as the calibrator value.
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FIGURE LEGENDS

Figure E1. Genes involved in lung vascular processes that are dysregulated by LPS+DI
challenge but not LPS+TI. Groups were compared using significance analysis of microarray
(LPS+DI vs. PBS+TT and LPS+TTI vs. PBS+T1I) and the lists of dysregulated genes were explored
by DAVID functional annotation clustering to assess significance of gene-term enrichment.
Involvement or not of a given gene in the corresponding gene ontology category are highlighted
in green and black respectively. A=GO:0001525~angiogenesis, B=G0O:0048514~blood vessel
morphogenesis, C=GO0:0001568~blood vessel development, D=G0O:0001944~vasculature

development.

Figure E2. KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) pathway map of vascular
smooth muscle contraction. Red stars indicate genes dysregulated in lungs from LPS+DI group
but not LPS+TI group (using PBS+TI as the reference group). PBS, phosphate buffered saline
aspiration; LPS, lipopolysaccharide aspiration. TI, ventilation with tidal inflations only, DI,

ventilation with deep inflations.

Figure E3. Top 10 right ventricular clusters of gene ontologies and pathways enriched by
LPS+DI. Groups were compared using significance analysis of microarray (LPS+DI vs. PBS+TI
and LPS+TTI vs. PBS+TI) and the lists of dysregulated genes were explored by DAVID functional
annotation clustering to assess significance of gene-term enrichment. Bars represent the log
transformed enrichment p value (modified Fischer’s exact test) of each category for the LPS+DI
vs. PBS+TI comparison (dark grey) and for the LPS+TI vs. PBS+TI comparison (light grey).

Clusters are ranked according to their enrichment score (calculated as the geometric mean of the
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enrichment p values of all categories within the cluster) for the LPS+DI vs. PBS+TI comparison.
The vertical dashed line represents the 0.05 significance threshold. TI, ventilation with tidal
inflations only, DI, ventilation with deep inflations; PBS, phosphate buffered saline aspiration;

LPS, lipopolysaccharide aspiration.

Figure E4. Top 10 left ventricular clusters of gene ontologies and pathways enriched by
LPS+TI. Groups were compared using significance analysis of microarray (LPS+TI vs. PBS+TI
and PBS+DI vs. PBS+TI) and the lists of dysregulated genes were explored by DAVID
functional annotation clustering to assess significance of gene-term enrichment. Bars represent
the log transformed enrichment p value (modified Fischer’s exact test) of each category for the
LPS+TT vs. PBS+TI comparison (dark grey) and for the PBS+DI vs. PBS+TI comparison (light
grey). The top 10 clusters are those with the highest enrichment score (calculated as the
geometric mean of the enrichment p values of all categories within the cluster) for the LPS+TI
vs. PBS+TI comparison. The vertical dashed line represents the 0.05 significance threshold. PBS,
phosphate buffered saline aspiration; LPS, lipopolysaccharide aspiration; TI, ventilation with

tidal inflations only, DI, ventilation with deep inflations.

Figure ES. Absolute concentrations of various cytokines, chemokines and endothelium
markers in bronchoalveolar lavage (panel A) and plasma (panel B) by multi-analyte assay for
PBS+TI (green), PBS+DI (striped green), LPS+TI (red), and LPS+DI (striped red). PBS,
phosphate buffered saline aspiration; LPS, lipopolysaccharide aspiration; TI, ventilation with

tidal inflations only, DI, ventilation with deep inflations.
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Figure E2.
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Figure E4.

matrix

lumen

inner

ial inner

fiber part

I

fiber
I band
Z disc

H

1

lumen

lumen

g

lumen

nuclear body
nuclear lumen
nucleoplasm
nucleoplasm part

binding

purine nucleotide binding

purine ide binding
adenyl nucleotide binding

ide binding

ide binding

purine ri leotide binding
ATP binding
adenyl ribonucleotide binding

T

00

blood vessel
blood vessel morphogenesis
angiogenesis

outer membrane

lle outer b

ik

hondrial outer

|

Ubiquitin mediated proteolysi

0

protein ic process

g

modification—d protein ic process

0

modificatio ic process

0

cellular leculs bolic process

process
proteolysis involved in cellular protein catabolic process

cellular protein bolic process
acid-amino acid ligase activity

apoptosis

i

d cell death
death
cell death

0

actin filament-based process
actin cytoskeleton organization

RNA splicing
mRNA processing

Ik

mRNA bolic process
RNA processing
Spliceosome
spliceosome

regulation of cell motion

U

of I

q

of cell
negative regulation of cell motion

g of cell
positive regulation of cell motion

gati ion of |
positive regulation of locomotion

@ LPS+TI/PBS+TI
O PBS+DI/PBS+TI

AN

logioP

1
-9



Figure ES
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Discussion des méthodes

La fréquence de réalisation de la manceuvre de recrutement était basée sur les travaux d'Allen,
qui l'avait montrée comme le meilleur compromis entre agression ventilatoire (VILI) et
atélectasie (140). La manceuvre de recrutement utilisée consistait en 1'insufflation d'un volume
de 0,75 mL (environ 30 mL/kg) deux fois consécutivement toutes les minutes. Cette
manceuvre était sinusoidale, a objectif de volume (0,75 mL), sans pression maximale, sans
plateau télé-inspiratoire. Quantité d'autres manceuvres de recrutement ont été utilisées, avec
des variations sur chacun des parametres mais sans différence majeure quant a I'oxygénation

ou la mécanique ventilatoire (283).

Discussion des résultats

Nous avons observé au cours de la période de ventilation une dégradation progressive de la
mécanique ventilatoire, avec ¢lévation des pressions des voies aériennes, baisse de la
compliance du systéme respiratoire et altération concordante des autres parametres de
mécanique ventilatoire (tissue damping, élastance...), attribuables a des phénomenes
d'atélectasie (140,142). Comme attendu, 1'utilisation des manceuvres de recrutement prévenait
efficacement ce phénomene tant chez les animaux contrdles que chez les animaux exposés au

LPS.

Par ailleurs, nous avons montré que l'exposition prolongé de la microvascularisation
pulmonaire a un stress mécanique cyclique induisait I'induction d'une dysfonction
endothéliale pulmonaire. L'analyse transcriptomique montrait que les principaux mécanismes
décrits dans l'introduction pouvaient étre impliqués, sans qu'il soit possible de déterminer la

part respective de chacun ou les mécanismes prédominants.

L'analyse transcriptomique au niveau du ventricule droit montrait par ailleurs chez les
animaux exposés au LPS et aux manceuvres de recrutement la dysrégulation de groupes de
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geénes impliqués dans l'inflammation, l'apoptose et l'architecture membranaire. Ces données
illustraient la réponse cardiaque transcriptionnelle a une HTP aigue, en accord avec des
données antérieures montrant une intense réponse inflammatoire au niveau du myocarde

ventriculaire droit dans un modele d'embolie pulmonaire avec HTP chez le rat (284).
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2. L'interleukine 6 exercent des effets anti-inflammatoires et
protecteurs de I'hémodynamique droite dans un modéle murin

d'agression pulmonaire aigue

Voiriot G, Razazi K, Amsellem V, Tran Van Nhieu J, Latiri M, Hervé A, Adnot S,
Mekontso Dessap A, Maitre B. Interleukin-6 exerts lung protective anti-inflammatory and
hemodynamic effects in a double-hit murine acute lung injury. Intensive Care Med

Experimental (soumis).

Objectifs, méthodes et résultats:

L'IL-6 est un médiateur cl¢ de la réponse aigue inflammatoire. Cette cytokine pléiotropique
aux effets pro- et anti-inflammatoires (285), a suscité l'intérét en tant que biomarqueur au
cours du sepsis et d'autres affections aigues. Au cours de I'ARDS humain, les taux
plasmatiques et broncho-alvéolaires ont ét¢ montrés associés a une morbi-mortalité accrue, et
leur surveillance a méme été proposée pour guider une stratégie ventilatoire protectrice
(125,126). Au dela de cet intérét comme biomarqueur de sévérité, des auteurs ont tenté de
préciser son role en tant qu'acteur de l'inflammation locale. De nombreux travaux ont ainsi
exploré les effets de l'invalidation ou de l'hyperexpression de 1'L-6 dans divers modéles
d'agression pulmonaire aigue. Les résultats obtenus dans les modéles septiques ou pseudo-
septiques soutenaient I'hypothése de propriétés anti-inflammatoires prédominantes, et
protectrices du dégat parenchymateux et de 1'cedéme pulmonaires (286-288). Xing incriminait
le role immuno-modérateur joué par 1'L-6 lors de la réponse aigue, incluant une régulation
négative de chimiokines et cytokines pro-inflammatoires précoces (TNFa, MIP-2, GM-CSF)
et une régulation positive de cytokines et médiateurs anti-inflammatoires (IL-10, TNF-soluble
récepteur, protéine antagoniste du récepteur a I'lL-1) (288). Xing soulignait a l'inverse les

propriétés pro-inflammatoires prédominantes au cours de la réponse immune aux infections
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chroniques ainsi qu'au cours des maladies inflammatoires chroniques (288). Mais des données
contradictoires existaient, et la discussion autour du rdle de 1'[L-6 au cours de I'ARDS n'était
pas éteinte (289). Deux points étaient a souligner: 1) aucun des travaux antérieurement publiés
n'avait utilis€ un modele murin proche du scenario humain, associant une agression pseudo-
septique a une ventilation protectrice, et ii) aucun de ses travaux n'avait exploré le versant
endothélial de l'atteinte pulmonaire via 1'é¢tude de la dysfonction vasculaire pulmonaire et sa
participation éventuelle aux différences observées. Nous avons donc décidé d'examiner ce
point et fait 'hypothese que la déficience en IL-6 était associée a une sévérité accrue dans le

modele two hit développé.

Notre objectif était de montrer cette sévérité accrue et de rechercher la participation d'une

dysfonction vasculaire pulmonaire.

Des souris males adultes C57BL6J sauvages et déficientes en IL-6 étaient utilisées, et
recevaient ou non un traitement par IL-6 humaine recombinante (rHulL-6). La ventilation
durait 5 heures. La FiO2 ¢était a 0,5. Les données de mécanique ventilatoire et
d'hémodynamique invasive étaient recueillies. L'inflammation, I'eedéme et le dommage

parenchymateux pulmonaires étaient étudiés.

Dans un set d'expériences complémentaires, des souris sauvages, sans agression pulmonaire
préalable, préalablement traitées ou pas par rHulL-6 ou rHulL-6+L-NAME (inhibiteur de
NOS), étaient anesthésiées, intubées, ventilées (FiO,= 0,5) et équipées du cathéter de mesure
en continu de la pression systolique ventriculaire droite, puis aprés une période de
stabilisation de 30 minutes, soumises a une série de 4 challenges hypoxiques (FiO,= 0,08).

Trois groupes étaient constitués (controle, rHulL-6, rHulL-6 + L-NAME)..

Nous avons pu établir que :
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- la déficience en IL-6 était associée a une inflammation et un cedéme pulmonaires
majorés; le traitement par rHulL-6 prévenait partiellement ses anomalies, et limitait le

dégat parenchymateux pulmonaire,

- la déficience en IL-6 ¢était associée a une élévation des RPT, témoignant d'une

dysfonction vasculaire pulmonaire majorée, prévenue par le traitement par rHulL-6,

- un traitement par rHulL-6 limitait la VPH, sauf en cas de co-traitement par L-NAME,
suggérant un role des NOS dans la protection conférée par 1L-6 vis-a-vis de la

dysfonction vasculaire pulmonaire.

Notre travail supportait un role anti-inflammatoire prédominant de 1'lL-6 au cours de I'ARDS
et suggérait par ailleurs un effet protecteur vasculaire pulmonaire, qui pourrait impliquer au

premier plan une régulation NOS-induite de la vasoréactivité pulmonaire.
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ABSTRACT

Background. Interleukin 6 (IL-6) is a biomarker of severity and a predictive factor of
poor prognosis during acute respiratory distress syndrome (ARDS). However, its proper
role in contributing to lung inflammation and injury as well as its acute pulmonary
hemodynamic effects have not been investigated in a clinically-closed murine model of
ARDS.

Methods. Anesthetized adult male C57B16 wild-type (WT) and IL-6 knock-out (IL-6KO)
mice, treated with recombinant human IL-6 (rHulL-6) or vehicle and challenged with
lipopolysaccharide, underwent a five hours low tidal volume (8ml/kg) mechanical
ventilation. Before sacrifice, right ventricular systolic pressure (RVSP) and cardiac output
were invasively measured. In addition, RVSP was recorded during hypoxic challenges in
uninjured WT mice pretreated with rHulL-6, rHulL-6 + non-selective nitric oxide
synthase (NOS) inhibitor L-NAME or vehicle.

Results. IL-6KO mice exhibited a strong deterioration of lung elastic properties and the
highest lung inflammation and injury score. Their treatment with rHulL-6 partially
prevented this severity. In addition, rHulL-6 reduced the lung leukocyte infiltration in
WT mice. IL-6KO mice displayed higher total pulmonary resistances as compared to WT,
and this effect was mitigated by the rHulL-6 treatment. Lastly, rHulL-6 mitigated
hypoxic pulmonary vasoconstriction in uninjured WT mice, and this effect was abolished
by co-treatment with L-NAME.

Conclusions. Despite being known as a pejorative prognosis factor in serum of ARDS
patients, IL-6 was shown to exert lung protective anti-inflammatory effects in a septic-
like double-hit murine model of ARDS. Moreover, the IL-6 deficiency caused a marked
acute pulmonary hypertension, at least partially attributable to vasoactive mechanisms. A
dysregulation of NOS isoforms could be involved, which needs to be thoroughly

investigated.

Abstract: 264 words.
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BACKGROUND

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is a life threatening syndrome consisting
in an acute and sudden respiratory failure caused by a noncardiogenic edema responsible
for hypoxemia and radiological bilateral lung infiltrates (1). The pathology is
characterized by an alteration of the alveolocapillary membrane due to various traumatic
agents either inhaled or delivered to the lungs via the blood circulation (2). The
pathogenesis involves a potent inflammatory response involving a complex group of
mediators, including interleukin (IL)-6. This pleiotropic cytokine is produced at sites of
tissue inflammation and released into the circulation by a variety of different cell types,
including macrophages, lymphocytes, endothelial cells, epithelial cells and fibroblasts (3)
during sepsis and acute organ injuries. IL-6 acts as a major pro-inflammatory mediator
for the induction of the acute phase response (4), leading to a wide range of local and
systemic reactions properties including fever, leucocytes recruitment and activation,
hepatic regeneration and hemodynamic effects. Considering its key role as a mediator of
the acute phase response, its role as a prognostic biomarker in sepsis and various acute
organ injuries has been explored since years in clinical and experimental studies. During
ARDS, the plasmatic and/or broncho-alveolar levels of IL-6 have been identified as early
biomarkers of lung injury (5-8) and predictive factors of prolonged mechanical
ventilation, organ dysfunctions, morbidity and mortality (9,10,11,12). However, whether
the increased plasmatic or tissue levels of IL-6 during acute organ injuries including
sepsis and ALI/ARDS, contribute to organ injury, prevent it or help scrutinize it, remains
controversial (13). Indeed, beneficial anti-inflammatory effects of IL-6 have been shown
in experimental lung injury (14-16). This hypothesis has not been explored in a lung
injury model closed to the human scenario. Moreover, the pulmonary hemodynamic
effects of IL-6 during ARDS are almost unknown, and pulmonary vascular dysfunction is

a major hallmark of ARDS (17). In this study, we used a double-hit clinically-closed



murine model of ARDS including lipopolysaccharide (LPS) aspiration followed by five
hours low tidal volume mechanical ventilation. We applied this model to IL-6 gene
knock-out mice to address the role of IL-6 during ARDS in terms of respiratory

mechanics, lung inflammation, as well as right-sided ventricular hemodynamics.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Mice lacking IL-6 (IL-6"") were generated by homologous recombination on the C57B1/6
and IL-67 genetic background (18). The wild-type IL-6"" mice (WT mice) and mutant
homozygous knock-out IL-6" mice (IL-6KO mice) were male littermates obtained by
breeding heterozygous mutants. Mice were 12-22 weeks old and weighted 20 to 33 g. All
animal care and procedures were performed after approval of the Institutional Animal
Care Committee, in accordance with the official regulations of the French Ministry of
Agriculture guidelines for the experimental use of animals.

Experimental design

The experimental design included four groups: WT (WT mice receiving vehicle
injections), IL-6KO (IL-6KO mice receiving vehicle injections), WT+rHulL-6 (WT mice
receiving rHulL-6 injections) and IL-6KO+rHulL-6 (IL-6KO mice receiving rHulL-6
injections); each group included 8 to 11 animals.

Animal protocol

Mice were anesthetized with inhaled 5% isoflurane (Abbott, Rungis France) and were
kept in spontaneous breathing. They received retro-orbital intravenous injections (19) of
either 3 pg/kg of recombinant human IL-6 (rHulL-6, PromoCell, Heidelberg, Germany)
or vehicle (saline), then 2 pl/g of body weight volume instillate consisting of 2 pg/ul of
Escherichia coli 055:B5 derived LPS (Sigma-Aldrich Chimie, Lyon, France) was

delivered into the distal part of the oropharynx and aspirated into the lower respiratory



tract. For the choice of rHulL-6 concentration, we referred to previously published works
using similar regimen of intravenous rHulL-6 in mouse models of sepsis (20) or acute
myocardial infarction (21). After oropharyngeal aspiration, mice woke up and returned to
their cage with free access to water and food. Eighteen hours later, mice were
reanesthetized with intraperitoneal pentobarbital (30 pg/g of body weight, Hospira,
Meudon La Forét, France) followed by continous 5% isoflurane (Abbott, Rungis France).
The second intravenous injection of rHu IL-6 or vehicle was performed. The larynx was
surgically exposed and the trachea was intubated orally under direct vision with a metal
cannula (internal diameter of 1 mm, Harvard Apparatus, Les Ulis, France). The tracheal
cannula was properly secured with surgical thread (Ethicon 3-0, Ethicon, Auneau, France)
before connection to mechanical ventilator in order to avoid leaks. The cervicotomy was
closed with surgical thread (Ethicon 6.0, Ethicon, Auneau, France).

Mechanical ventilation

The ventilator regimen has been extensively detailed elsewhere (22). Briefly, mice were
ventilated in the supine position using humidified gas (20 mgH2O/L absolute humidity,
MR410 humidifier, Fischer & Paykel Healthcare, Courtaboeuf, France), with a tidal
volume of 8 pL/g of body weight, a respiratory rate of 180/min, 3 cmH20 end-expiratory
pressure, and FiO2 of 0.5, by means of a computer-driven small-animal ventilator
(flexiVent, Scireq, Montreal, Canada). Mechanical ventilation lasted 5 hours with
continuous anesthesia maintained by 1.5% isoflurane and muscle paralysis using
intraperitoneal pancuronium at the onset of the experiment and every two hours (0.8 pg/g
of body weight, Organon, Puteaux, France) to ensure passive mechanical conditions.
Mice received intraperitoneal warm fluid boluses (5% dextrose with 9 g/ NaCl) at the
onset of the experiment (20 pL/g of body weight) and every hour (10 pL/g of body
weight).

Respiratory mechanics



The flexiVent ventilator was used for continuous measurement of the airways pressure
and to explore the respiratory mechanics using different waveforms, including the single
frequency forced oscillation technique (FOT) and pressure-volume curves (22).
Hemodynamic explorations

Through the cervical midline incision, both the right jugular vein and left carotid artery
were isolated using a stereomicroscope (Leica MZ 7.5, Leica Microsystems, Nanterre,
France). An ultra-miniature 0.47 mm high fidelity pressure transducer catheter (SPR-671,
Millar Instruments, Houston, TX) was inserted into the right jugular vein and advanced
into the right ventricle. The micromanometer was calibrated in vitro, firstly electronically
and secondly against a column of mercury with the reference zero level taken at mid
chest. Right ventricular systolic pressure was measured during a short end-expiratory
ventilatory pause usinga Gould transducer (Gould, Cleveland, USA) and a Notocord
system (Emka Technologies, Paris, France). Cardiac output was measured by the
transpulmonary thermodilution technique (23). Briefly, a 0.34 mm external diameter
thermistor microprobe (Columbus Instruments, Columbus, OH) was inserted into the left
carotid artery and advanced to the aortic arch, where changes in aortic blood temperature
were measured. A 0.5mm external diameter catheter placed in the right jugular vein was
advanced to the right atrium for bolus injection of 20 pL of NaCl 9 g/L solution at 20°C.
Five consecutive cardiac output measurements were obtained using the Cardiomax-III
system (Columbus Instruments) and total pulmonary resistances were calculated as the
ratio of right ventricular systolic pressure to cardiac output.

Specimen collection

At the end of the timed ventilator protocol and after hemodynamic measurements, mice
were exsanguinated via sectioning the left carotid artery. Arterial blood gases were
determined in some WT group mice. Bronchoalveolar lavage (BAL) were performed with

four separate 0.5 mL aliquots of saline at 20 °C and then lungs underwent fixation



(paraformaldehyde 4%) and paraffin embedding. The total cell count of BAL was
determined for a fresh fluid specimen using a Malassez hemocytometer. Bronchoalveolar
lavage fluid was centrifuged (1600 rpm, 7 min at 4°C). The cell pellet was diluted in
saline, and differential cell counts were done in few animals on cytocentrifuge
preparations (Cytospin 3; Shandon Scientific, Cheshire, UK) stained with Diff-Quick
stain (Baxter Diagnostics, McGaw Park, IL). Cell-free supernatants were stored at -80°C
for subsequent assessment of total protein concentration (Bio-Rad Protein Assay) and
cytokines concentrations [macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2) and tumor
necrosis factor a (TNF-a)], in duplicate, using ELISA immunoassay kit, (R&D systems,
Abingdon, UK) in accordance with manufacturer's instructions.

Histological analysis

Paraffin lungs blocks were sectioned at Sum thickness and mounted on glass slides. After
staining with hematoxylin and eosin, all slides were examined under a light microscope
by an experienced pathologist in a blinded fashion. Lung injury was assessed using an
histological scoring system designed to evaluate the heterogeneous lesions of lung injury
and adapted from previously published scores (24,25). For the two main non-alveolar
structures of the lung (veins and bronchi/arteries), three pathological processes (edema,
congestion/hemorrhage and leukocyte infiltration) were scored on two scales, an intensity
scale (0 to 4, with 0 if absent, 1 if mild, 2 if moderate, 3 if severe, and 4 if very severe)
and an extension scale (0 if absent, 1 if <25% of lung involvement, 2 if 25-50% of lung
involvement, 3 if 50-75% of lung involvement, and 4 if >75% of lung involvement). For
the alveoli, three pathological processes (thickness of the alveolar wall, neutrophil
aggregation in airspace, and macrophage aggregation in airspaces) were scored on the
same abovementioned scales. Then for each pathological process of each structure, the
product of both intensity value and extension value was calculated. The resulting values

(0 to 16) were added, to provide partial scores of edema in veins and bronchi/arteries (0



to 32), congestion/hemorrhage in veins and bronchi/arteries (0 to 32), leukocyte
infiltration (0 to 48, associating leukocyte infiltration in veins and bronchi/arteries and
thickness of the alveolar wall) and alveolitis (0 to 32, associating neutrophil aggregation
and macrophage aggregation in airspaces). Finally, these four partial scores were added
all together, to provide a global lung injury score (0 to 144).

Acute hypoxic challenge

Hypoxic challenge was used to explore the effects of IL-6 on the pulmonary vascular
reactivity. tHulL-6 (3pg/kg of body weight via retro-orbital intravenous injection) and the
non-specific nitric oxide synthase (NOS) inhibitor Nw-nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride (L-NAME, 50 npg/g of body weight intraperitoneally, Sigma-Aldrich
Chimie, Lyon, France), or vehicle (NaCl 9 g/L), were used. Briefly, wild-type C57B16 12-
14 weeks old mice weighing 25-30 g were randomly assigned to receive rHulL-6 + L-
NAME, rHulL-6 + vehicle or vehicle + vehicle. Five hours later, mice were anesthetized
and intubated for mechanical ventilation, and the Millar transducer catheter was
immediately inserted and advanced into the right ventricle. After thirty minutes of
stabilization, the right ventricular systolic pressure was continuously recorded during four
consecutive hypoxic challenges (FiO2 of 0.08 during 2 minutes, followed by 5 minutes of
reoxygenation).

Statistics

The data were analyzed using the SPSS Base 18.0 statistical software package (SPSS Inc,
Chicago, IL). Continuous data were explored with a test of normality (Kolmogorov
Smirnov test). Since some continuous data were not normally distributed, they were all
expressed as median [1st quartile - 3rd quartile] unless otherwise stated and independent
sample were compared using the Kruskal-Wallis test followed by pairwise Mann-
Whitney test, with correction for multiple testing by Benjamini-Hochberg false discovery

rate. Two-tailed p values smaller than 0.05 were considered significant.



RESULTS

Lung mechanics

The ventilator settings allowed suitable minute ventilation, regarding the partial arterial
CO; pressure determined in five animals of the WT group (39 [33-43] mmHg). Results of
airways pressures monitoring, forced oscillation techniques and pressure-volume curves
are displayed in Figure 1. At initiation of mechanical ventilation, IL-6KO mice exhibited
lower values of quasi-static compliance as compared with WT mice. These differences
remained significant after volume history standardization, but were not altered by
injections of rHulL-6. Dynamic elastance and peak airways pressures progressively
increased during mechanical ventilation, whereas dynamic and quasi-static compliances
decreased. This progressive deterioration of respiratory function was similar between WT
and IL-6KO and was not influenced by rHulL-6 administration.

Lung inflammation, edema and injury

BAL and lung histology data are reported in Table 1. Lung histology is illustrated in
Figure 2. In comparison with WT mice, IL-6KO mice were more prone to lung
inflammation and alveolocapillary leak as assessed by a significantly higher BAL fluid
cell count (p=0.024) and a trend towards higher concentrations of TNFa and protein in
the BAL fluid (p=0.096 and p=0.064 respectively). IL-6KO mice receiving rHulL-6 were
protected from this higher severity, with lower BAL protein concentration (p=0.048),
alveolitis (p=0.042) and global lung injury score (p=0.042) in comparison to IL-6KO
mice. Consistently, no significant difference was observed between WT and IL-
6KO+rHulL-6 mice. The rHulL-6 treatment in WT mice mitigated leukocyte infiltration
(p=0.045).

Hemodynamics

10



IL-6KO mice exhibited markedly increased right ventricular systolic pressures and total
pulmonary resistances as compared to WT mice (53.0 [47.9-59] vs. 36.3 [33.3-39.8]
mmHg, p<0.001 and 2.22 [1.78-2.41] vs. 1.61 [1.37-1.91] mmHg.min/mL, p=0.044,
respectively), with similar cardiac outputs (25.1 [23.0-28.9] vs. 21.6 [19.2-25.1] mL/min,
p=0.129) (Figure 3). These differences were totally abolished when IL-6KO mice
received rHulL-6.

Nitric oxide pathway exploration

In order to assess whether the acute pulmonary hypertension observed in IL-6KO mice
was attributable to a vasoactive mechanism involving the nitric oxide (NO) pathway, we
performed four consecutive hypoxic challenges in WT mice previously treated with
rHulL-6, rHulL-6+L-NAME or vehicle, while measuring right ventricular systolic
pressure (Figure 4). Mice receiving rHulL-6 exhibited significantly lower increases in
pressures in response to acute hypoxia as compared with vehicle-treated mice (4.9 [4.2-
9.6] vs. 11.1 [9.6-14.4] mmHg, p=0.044). This altered hypoxic pulmonary

vasoconstriction was totally restored with the L-NAME co-treatment.

DISCUSSION

In a septic-like double-hit murine model of ARDS, we explored the right-sided
hemodynamic and pulmonary effects of the IL-6 deficiency. As compared with WT mice,
IL-6KO mice exhibited reduced lung compliance and higher lung inflammation and
injury, as well as an acute pulmonary hypertension, which was at least partially
attributable to NO-dependent vaso-active mechanisms.

The role of IL-6 in ARDS has been explored since decades in various rodent models,
including hyperoxia (14,26), inhalation or aspiration of bacterial particles (15,27), IgG
aspiration (28), acid aspiration (29,30), bacterial pneumonia (16) and high tidal volume-

associated lung injury (30). These studies used IL-6 overexpression (14,26), recombinant
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IL-6 administration (15,16,28,31), IL-6-blocking antibodies (28,31) or IL-6 deficiency
(15,16, 29-31). However, none of these studies used a model combining a protective
mechanical ventilation as commonly used in clinical practice (32) and a septic-like lung
injury, as lung infection is the most frequent cause of ARDS in humans (1). In the present
work, we used a double-hit lung injury model (22) reproducing the human clinical
scenario of ARDS, by combining LPS aspiration and low tidal volume ventilation (33).
Low tidal volume ventilation has been shown to be protective during ARDS (34). The
ventilator parameters we used (respiratory rate of 180/min and tidal volume of 8uL/g of
body weight) have been shown to be protective in mice (8). The duration of low tidal
volume mechanical ventilation was considered as sufficient to be a hit in mice regarding
data previously published (8). The double hit lung injury model we used has been shown
to induce an acute pulmonary hypertension (22), and allowed us to explore the impact of
the IL-6 deficiency on the pulmonary vascular dysfunction during ARDS.

No particular phenotype in terms of elastic properties of the lungs has been previously
shown in healthy IL-6KO mice (35). Globally, except studies using acid aspiration model
(29,30), IL-6 has been shown to exert lung protective effects during ARDS (14-16,26-
28,31). In the present work, we found a severely altered compliance of the respiratory
system in LPS-exposed IL-6KO mice when starting mechanical ventilation. During the
low tidal volume ventilation, dynamic elastance and compliance progressively
deteriorated in WT and IL6-KO mice, probably because of atelectasis, as previously
shown (22,36). IL-6KO mice demonstrated worsened pulmonary inflammation and injury
in response to LPS aspiration and mechanical ventilation as compared to WT animals. In
fact, IL-6KO mice exhibited the highest values for each partial scores of edema,
congestion/hemorrhage, leukocyte infiltration and alveolitis, and consequently the highest
global score. Treatment with exogenous IL-6 totally prevented this worse histological

lung damage in IL-6KO animals as well as lung leukocyte infiltration in WT mice, in
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agreement with previous reports (31). Exogenous IL-6 also mitigated the increase in BAL
fluid protein observed in IL-6KO mice, in agreement with previous reports demonstrating
the potential of IL-6 in decreasing alveolar permeability and lung edema during lung
injury (28,31).

These protective effects attributable to IL-6 during ARDS have been particularly
observed in the field of septic or septic-like injury. Indeed, in addition to promoting
inflammation, lung damage and edema, IL-6 deficiency alters bacterial clearance in
experimental pneumonia (16,37) and is associated with increased mortality in LPS
aspiration (15). Moreover, in extra-pulmonary sepsis models, IL-6 exerts protective
effects, in part through its ability to inhibit apoptosis (38) and promote regeneration of
hepatocytes (39). IL-6 deficiency also alleviated lung edema formation, lung histological
damage and deterioration of lung mechanics in double-hit models combining acid
aspiration and mechanical ventilation (29,30). At the opposite, the two previous works
showing deleterious properties of IL-6 were performed with non-septic models of ARDS
(29,30). These discrepancies highlight the importance of the model when studying the
role of IL-6 in ARDS.

ARDS can cause an acute pulmonary hypertension (40), that may be worsened by the use
of mechanical ventilation, especially with high PEEP (41) or during high-frequency
oscillatory ventilation (42). The mechanism of this pulmonary vascular dysfunction,
which is associated with a poor prognosis in human ARDS (17,43,44,45), is
multifactorial, including at least partially dysregulated vasodilatation/vasoconstriction
(46). In mice lacking IL-6, we observed an increase in total pulmonary resistances, as
compared to WT mice and IL-6KO mice receiving exogenous IL-6. We hypothesized that
this acute pulmonary hypertension could be related to a dysregulation of NO-dependent
vasoactive mechanisms. Indeed, IL-6 displays NO-dependent acute systemic

hemodynamics effects, involving heart and systemic vessels. The acute administration of
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IL-6 induces a transient dose-dependent systemic hypotension in rats (47). In vitro, an
acute IL-6 exposure of hamster papillary muscles (48) or cardiomyocytes (49) decreases
their contractility. This acute negative inotropic effect may result from an activation of
endothelial NO synthase (eNOS) as well as inducible NO synthase (iNOS) (50), with a
downstream decrease in intracellular Ca”™ influx (51). Other data suggest that IL-6, in
association with IL-1p could be implicated in the NOS-dependent systemic vasodilatation
during sepsis (52). To explore our hypothesis, we used WT mice exposed to hypoxic
challenges, and showed that a rHulL-6 treatment decreases the baseline right ventricular
systolic pressure and mitigates the hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV).
Considering that both eNOS and iNOS contribute to the pulmonary vascular tone and
modulate HPV (53), we used the non-selective NOS inhibitor L-NAME. Its co-
administration with rHulL-6 totally restored HPV. This finding suggests a role for NOS
isoforms in mediating the IL-6-induced inhibition of HPV. Consequently, the acute
pulmonary hypertension observed during lung injury in mice lacking endogenous IL-6
might be attributed at least partially to vasoactive mechanisms involving a dysregulation
of NOS isoforms, which remains to be fully investigated. Of note, a such IL-6-related
inhibition of HPV could be considered either beneficial regarding right-sided
hemodynamics or deleterious regarding gas exchanges. This point has to be considered
when envisaging the potential protective effects of rHulL-6 in ARDS humans.

Our study admitted limits. In term of hemodynamics, we did not assess the systemic
blood pressure, but assumed no difference between groups considering that i) cardiac
output did not differ between groups, and ii) baseline systemic blood pressure has been
shown similar in WT and IL-6KO mice (54). So we assumed that left-sided myocardial
function and pressures did not differ between groups, considering that intravenous rHulL-

6 has been shown to affect very transiently left-sided hemodynamics in rodents (47).
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CONCLUSIONS

In conclusion, in a septic-like double-hit murine model of ARDS (five hours low tidal
volume mechanical ventilation following LPS aspiration), we observed that IL-6
deficiency is deleterious, causing an increase in lung inflammation and histological
injury, which were partially reversed by exogenous IL-6. In addition, IL-6 deficiency was
associated with a marked acute pulmonary hypertension during lung injury, which was
totally prevented by the administration of exogenous IL-6. IL-6 acted as limiting the
hypoxic pulmonary vasoconstriction, most probably by regulating the NO pathway. These
findings highlight the discrepancy between the common use of IL-6 concentration as a
pejorative prognostic factor in human sepsis and its protective role during experimental

sepsis and ARDS.
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Figure 1. Respiratory mechanics during five hours (HO to HS) of low tidal volume
mechanical ventilation following a lipopolysaccharide aspiration in wild type (WT) and
interleukin-6 knock-out (IL-6KO) mice, receiving either recombinant human interleukin-
6 (rHulL-6) or vehicle (saline). A. Peak airways pressures. B. Quasi-static compliance of
the respiratory system calculated using a pressure-volume curve. C. Dynamic elastance of
the respiratory system calculated using the single frequency forced oscillation technique.
Volume history standardization (VHS) consisted in two inflations to an airway pressure
of 30 cmH20. The depicted nomenclature a, b, ¢, d, e and f denote Benjamini-Hochberg
corrected p value<0.05 for the following Mann-Whitney pairwise comparisons (following

Kruskal Wallis test): WT vs. WT+rHulL-6, WT vs. IL-6KO, WT vs. IL-6KO-+rHulL-6,
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WT+rHulL-6 vs. IL-6KO, WT+rHulL-6 vs. IL-6KO+rHulL-6 and IL-6KO vs. IL-
6KO+rHulL-6 respectively. Points represent the median and errors bars represent the

95% confidence interval. N = 8§ to 11 animals per group.
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FIGURE 2

Figure 2. Histological representations of the lung after five hours of low tidal volume
mechanical ventilation following a lipopolysaccharride aspiration in wild type (WT) and
interleukin-6 knock-out (KO) mice, receiving either recombinant human interleukin-6
(IL-6) or wvehicle . Lungs underwent fixation (paraformaldehyde 4%), paraffin
embedding, staining with hematoxylin and eosin, and examination under a light

microscope.
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Figure 3. Hemodynamic data obtained at the end of five hours low tidal volume
mechanical ventilation following a lipopolysaccharride aspiration in wild type (WT) and
interleukin-6 knock-out (IL-6KO) mice, receiving either intravenous recombinant human
interleukin-6 (rHulL-6) or vehicle (saline). A. Right ventricular systolic pressure. B. Total
pulmonary resistances. C. Heart rate. D. Cardiac output. Right ventricular systolic
pressure was measured during a short end-expiratory pause using an ultra-miniature
catheter inserted into the right jugular vein and advanced into the right ventricle. Cardiac
output was measured by the transpulmonary thermodilution technique. Total pulmonary
resistances were calculated as the ratio of right ventricular systolic pressure to cardiac
output. * denotes Benjamini-Hochberg corrected p value<0.05 for the Mann-Whitney

pairwise comparison (following Kruskal Wallis test). N = 6 to 10 animals per group.
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Figure 4. Hemodynamic data obtained during hypoxic challenges. WT mice received
either recombinant human interleukin-6 (rHulL-6) or rHulL-6 in association with the
non-specific inhibitor of nitric oxide synthase Nwm-nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride (L-NAME). Control mice received vehicle (saline). Five hours later, mice
were intubated for mechanical ventilation and an ultra-miniature catheter was
immediately inserted into the right jugular vein and advanced into the right ventricle. A.
After 30 minutes of stabilization, the right ventricular systolic pressure was continuously
recorded during four consecutive hypoxic challenges (FiO2 of 0.08 during 2 minutes,
followed by 5 minutes of reoxygenation). B. The delta of right ventricular systolic
pressure was calculated as the mean difference from peak to baseline right ventricular
systolic pressure during the four consecutive hypoxic challenges. * denotes Benjamini-
Hochberg corrected p value<0.05 for the Mann-Whitney pairwise comparison (following
Kruskal Wallis test). Columns represent the median and errors bars represent the 95%

confidence interval. N =4 animals per group.
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TABLE 1
Bronchoalveolar lavage data and histological analysis at the end of a 5 hours mechanical ventilation following a lipopolysaccharide aspiration in

association with either recombinant human IL-6 (rHulL-6) or vehicle (saline) treatment in wild-type (WT) or IL-6 deficient mice (IL-6KO).

WT WT+rHulL-6 IL-6KO IL-6KO+rHulL-6

Bronchoalveolar lavage

Ctell count, cell/uL 3860 [1830-5760] 3100[1970-5905]  8440[5500-16300] "% 6600 [3760-14200]
Protemn concentration, pg/mb 264 [167-380] 239[190-348] 494 [381-7471 § 257[192-267]
TNFa, pghnl 207 [82-319] 111 {53-228] 438 [389-760)# 279 [132-486]
MIP-2, pg'mlL 597[369-629] 620[338-648] 560 [355-398] 550 [515-599]
Lung histolegy
Partial scores
Edema 5.0[2.5-8.3] 3.5[4.0-6.0] 8.0[6.0-10.5] 3.0[3.0-6.5]
Congestion/hemorthage 8.0[53-100] 35[4.0-9.0] 10.0[5.0-12.0] 3.0[3.0-6.3]
Leukocyte infiltration 4.0[3.0-5.0] 20[1.0-30]% G.0[R30-100]# 1.0[1.0-4.5]
Alveolitis 11.0[8.5-14.0] 8.5[6.0-11.0] 12.0[8.0-21.0]8 6.0[4.5-7.5]
Global lung injury score 26.0[24.0-34.5] 22.0[19.5-27.0] 39.0[24.0-495]18 17.0[13.0-22.5]

Data are median [25th-75th percentile]. N=5 to 11 animals per group. *, #, and § indicate a Benjamini-Hochberg corrected p value <0.05 (Mann-

Withney test following Kruskal Wallis test) as compared to WT, WT+rHulL-6 and IL-6KO-+rHulL-6 respectively. * differential cell count,

performed in a limited number of animals, showed a predominance of polymorphonuclear neutrophils (>80% of total cells).
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Discussion des méthodes:

Le timing de traitement par rHulL-6 (2 injections, la premiere en méme temps que l'inhalation
de LPS, la deuxieme 18 heures plus tard au moment de l'intubation) et la dose injectée (3
pg/kg a chaque injection) n'ont pas fait l'objet d'expérimentations préliminaires
pharmacocinétiques de type dose-réponse et temps-réponse, mais ont été choisis sur la base de

travaux antérieurement publiés (290,291).

Le protocole expérimental ne prévoyait pas de groupe controle ou double contréle négatif,
c'est-a-dire non soumis au LPS voire sans VM, de sorte que les animaux des 4 groupes
constitués étaient soumis au two hit du modele. Ces groupes contrdle aurait permis de vérifier:
1) le phénotype basal des animaux IL-6, et ii) la validité du modéle d'ARDS utilisé, en terme
notamment d'inflammation et de dégit parenchymateux pulmonaires. Cependant, nous
n'avons pas souhaité compliquer le protocole expérimental et multiplier le nombre de groupes,
jugeant que i) le phénotype basal des souris IL-6 avait été largement décrit quant a
l'inflammation, l'hémodynamique et la mécanique ventilatoire (292,293), sans mise en
¢vidence de particularité phénotypique, et ii) notre modele avait été préalablement décrit et sa

validité démontrée dans le premier travail de cette these.

Les souris utilisées pour les expériences d'hypoxie aigue n'étaient pas préalablement exposées
au LPS. Cela pouvait limiter la compréhension des résultats obtenus et la formulation
d'hypothése mécanistique quant aux données hémodynamiques obtenues chez les animaux
agressés-ventilés. Ce choix a été dicté par des difficultés techniques, puisque lors
d'expériences préliminaires, nous avons observé un mortalit¢é importante avec des souris

préalablement exposées au LPS et soumises ensuite aux challenges hypoxiques consécutifs.

Discussion des résultats

66



Dans le mod¢le utilisé, nous avons mis en évidence que la déficience en IL-6 était associce a
une gravité accrue, marquée au niveau pulmonaire par une mécanique dégradée et une
augmentation de l'alvéolite, de I'eedeme, des cytokines pro-inflammatoires TNFa et MIP-2 et
du dommage parenchymateux. Le traitement par rHulL-6 limitait partiellement ces anomalies.
Nous ne pouvions exclure qu'une administration a posologie supérieure aurait pu totalement
prévenir ces différences. Seule la mécanique ventilatoire n'était pas améliorée par le
traitement rHulL-6. L'explication pouvait résider dans le caractére plurifactoriel de ce
paramétre fonctionnel, reflet global des lésions tant parenchymateuses pulmonaires que
pariétales. Le traitement des souris sauvages par rHulL-6 n'était associé a aucune différence.
Pour expliquer cela, nous supposions la dose d'IL-6 exogéne administrée futile en

comparaison a la libération endogene.

Nous avons observé chez les souris déficientes en IL-6 une franche augmentation des RPT.
Cette HTP n'était pas explicable par des pressions des voies aériennes plus élevées. D'autres
mécanismes impliqués dans 'augmentation des RPT au cours de 'ARDS étaient candidats,
notamment les occlusions microvasculaires et I'eedéme interstitiel. En effet, nous observions
chez les animaux déficients en IL-6 des Iésions d'ARDS globalement plus sévére pour chacun
des items du score histologique. Mais le traitement de ces animaux par rHulL-6 nous a fait
envisager un autre mécanisme. En effet, nous avons constaté que si le traitement par rHulL-6
limitait partiellement la majoration de 1'inflammation et des l1ésions pulmonaires, il prévenait
totalement la dysfonction vasculaire pulmonaire. Nous avons donc supposé que la déficience
en IL-6 était responsable d'une anomalie de la vasoréactivité pulmonaire, et nous avons
incriminé une dysrégulation des NOS sur les données de la littérature. En effet, I'IL-6 exerce
des effets hémodynamiques systémiques NO-dépendants, impliquant cceur et vaisseaux.
L'administration systémique d'IL-6 chez le rat a ét¢ montrée responsable d'une hypotension

artérielle aigue transitoire dose-dépendante. In vitro, 1'exposition du muscle papillaire de
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hamster (272) ou des cardiomyocytes (294) a 1'lL-6 diminuait la contractilité. L'effet inotrope
négatif pouvait étre attribuable a une régulation positive des eNOS et iINOS (295,296).
D'autres données suggéraient un rdéle conjoint de 1'L-6 et de 1'L-1B dans la vasodilation
NOS-dépendante au cours du sepsis (297). Nous avons alors exploré cette voie. Ne disposant
pas d'outil d'étude ex vivo de la vasomotricité pulmonaire de type poumon isolé-perfusé par
exemple, nous avons étudié in vivo la vasoconstriction pulmonaire hypoxique, qui est régulée
négativement par les NOS (298) via la protéine kinase G et l'augmentation du calcium
cytosolique dans les CMLAP. Les données obtenues supportent notre hypothése. La
déficience en IL-6 induit une dysfonction vasculaire pulmonaire attribuable, au moins

partiellement, & un mécanisme vasomoteur médié par les NOS.
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3. L'age avancé est associé a une gravité accrue dans un modéle

murin de syndrome de détresse respiratoire aigue

Voiriot G, Contou D, Tran Van Nhieu J, Amsellem V, Latiri M, Adnot S, Maitre B, Mekontso
Dessap A. Aging exacerbates acute respiratory distress syndrome in a double hit murine

model. Crit Care Med (Soumis).

Objectifs, méthodes et résultats:

L'age avancé a été récemment ét¢ identifié dans une méta-analyse comme l'unique facteur
clinique indépendant associ¢ a la mortalit¢ au cours de I'ARDS (69). Cette gravité age-
dépendante a ¢été confirmée et ses déterminants explorés dans plusieurs travaux
expérimentaux utilisant des modeles murins d'ARDS. Ces études suggéraient une
inflammation et une dysfonction vasculaire systémique accrues chez les animaux agés, a
l'origine d'un pronostic dégradé (299-301). Cependant, nous identifiions 3 limites principales
a ces travaux. D'abord, aucun n'avait utilis€ un modele murin two hit associant une agression
septique ou pseudo-septique a une VM protectrice. Ensuite, aucun n'avait étudié¢ I'impact du
vieillissement pulmonaire et des modifications associées de 1'ultrastructure parenchymateuse
sur I'évolution de la mécanique ventilatoire au cours de la VM. Enfin, aucun n'avait étudié
l'existence éventuelle d'une dysfonction vasculaire pulmonaire age-dépendante participant a la

gravité, alors qu'une dysfonction vasculaire systémique était identifiée par Nin et coll. (299).

Nous avons fait 1'hypothese de l'existence d'une dysfonction vasculaire pulmonaire age-

dépendante participant a la gravité accrue des sujets agés au cours de 'ARDS.

Nos objectifs étaient de montrer une gravité accrue des souris agés exposées au modele

d'agression two hit développé en terme mécanique ventilatoire d'une part et d'inflammation,
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cedéme et dommage parenchymateux d'autre part et de rechercher une élévation des RPT

témoignant d'une dysfonction vasculaire pulmonaire.

Des souris males C57BL6 sauvages agées de 10 a 12 semaines (jeunes) et 52 a 53 semaines
(matures) étaient utilisées. Quatre groupes étaient constitués selon l'exposition préalable ou
non au LPS. La dose de LPS était réduite a 3pug/g de poids corporel et la durée de VM a 3
heures, a cause d'expériences préliminaires ayant montré une mortalité des souris matures
avec 4ug/g et 5 heures. Le Vt chez les souris matures était réglé sur le poids réel, aprés avoir
vérifié¢ la conservation du rapport poids des poumons/poids corporel avec 1'age sur quelques
animaux (299). Le reste des explorations physiologiques et des études sur prélévements
biologiques était comparable au travail précédent, en dehors du dosage d'IL-6 dans le plasma

et des dosages d'angiopoiétine II et de s-RAGE dans le liquide de LBA.
Nous avons pu établir que:

- l'age était associ¢ a une susceptibilité accrue a la VM en terme de mécanique

ventilatoire,

- l'age était associé a une susceptibilité accrue a la double agression LPS-VM, marquée
par une mécanique ventilatoire dégradée, une inflammation systémique (IL-6) et
pulmonaire (alvéolite, IL-6, TNFa, MIP-2) et une fuite alvéolocapillaire (dosage

protéique total dans le LBA, cedéme pulmonaire) majorées,

- l'age était associé a une expression pulmonaire accrue d'angiopoiétine 2, biomarqueur

de dysfonction endothéliale pulmonaire, sans pour autant d'é¢lévation des RPT.

Ce travail a confirmé une gravité accrue age-dépendante au cours de ' ARDS, sans clairement

identifier la participation d'une dysfonction vasculaire pulmonaire majorée.
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ABSTRACT

Rationale

In a recent systematic review, aging has been identified as the only factor independently
associated with mortality during human acute respiratory distress syndrome (ARDS). We
explored this age-dependant severity in a clinically-closed two hit murine ARDS model.
Methods

Young adult (Y, 10-12 weeks) and mature old (O, 12-13 months) male C57BL6 mice
underwent an aspiration of Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS) or control saline
vehicle (C). Twenty hours later, mice underwent 3 hours of low tidal volume mechanical
ventilation (MV, tidal volume 8 ml/kg). Lung mechanics were assessed hourly during MV.
Right ventricular pressure and cardiac output were measured at the end of the MV. After
sacrifice, lung inflammation, edema and injury were explored with bronchoalveolar lavage
(BAL) and histology.

Results

At MV start, Opgs mice had higher respiratory system compliance than Ypgs mice. LPS
aspiration dramatically altered this baseline compliance in old mice, but not in young mice.
Old mice had a more pronounced alteration in lungs mechanics during MV as compared to
young mice. Lung inflammation (as assessed by the total cell count, IL-6, TNFa and MIP-2
concentrations in BAL fluid), plasma inflammation (as assessed by I1-6 concentration) and
alveolocapillary leak (as assessed by the total protein concentration of BAL fluid and by a
histological score of lung edema), were higher in Orps mice as compared to Yips mice at the
end of MV, whereas hemodynamics (systemic blood pressure, cardiac output and pulmonary
vascular resistances) were similar between groups.

Conclusion

As compared to young mice, mature old mice were more susceptible to LPS exposure and low
tidal volume mechanical ventilation.

Abstract: 258 words

Key words: aging, acute respiratory distress syndrome, mechanical ventilation, pulmonary

vascular dysfunction, lung edema.



INTRODUCTION

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is a life threatening condition consisting in an
acute respiratory failure caused by a nonhydrostatic edema responsible for hypoxemia and
radiological bilateral lung infiltrates (1). Despite decades of medical research and major
improvements in ARDS patient care, the mortality still remains high, around 25-40% (2—6). A
meta-analysis has recently identified age as the sole clinical independent predictive factor for
mortality during ARDS (6). Some determinants of this "age-related" severity have been
explored in studies using rodent models of ARDS with injurious mechanical ventilation (MV)
(7,8) and lipopolysaccharide (LPS) administration (9). These studies suggested an enhanced
lung inflammation and systemic vascular dysfunction in old animals (9). However, these
reports have several limitations: 1) none has examined baseline age-associated changes in lung
structure (10) and lung mechanics; ii) none has explored pulmonary hemodynamics, although
pulmonary vascular dysfunction has been shown to be associated with poor outcome during
ARDS (11); iii) none has used a clinically closed model of ARDS.

We herein report on a clinically-closed double hit murine model of ARDS, combining LPS
aspiration (as lung infection is the most frequent cause of ARDS in humans (4)) and a low
tidal volume mechanical ventilation (as commonly used in clinical practice (12)) applied to
young adult (10-12 weeks) and mature old (12-13 months) wild-type C57Bl6 mice. We
investigated the determinants of the age-related severity of ARDS, with a focus on lung

mechanics and pulmonary hemodynamics in addition to lung injury, inflammation and edema.

MATERIALS AND METHODS

Animals
Young adult and mature old wild-type C57B16 male mice, respectively 11 + 1.2 and 52 + 0.4

weeks old, were used (Janvier, Le Genest Saint Isle, France). All animal care and procedures



were performed after approval of the Institutional Animal Care Committee, in accordance
with the official regulations of the French Ministry of Agriculture guidelines for the
experimental use of animals.

Pilot experiments to adjust tidal volume per body weight

We harvested lungs from 4 young adult and 4 mature old mice to measure the lung
weight/body weight ratio, which was similar: 0.0057 + 0.00020 vs. 0.0056 + 0.00026,
p=0.686. We decided to administer the tidal volume according to body weight as previously
described in rats (7).

Animal protocol

Mice were anesthetized with inhaled 5% isoflurane (Abbott, Rungis France) and were kept in
spontaneous breathing; 1.5 pl/g of body weight volume instillate consisting of 2 pg/ul of
Escherichia coli 055:B5 derived lipopolysaccharide (Sigma-Aldrich Chimie, Lyon, France) or
control saline was delivered into the distal part of the oropharynx and aspirated into the lower
respiratory tract. After oropharyngeal aspiration, mice woke up and returned to their cage with
free access to water and food. Twenty hours later, mice were reanesthetized with
intraperitoneal pentobarbital (30 pg/g of body weight, Hospira, Meudon La Forét, France)
followed by continous 5% isoflurane (Abbott, Rungis France). The larynx was surgically
exposed and the trachea was intubated orally under direct vision with a metal cannula
(internal diameter of 1 mm, Harvard Apparatus, Les Ulis, France). The tracheal cannula was
properly secured with surgical thread (Ethicon 3-0, Ethicon, Auneau, France) before
connection to mechanical ventilator in order to avoid leaks. The cervicotomy was closed with
surgical thread (Ethicon 6.0, Ethicon, Auneau, France).

Mechanical ventilation

Mice were ventilated in the supine position using humidified gas (20 mgH2O/L absolute

humidity, MR410 humidifier, Fischer & Paykel Healthcare, Courtaboeuf, France), with a tidal



volume of 8 pul/g of body weight, a respiratory rate of 180/min, an end-expiratory pressure of
3 cmH,0, and a fraction of inspired oxygen of 0.5, by means of a computer-driven small-
animal ventilator (flexiVent, Scireq, Montreal, Canada). These ventilatory parameters have
been shown to provide suitable minute ventilation (13). Mechanical ventilation lasted 3 hours
with continuous anesthesia maintained by 1.5% isoflurane and muscle paralysis using
intraperitoneal pancuronium at the onset of the experiment and every hour (0.8 pg/g of body
weight, Organon, Puteaux, France) to ensure passive mechanical conditions. Mice received
intraperitoneal warm fluid boluses (5% dextrose with 9 g/ NaCl) at the onset of the
experiment (20 pL/g of body weight) and every hour (10 pL/g of body weight).

Experimental design

The experimental design included four groups: young adult mice exposed to
lipopolysaccharide aspiration (Yrps), young adult mice exposed to control saline aspiration
(Yc), mature old mice exposed to LPS aspiration (Orps) and mature old mice exposed to
control saline aspiration (Oc). Each group included 13 to 16 animals.

Lung mechanics

Special features of the flexiVent ventilator include a continuous monitoring of airway
pressures and a precision computer-controlled piston that is capable of accurately measuring
the delivered volume (with appropriate corrections for gas compression) and to produce any
desired waveform, allowing respiratory mechanics assessment with the forced oscillation
technique (FOT) and pressure-volume curves (13). Mice were allowed to stabilize on the
ventilator for 5 minutes and were then inflated twice to a transrespiratory pressure of 30
cmH,O to establish a standard volume history. Respiratory system dynamic compliance and
elastance (Cgyn and Egyn) were measured using the single frequency FOT at initiation of
mechanical ventilation, before and after volume history standardization, and then hourly to

capture the time course and the detailed response to mechanical ventilation. The respiratory



system quasi-static compliance (Cqs) Was measured using a pressure-driven pressure-volume
curve at start (before and after volume history standardization) and at end of mechanical
ventilation. Before the end of the timed ventilator protocol, mice underwent hemodynamic
explorations (13).

Hemodynamic explorations

Through the cervical midline incision, both the right jugular vein and left carotid artery were
isolated using a stereomicroscope (Leica MZ 7.5, Leica Microsystems, Nanterre, France). An
ultra-miniature 0.47 mm high fidelity pressure transducer catheter (SPR-671, Millar
Instruments, Houston, TX) was inserted into the right jugular vein and advanced into the right
ventricle. The micromanometer was calibrated in vitro, firstly electronically and secondly
against a column of mercury with the reference zero level taken at mid chest. Right
ventricular systolic pressure was measured during a short end-expiratory ventilatory pause
using a Gould transducer (Gould, Cleveland, USA) and a Notocord system (Emka
Technologies, Paris, France). Then the pressure transducer catheter was inserted into the left
carotid artery and systemic blood pressure and cardiac rate were measured. Cardiac output
was measured by the transpulmonary thermodilution technique (14). Briefly, a 0.34 mm
external diameter thermistor microprobe (Columbus Instruments, Columbus, OH) was
inserted into the left carotid artery and advanced to the aortic arch, where changes in aortic
blood temperature were measured. A 0.5 mm external diameter catheter placed in the right
jugular vein was advanced to the right atrium for bolus injection of 20 puL of NaCl 9 g/L
solution at 20°C. Five consecutive cardiac output measurements were obtained using the
Cardiomax-III system (Columbus Instruments) and total pulmonary vascular resistances were
calculated as the ratio of right ventricular systolic pressure to cardiac output.

Specimen collection



At the end of the timed ventilator protocol and after hemodynamic measurements, mice were
exsanguinated via sectioning the left carotid artery. Arterial blood gases were determined; the
remaining heparinized blood was centrifuged (3500 rpm, 12 min at 4°C) and plasma
supernatant was stored at -80°C for subsequent assessment of mediators. Bronchoalveolar
lavages were performed with four separate 0.5 mL aliquots of saline at 20°C and then lungs
underwent fixation (paraformaldehyde 4%) and paraffin embedding. The total cell count of
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was determined for a fresh fluid specimen using a
Malassez hemocytometer. BALF was centrifuged (1600 rpm, 7 min at 4°C). The cell pellet
was diluted in saline, and differential cell counts were done in few animals on cytocentrifuge
preparations (Cytospin 3; Shandon Scientific, Cheshire, UK) stained with Diff-Quick stain
(Baxter Diagnostics, McGaw Park, IL). Cell-free supernatants were stored at -80°C for
subsequent assessment of total protein concentration (Bio-Rad Protein Assay) and mediators.
Concentrations of IL-6, macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2), tumor necrosis factor o
(TNF-a), angiopoeitin-2 (ang-2) and soluble receptor for advanced glycation end products (s-
RAGE) were assessed in BALF and plasma using ELISA immunoassay kit (R&D systems,
Abingdon, UK), in duplicate, in accordance with manufacturer's instructions.

Histological analysis

Lung sections of 5 um thickness were cut and stained with hematoxylin and eosin. The degree
of lung injury was blindly determined by a experienced pathologist (JTVN) using a scoring
system designed to evaluate the heterogeneous lesions of lung injury and adapted from
previously published scores (15,16). For the two main non-alveolar structures of the lung
(veins and bronchi/arteries), three pathological processes (edema, leukocyte infiltration, and
congestion/hemorrhage) were scored on two scales, an intensity scale (0 to 4) and an
extension scale (0 if absent; 1 if mild with <25% of lung involvement, 2 if moderate with 25—

50% of lung involvement, 3 if severe with 50-75% of lung involvement, and 4 if very severe



with >75% of lung involvement). For the alveoli, three pathological processes (thickness of
the alveolar wall, neutrophil aggregation in airspace, and macrophage aggregation in
airspaces) were scored on the same scales. For each pathological process of each structure, the
product of intensity score and extension score were calculated (0 to 16) and partial scores of
edema (0 to 32), leukocyte infiltration (0 to 32) and congestion/hemorrhage (0 to 32) were
computed. An alveolitis score (0 to 48) was also computed from neutrophil aggregation and
macrophage aggregation in airspace. Finally, these four partial scores were added to obtain a
global lung injury score (0 to 144).

Statistics

The data were analyzed using the SPSS Base 18.0 statistical software package (SPSS Inc,
Chicago, IL). Continuous data were expressed as median [Ist quartile - 3rd quartile] unless
otherwise stated. Independent sample were compared using the Kruskal-Wallis test followed
by pairwise Mann-Whitney test, with correction for multiple testing by Benjamini-Hochberg

false discovery rate. Two-tailed p values smaller than 0.05 were considered significant.

RESULTS

Lung mechanics and oxygenation

Results of airway pressures monitoring, forced oscillation techniques and pressure-volume
curves are displayed in Figure 1. At initiation of mechanical ventilation, quasi-static
compliance was higher and dynamic elastance was lower in old mice as compared to young
animals. At initiation of mechanical ventilation, LPS aspiration was associated with an
alteration of lung mechanics (lower quasi-static compliance and higher dynamic elastance) as
compared to saline in old mice, but not in young animals. The progressive deterioration of
lung mechanics during low tidal volume mechanical ventilation was greater in old mice as

compared to young animals and in LPS challenged mice as compared to those having



received saline. Blood oxygenation was similar between groups at the end of mechanical
ventilation, with a trend towards a lower ratio of partial pressure of oxygen to oxygen fraction
in arterial blood of animals challenged with LPS as compared to those having received saline
(326 [235-364] for Y¢, 263 [258-293] for Yips, 345 [265-381] for Oc, 300 [267-335] for
Ovrps, p= 0.147).

Lung injury, inflammation and edema

As compared to animals having received saline, those challenged with LPS exhibited higher
lung injury (Figure 2), lung inflammation (as assessed by BALF total cell count, IL-6, TNFa
and MIP-2 concentrations, Figure 3), and lung edema (as assessed by BALF total protein
concentration and angiopoietin 2 concentration, Figure 4). LPS aspiration induced a higher
systemic inflammation (as assessed by the plasma IL-6 concentration, Figure 3) and lung
edema (as assessed by the histological lung edema score, Figure 4) as compared to saline in
old mice but not in young animals. s-RAGE was detectable only in BAL fluid of Orps (Figure
3).

Hemodynamics and pulmonary vascular dysfunction

Mice challenged with LPS displayed higher total pulmonary vascular resistances as compared
to those receiving saline, whereas heart rate, cardiac output and mean arterial systemic

pressure were similar between groups (Table 1 and Figure 5).

DISCUSSION

The goal of this study was to determine whether the severity of ARDS was age-
related, using a clinically-closed double hit murine model. We found an age-related
susceptibility to LPS aspiration and to low tidal volume MV.

We used a model combining LPS aspiration and three hours low tidal volume MV.

LPS delivered to the alveolar spaces by aerosol or aspiration is a well known, reproducible



and commonly used model of ARDS (17,18). This model is clinically relevant, since infection
remains the most frequent cause of ARDS (4). LPS inhalation induces an intense and time-
related alveolar recruitment of neutrophils, reaching a peak between 12 and 24 hours post
exposure (19), as well as increased microvascular permeability (20). Moreover, LPS is
commonly present in lungs of ARDS patients even in the absence of clinical evidence of
infection (21). We combined LPS aspiration with three hours of low tidal volume MV, which
is also clinically relevant, since low tidal volume MV is routinely used in ARDS patients (12).
This combination is a double hit model since two hours of low tidal volume MV were shown
to cause lung inflammation and edema in mice (22).

At MV start, we found a lower dynamic elastance and a higher quasi-static compliance
in O¢ as compared to Yc. These findings are in line with the age-related changes in lung
elastic properties described in humans (23-26) and mice (27-30) and have been attributed to
structural and functional alterations of the extracellular matrix (27,28,30). In C57BL6 mice,
the reduction in elastic fiber content has been shown to occur before 20 months, along with an
increase in respiratory system compliance, whereas the increased collagen content in the lung
parenchyma occurred later in senescence, mainly after 20 months, along with a decrease in
airway resistances (30).

Previous studies having submitted old rodents to a low tidal volume MV (7,8) did not
examine changes in lung compliance during the MV course, but rather focused on airway
pressures and compliance at the end of the MV protocol. We assessed the relative decrease in
the dynamic compliance during MV, as previously proposed (31). We found a greater
alteration in lung compliance during MV in mature old mice as compared to young mice.
However, we observed no difference between young and mature old mice at the end of MV,
in terms of systemic and lung inflammation, lung edema and histological lung injury score.

These findings are in line with previous reports in rodents (8), but might appear divergent

10



with results of respiratory mechanics suggesting an age-related susceptibility to MV alone.
The age-related changes in the extracellular matrix might be involved, with enhanced
mechanical stress (7) altering elastic properties of older lungs over the course of MV (32).

We found an age-related enhanced systemic inflammation, lung inflammation and
lung injury in response to LPS+MYV. The release of proteolytic enzymes as well as the
production of reactive oxygen species by the inflammation-driven recruitment of neutrophils
may participate to the lung damage (33). SRAGE, which is a biomarker of lung damage and
severity in experimental (34-36) and human ARDS (37), was detectable only in the Oppg
group. These findings are in line with previous reports having explored bacterial pulmonary
challenge (38) or injurious MV (7,8) in aged rodents. An age-related inflammatory response
has also been described in rodents (9,39-44) or healthy humans (45) exposed to intravenous
LPS. In a large European cohort of intensive care unit patients, aged subjects (>70 years)
exhibited a higher incidence of multiple organ dysfunction syndrome during mechanical
ventilation, that might illustrate an enhanced acute response phase as compared to adults (46).

The age-related severity of lung edema in our report may be attributable to a greater
pulmonary endothelial dysfunction in old animals. We observed a higher BALF concentration
of angiopoietin-2 in old animals, which is known to impair endothelial barrier (47) and to
promote liquid leakage (48) through an autocrine pathway. The higher inflammatory response
in old mice may contribute to activate pulmonary microvascular endothelial cells and promote
endothelial permeability (49). Many other factors may contribute to the age-related
endothelial dysfunction. First, increased oxidative and nitrosative lung damage as well as
down-regulation of superoxyde dismutase have been described in old mice submitted to
systemic LPS (43). Second, an increase in lung permeability to soluble particles has been
shown in senescent mice, suggesting an age-related dysfunction of the epithelial-endothelial

barrier (50). Third, an age-related susceptibility of mouse microvascular endothelial cells to
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oxidative stress and cellular damage induced by circulating inflammatory factors during
septicemia have been demonstrated (51). Finally, an altered lung water transport associated
with downregulation of both aquaporins 1 and 5 has been identified in aged mice (52).

An age-related thrombotic phenotype has been identified in mice after systemic LPS
exposure (53) or during acute pancreatitis (54), that may enhance microvascular occlusions, a
key pattern of pulmonary vascular dysfunction during ARDS (55). However, we observed no
difference between old and adult mice concerning total pulmonary vascular resistances.
Pulmonary vascular dysfunction during ARDS is plurifactorial, and involves microvascular
occlusions but also a dysregulation of vasoactive mediators (such as endothelin-1, nitric oxide
and prostanoids), a vascular remodeling and an extrinsic compression of microvessels due to
lung edema and alveolar distension by mechanical ventilation (49).

Our study has some limitations. First, we evaluated total pulmonary vascular
resistances but not pulmonary arterial resistances because we did not assess pulmonary
capillary wedge pressure. Second, our mature old mice (12-13 months) were “younger” than
those used in some previous experimental works exploring the age-related severity during
ARDS or sepsis (20-24 months) (9,39,56). In preliminary experiments, we explored 24
months old mice, but their mortality with the double hit model exceeded 50%, precluding any

comprehensive exploration.

CONCLUSIONS
Mature old mice, as compared to young mice, were more susceptible to LPS aspiration
followed by a 3 hours low tidal volume mechanical ventilation, with a enhanced alteration of

lung mechanics, and greater systemic and lung inflammation and lung edema.
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ABBREVIATIONS

ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome

BALF: Bronchoalveolar Lavage Fluid

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FOT: Force Oscillation Technique

IL-6: Interleukin -6

LPS: Lipopolysaccharide

MIP-2: Macrophage Inflammatory Protein-2

MV: Mechanical Ventilation

sRAGE: Soluble Receptor for Advanced Glycation End Products

TNFao: Tumor Necrosis Factor-o
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Figure 1. Respiratory mechanics during three hours (HO to H3) of mechanical ventilation
following either a lipopolysaccharide (LPS) or a control (C) saline aspiration in wild type
young (Y) and old (O) mice (four groups: Yc¢, Yips, Oc and Orps; four comparisons: Y vs.
Oc, Yips vs. Orps, Yc vs. Yrps and Oc vs. Orps). A. Peak airway pressures. B. Quasi-static

compliance of the respiratory system calculated using a pressure-volume curve. C. Dynamic
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elastance of the respiratory system calculated using the single frequency forced oscillation
technique. D. Relative variation of the dynamic compliance of the respiratory system from HO
to H3 (%); the dynamic compliance of the respiratory system was calculated using the single
frequency forced oscillation technique. Volume history standardization (VHS) consisted in a
twice times inflation to a transrespiratory pressure of 30 cmH2O. For A, B and C, the
depicted nomenclature a, b, ¢ and d denote Benjamini-Hochberg corrected p value<0.05 for
Mann-Whitney pairwise comparison (after Kruskal Wallis test), respectively Y¢ vs. Oc, Yips
vs. Orps, Yc vs. Yips and O¢ vs. Orps. For D, the nomenclature * denotes Benjamini-
Hochberg corrected p value<0.05 for Mann-Whitney pairwise comparison (after Kruskal
Wallis test). For A, B and C, points represent the median and errors bars represent the 95%

confidence interval. For D, the presentation is boxplot graph. N = 10 to 15 animals per group.
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Figure 2. Lung injury score and histological representations of the lung after three hours
of mechanical ventilation following either a lipopolysaccharide (LPS) or a control (C) saline
aspiration in wild type young (Y) and old (O) mice (four groups: Yc¢, Yrps, Oc and Opps; four
comparisons: Y¢ vs. Oc, Yrps vs. Orps, Yc vs. Yrps and Oc¢ vs. Orps). Lungs underwent
fixation (paraformaldehyde 4%), paraffin embedding and staining with hematoxylin and
eosin, then were examined under a light microscope. A. Lung injury was assessed using an

original histological scoring system. The nomenclature * denotes Benjamini-Hochberg
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corrected p value<0.05 for Mann-Whitney pairwise comparison (after Kruskal Wallis test).
The presentation is boxplot graph. B. Histological representations for each group are shown.

Magnification. N= 6 to 8 animals per group.
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mice (four groups: Y¢, Yips, Oc and Opps; four comparisons: Yc¢ vs. Oc, Yips vs. Orps, Y Vs.
Yips and Oc vs. Orps). Bronchoalveolar lavage was performed immediately after the sacrifice.
A. The total cell count of bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was determined using a
Malassez hemocytometer. The differential cell count, performed in a limited number of
animals, showed a predominance of polymorphonuclear neutrophils (>80% of total cells). B,
C and D. After centrifugation, BALF and blood supernatants were collected for ELISA
measurement of cytokine [IL-6, MIP-2, TNF-a in BALF, IL-6 in blood] and s-RAGE
concentrations. The nomenclature * denotes Benjamini-Hochberg corrected p value<0.05 for
Mann-Whitney pairwise comparison (after Kruskal Wallis test). The presentation is boxplot

graph. N= 6 to 8 animals per group.
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Figure 4.
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Figure 4. Alveolocapillary leak and lung edema after three hours of mechanical ventilation
following either a lipopolysaccharide (LPS) or a control (C) saline aspiration in wild type
young (Y) and old (O) mice (four groups: Y¢, Yips, Oc and Opps; four comparisons: Y¢ vs.
Oc, Yips vs. Orps, Yc vs. Yrps and O¢ vs. Orps). Bronchoalveolar lavage was performed
immediately after sacrifice then lungs underwent fixation (paraformaldehyde 4%), paraffin
embedding and staining with hematoxylin and eosin, and were examined under a light

microscope. A. The total protein concentration of bronchoalveolar lavage fluid was
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determined. B. Lung edema was assessed using an original histological scoring system. C.
Bronchoalveolar lavage fluids were centrifuged. Supernatants were collected for ELISA
measurement of Angiopoietin 2. The nomenclature * denotes Benjamini-Hochberg corrected
p value<0.05 for Mann-Whitney pairwise comparison (after Kruskal Wallis test). The

presentation is boxplot graph. N= 6 to 8 animals per group.
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Figure 5.

Total pulmonary resistances,
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Figure 5. Total pulmonary resistances assessed at the end of a three hours mechanical
ventilation following either a lipopolysaccharide (LPS) or a control (C) saline aspiration in
wild type young (Y) and old (O) mice (four groups: Y¢, Yrps, Oc and Opps; four comparisons:
Yc vs. Oc, Yips vs. Orps, Yc vs. Yrps and Oc vs. Orps). Total pulmonary resistances were
calculated as the ratio of right ventricular systolic pressure to cardiac output. The
nomenclature * denotes Benjamini-Hochberg corrected p value<0.05 for Mann-Whitney
pairwise comparison (after Kruskal Wallis test). The presentation is boxplot graph. N= 6 to 8

animals per group.
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TABLE 1
Hemodynamic data and pulmonary vascular dysfunction assessed at the end of a three hours mechanical ventilation following either a
lipopolysaccharide (LPS) or a control (C) saline aspiration in wild type young (Y) and old (O) mice (four groups: Y¢, Yips, Oc and Opps; four

comparisons: YC VS. Oc, YLPS VS. OLPS, Yc VS. YLPS and OC Vs. OLPS)~

Ye Yips O OLrS
Cardiac rate (beat/min) 578[543-594] 563[536-591] 580 [544-613] 557 [527-568]
Mean systerme blood pressure (nunllg) 63[51-70] 48135-52] 64(53-77] 52[43-38]
Cardiac output {mL/min) 26[18-29] 14]12-17] 20[15-23] 15[11-17]
Right ventricular systolic pressure (mmHg) 31[28-33] 39[39-43] 31[26-32] 34[30-40]
Total pulmonary resistances (nmHg min/mnl.) 1.3[1.1-1.9] 26[2.0-34]* 1.7[1.2-2.0] 22[20-37]8

Data are median [25th-75th percentile]. N= 6 to 8 animals per group. *, #, and § indicate a Benjamini-Hochberg corrected p value <0.05 (Mann-

Withney test following Kruskal Wallis test) as compared to Yc¢, Yips and Oc¢ respectively. N= 6 to 8 animals per group

28



Discussion des méthodes

Dans ce travail, nous avons utilis¢ des souris jeunes et matures, respectivement 10-12
semaines et 52-53 semaines. Dans les travaux antérieurs ayant examiné 1'impact de 1'age sur la
gravité dans des modeles murins d'ARDS ou de sepsis, les animaux vieux avaient 20 a 24
mois (300,302,303). Dans un autre travail, Turnbull a utilis¢é des souris jeunes (4 mois),
matures (12 mois) et vieilles (24 mois) dans un modele de ponction ligature caecale et montré
une mortalité crescendo avec I'dge (304). Nous souhaitions donc utiliser des souris agées de
24 mois, mais des expériences préliminaires ont montré une mortalité élevée, faisant préférer

des animaux de 12 mois, dits matures.

Discussion des résultats:

Au début de la VM, lors du branchement au ventilateur, les premiéres mesures de mécanique
ventilatoire identifiaient des propriétés ¢élastiques différentes entre les souris jeunes et
matures. Ces derniéres avaient en effet une compliance du systéme respiratoire plus élevée.
Sans pouvoir exclure des changements structuraux de la paroi thoracique liés a l'age, le
vieillissement pulmonaire était l'explication privilégiée. Des données déja anciennes 1'ont
illustré chez I'humain (305-308) et la souris (309-313) et I'ont attribué a des modifications
structurales et fonctionnelles de la matrice extracellulaire. Chez la souris C57BL6, la
raréfaction des fibres élastiques est un événement précoce du remodelage pulmonaire lié a
l'age, survenant surtout avant 20 mois et correspondant a l'augmentation de la compliance,
tandis que l'augmentation du collagene est plus tardive, survenant surtout apres 20 mois et
correspondant a I'augmentation des résistances des voies aériennes (312). Ces modifications
age-dépendantes du tissu de soutien pulmonaire pouvaient é&tre impliquées dans les

différences observées entre souris jeunes et matures non préalablement exposées au LPS.
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Nous avons identifié une vulnérabilité age-dépendante a la double agression LPS-MV. Les
marqueurs de la réponse inflammatoire locorégionale (IL-6, MIP-2, TNFa) et systémique (IL-
6) étaient augmentés chez les souris matures, en concordance avec les travaux antérieurs dans
d'autres modeles d'agression (299-301). Une inflammation age-dépendante avait aussi été
montrée chez l'humain sain expos¢ au LPS systémique (314). La fuite alvéolocapillaire
augmentée chez les souris matures suggérait une dysfonction endothéliale pulmonaire, en
concordance avec une angiopoiétine 2 élevée. Ce facteur de croissance angiogénique, aussi
exprimé chez I'humain, a ét¢ montré participant a la Iésion de la membrane alvéolocapillaire
(315) et promoteur de la fuite liquidienne (316) au cours de la réponse aigue inflammatoire.
En plus de l'inflammation majorée, plusieurs facteurs pouvaient étre impliqués dans cette
dysfonction endothéliale pulmonaire age-dépendante. D'abord, un stress oxydant majoré et
une régulation négative de la superoxyde dismutase ont été décrits chez des souris agées
soumises au LPS systémique (317). Par ailleurs, une susceptibilit¢ age-dépendante des
cellules microvasculaires endothéliales murines au stress oxydant et au dommage cellulaire
induits par les médiateurs inflammatoires systémiques de patients septiques a été mise en
évidence (318). Ensuite une augmentation de la perméabilité alvéolaire aux particules fines a
¢té montrée chez des souris agées, suggérant un vieillissement de la barriére alvéolocapillaire
(319). Enfin un transport hydrique pulmonaire altéré a été identifié chez la souris agée,

attribué a une régulation négative des aquaporines 1 et 5 (320).

En dépit des arguments biologiques et histologiques suggérant une atteinte endothéliale
pulmonaire augmentée chez le souris matures, nous n'avons pas observée d'élévation age-
dépendante des RPT. Mais la dysfonction vasculaire pulmonaire de 1'ARDS est
plurifactorielle, impliquant 1'hyperperméabilit¢ endothéliale mais aussi les occlusions

microvasculaires, une dysrégulation des agents vasomoteurs ou encore le remodelage
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vasculaire, et I'ensemble de ces phénomenes n'était peut-Etre pas assez exacerbé pour induire

une dysfonction vasculaire pulmonaire accrue chez les souris matures.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Nous avons développé et utilis¢ un modele murin d'ARDS two hit, incluant une VM
protectrice et des exploration physiologiques respiratoires et hémodynamiques. L'objectif était
de disposer d'un outil induisant une dysfonction vasculaire pulmonaire, permettant de
'évaluer et d'en étudier les causes. Le parametre d'évaluation global de la dysfonction
vasculaire pulmonaire était les RPT. Deux limites affectaient le choix de ce parameétre
hémodynamique. Premiérement, il n'était pas calculé¢ a partir de la Pop mais de la PSVD,
comme dans d'autres travaux antérieurs relatifs a I'HTP aigue chez la souris (321). En effet, la
Pap est difficilement mesurable chez la souris sauf a disposer d'un cathéter treés spécifique
(322). Deuxiémement, 1'utilisation des RVP eut été préférable, afin d'éviter la confusion d'une
éventuelle composante d'HTP post-capillaire, mais la PAPO n'est pas accessible chez la
souris. Nous avons tenté de pallier a ces limitations en mesurant le débit cardiaque. Puisqu'il
était globalement comparable entre les groupes dans les deuxieéme et troisiéme travaux, nous
avons estimé la probabilité d'une composante cardiaque gauche faible. Il aurait été intéressant
de mesurer en continu la pression artérielle systémique mais ce monitoring aurait rendu le

modele trés instable.

Le premier travail a étudié 1'impact de manceuvres de recrutement alvéolaire, une technique de
ventilation non utilisée en pratique clinique courante mais jouissant d'un intérét croissant. Une
augmentation des RPT étaient notées chez les souris exposées a la technique. Une approche
globale transcriptomique a été choisie, car elle permettait d'explorer sans a priori les
différentes voies métaboliques et cellulaires impliquées dans les mécanismes de thrombose,
remodelage, vasomotricité et hyperperméabilité endothéliale. Cette approche a ainsi confirmé
le caractere plurifactoriel de la dysfonction vasculaire pulmonaire de I'ARDS. Nos données

suggéraient des effets vasculaires délétéres des manceuvres de recrutement, alors que le
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bénéfice en terme de mécanique ventilatoire était clair, et conforme aux travaux antérieurs.
Des données récentes tendaient & confirmer nos observations. Dans un modele murin utilisant
le LPS inhalé ou systémique suivie d'une VM protectrice, 3 types de manceuvres de
recrutement étaient testées. Deux d'entre elles €taient associées a une expression accrue de
vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, compatible avec une dysfonction endothéliale

pulmonaire (283), sans mesure cependant associé¢e de la pression ventriculaire droite.

Dans notre second travail, nous avons étudié¢ I'lL-6, un médiateur clé de la réponse aigue
inflammatoire. Nous avons illustré le paradoxe d'une cytokine a la fois biomarqueur péjoratif
et acteur protecteur au cours de 'ARDS (289). Nous avons montré que la déficience en IL-6
était associée a une gravité accrue de l'atteinte pulmonaire, partiellement prévenue par un
traitement par rHulL-6. Nous avons montré aussi chez les souris déficientes des RPT élevées,
au moins partiellement attribuables a une dérégulation de la vasomotricité pulmonaire
impliquant les NOS. Une voie d'intérét complémentaire dans la thématique IL-6 concerne le
role du récepteur soluble a 1'IL-6 (sIL-6R). Essentiellement libéré par clivage du récepteur
membranaire de 1'[L-6, il fixe 1'IL-6 circulante, permettant la stimulation de différents types
cellulaires dépourvus du récepteur membranaire via la voie de signalisation intracellulaire
GP130/JAK-1/STATI1-3 impliquée dans I'homéostasie cellulaire (323). Ses effets
immunomodulateurs et antioxydants ont ét¢ montrés bénéfiques dans des modeles d'agression
aigue (324,325). Il a été montré dans un modele d'inflammation des tissus sous-cutanés que la
libération locale de sIL-6R, essentiellement par les PNN recrutés au site de l'inflammation,
stimulait la sécrétion de la chemokine MCP-1 attractante des macrophages par les cellules
endothéliales, induisant un switch PNN-macrophages engageant la résolution du processus
infectieux (326). L'exploration du rdle de la voie IL-6/sIL-6R au cours de l'agression

pulmonaire aigue est donc d'intérét et pourrait s'inscrire dans la continuité de ce travail.
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Notre troisieme travail n'a pas identifi¢ d'HTP chez les souris d'age mature en comparaison
aux souris adultes jeunes soumises au modele d'ARDS. Néanmoins, des signes de souffrance
endothéliale ont été constatés, incluant une fuite alvéolocapillaire et un taux pulmonaire
d'angiopoiétine II accrus. La question de la sénescence pourrait étre explorée. Ce phénomene
consiste en un arrét permanent de la réplication cellulaire associ¢ a des modifications
phénotypiques caractérisées par une instabilité génomique, la perte de certaine fonctions
cellulaires spécialisées et une altération de l'expression de multiples geénes codant pour des
facteurs de croissance, des protéases ou encore des protéines extracellulaires. La sénescence
survient apres un certain nombre de divisions cellulaires et le raccourcissement progressif des
télomeres (sénescence réplicative) ou est induite par l'exposition a un facteur de stress
(sénescence prématurée). La sénescence cellulaire a déja été explorée dans les maladies
pulmonaires. Ainsi un raccourcissement anormal des télomeres, associé a des mutations des
genes des télomérases, a été décrit dans des cas sporadiques ou familiaux de fibrose
pulmonaire idiopathiques (327). Au cours de I'ARDS, l'intensité de la réponse inflammatoire
et du stress oxydatif pourrait favoriser une telle sénescence prématurée, méme sur une période
courte. Ce vieillissement cellulaire accéléré pourrait alors amplifier la réponse inflammatoire
et perturber les mécanismes de réparation alvéolaire. Il est possible aussi que la sénescence
réplicative associée au vieillissement, en perturbant les mécanismes de réparation alvéolaire,
participe au pronostic dégradé chez les patients ARDS et a la gravité accrue des souris d'age
mature dans notre travail. L'étude des marqueurs de sénescence prématurée chez les animaux
agressés et l'utilisation de souris transgéniques TERT -/- dépourvues d'activité télomérase,

présentant une sénescence réplicative accélérée, pourraient permettre d'explorer ces points.
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Conclusion

La dysfonction vasculaire pulmonaire est une composante importante de ' ARDS et participe
au mauvais pronostic. Son étude, notamment expérimentale, constitue donc un axe de
recherche important. Elle est possible chez le petit animal, dans un modele cliniquement
relevant, induisant une HTP aigue et offrant les outils d'exploration physiologique permettant
de la quantifier. Les mécanismes physiopathologiques mis en jeu, qui affectent surtout
l'endothélium pulmonaire, sont complexes et intriqués. L'analyse transcriptomique montrait
ainsi des phénomenes d'hyperperméabilité, de thrombose microvasculaire et de dysrégulation
de la vasomotricit¢ pulmonaire. Les facteurs déterminants de la dysfonction vasculaire
pulmonaire, encore largement méconnus, seraient relatifs a I'agent agressant, a la réponse de
I'hote et au support ventilatoire. Nous avons ainsi illustré les effets d'une réaction
inflammatoire dysrégulée par la déficience d'une cytokine régulatrice. Nous avons aussi
montré 1'impact potentiellement déletere de certaines modalités ventilatoires. D'autres
déterminants ou facteurs favorisants restent a explorer. Cela pourrait permettre d'avancer
davantage dans la compréhension de la composante Iésionnelle vasculaire pulmonaire de
I'ARDS, de guider ou de personnaliser les modalités d'utilisation du support ventilatoire, et

d'envisager d'éventuelles thérapeutiques médicamenteuses ciblant 1'endothélium pulmonaire.
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ANNEXE 1:

Liste des travaux non inclus dans cette thése, auxquels j'ai participé et qui ont donné lieu a

publication ou a présentation:

- Hervé A, Voiriot G, Razazi K., Adnot S, Maitre B, Mekontso Dessap A. Characterization
of a murine model of acute chest syndrome. ATS Meeting 2010. Am J Respir Crit Care
Med. 2010;181:A2678

- Guivarch E, Voiriot G, Rouze A, Tran Van Nhieu J, Maitre B, Mekontso-Dessap A,
Desmard M, Boczkowski J. Effects of adjusting tidal volume on actual or ideal body
weight in ventilated obese mice. ATS Meeting 2012. Am J Respir Crit Care Med. 2012;
185:A5457

- Rouz¢ A, Voiriot G, Guivarch E, Tran Van Nhieu J, Roux F, Isabey D, Brochard L, Maitre
B, Mekontso-Dessap A, Boczkowski J. Non injurious mechanical ventilation aggravates
pre-existing pulmonary inflammation in elastase-induced emphysema in mice. ATS
Meeting 2012. Am J Respir Crit Care Med. 2012;185:A5437

- Voiriot G, Zimnicka AM, Choudhury MS, Smith KA, Wan J, Adnot S, Maitre B,
Mekontso Dessap A, Yuan JXJ. High PEEP mechanical ventilation enhances pulmonary
vasoconstriction induced by Ca2+ influx through VDCC. ATS Meeting 2013. Am J Respir
Crit Care Med. 2013;187:A1138

- Voiriot G, Smith KA, Tauseef M, Mehta D, Yuan JXJ. Notch signaling is involved in acute
hypoxia-induced pulmonary vasoconstriction. ATS Meeting 2013. Am J Respir Crit Care
Med. 2013;187:A2255

- Wan J, Yamamura A, Zimnicka AM, Voiriot G, Smith KA, Tang H, Ayon RJ, Choudhury
MS, Ko EA, Wang J, Wang C, Makino A, Yuan JX. Chronic hypoxia selectively enhances
L- and T-type voltage-dependent Ca2+ channel activity in pulmonary artery by
upregulating Cavl.2 and Cav3.2. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2013 Jul
15;305(2):L154-64.
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ANNEXE 2

Résumé de la présentation en communication orale du travail n°2 (ATS meeting 2010):

Role of interleukin 6 during acute lung injury: study in a lipopolysaccharide-induced muine
model under mechanical ventilation

Voiriot G, Herve A, Razazi K, Souktani R, Gary-Bobo G, Adnot S, Brochard L, Maitre B, Mekontso
Dessap A.

Rationale

Interleukin 6 (IL-6) is a key biological indicator of the inflammatory response in the critically ill
patients. Plasma and broncho-alveolar IL-6 levels had been described as pejorative prognostic factors
during acute respiratory distress syndrome (ARDS) in clinics and animal studies. Unfortunately, the
true role of IL-6 in contributing to lung damage during ARDS remains unclear.

Methods

Wild-type C57BL6 and IL-6 knock-out (IL-67") male adult mice were submitted to an aspiration of
Escherichia coli lipopolysacharide (LPS) or PBS at time HO. At H18, mice were intubated and started
mechanical ventilation (MV, tidal volume 8 ml/kg; positive end-expiratory pressure 3 cm H,O,
inspired oxygen fraction 0.5). At each hour, respiratory system mechanics were assessed. A right
ventricular catheterization and a transpulmonary thermodilution were performed at H4.5 and animals
were sacrificed at H5. A broncho-alveolar lavage was performed and lungs were removed for
histological analysis. In a supplementary group of IL-6" mice, the effects of the administration of a
human recombinant IL-6 (rHu IL-6) at HO and H18 were studied. Considering results, right ventricular
pressure was measured during an acute hypoxic challenge (breathing 9% oxygen) in wild-type mice
receiving or not rHu IL-6 five hours before.

Results

In IL6” mice group, in comparison with wild-type mice, we observed during MV a higher impairment
of respiratory system compliance, in concordance at time of sacrifice with higher pulmonary
inflammation and histologic lung injury. But the administration of rHu IL-6 to IL-6” mice was almost
inefficient in reversing these differences. Concerning hemodynamics, IL6" mice suffered from
pulmonary hypertension, with marked increase of right ventricular systolic pressure and total
pulmonary resistance. Of note, IL-6” mice receiving rHu IL-6 were strongly protected from
developing these hemodynamic anomalies. During hypoxic challenge, wild-type mice having received
rHu IL-6 did not develop acute pulmonary hypertension.

Conclusion

In the present murine model, the IL-6 deficiency was deleterious in term of respiratory mechanics and
lung inflammation/injury, suggestive of a central anti-inflammatory role of this cytokine during
ARDS. Most of all, the IL-6 deficiency was associated with a marked pulmonary hypertension, which
seemed to be attributable to pulmonary vasoactive properties of IL-6.
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ANNEXE 3

Résumé de la présentation en communication orale du travail n°3 (ATS meeting 2012):

Effects of advanced age in a murine model of acute lung injury

Voiriot G, Contou D, Tran Van Nhieu J, Adnot A, Maitre B, Mekontso Dessap A.

Rationale

In a recent systematic review, aging has been identified as the only factor independently associated
with mortality during acute respiratory distress syndrome. This age-dependant severity was previously
explored in several experimental works. Those works had two main limits: (i) none focused on
changes in lung mechanics, (ii) none explored the right ventricular and pulmonary hemodynamics.
Methods

Young (8-10 weeks) and old (12 months) C57BL6 male mice underwent an aspiration of Escherichia
coli lipopolysaccharide (LPS) or vehicle (PBS). Twenty hours later, mice were anesthetized and
intubated, and started a 3 hours period of mechanical ventilation (MV, tidal volume 8 ml/kg, positive
end-expiratory pressure 3 cm H,0). Lung mechanics were assessed hourly during MV. Right
ventricular pressure and cardiac output (transpulmonary thermodilution) were used to calculate total
pulmonary resistances at the end of the MV. After sacrifice, a bronchoalveolar lavage (BAL) was
performed and the lungs were harvested. BAL cellularity and histological lung edema and injury were
assessed. Four groups (n=10-15 mice per group) were studied (PBS young mice = Ypgs, PBS old mice
= Opps, LPS young mice = Yips and LPS old mice = Opps). Continuous data were expressed as
median.

Results

At baseline, when starting MV, Opgs mice had a higher respiratory system compliance (pL/cmH,0)
than Ypps mice, respectively 126 vs. 77 (p<0.001). LPS exposure dramatically altered this baseline
compliance in old mice (Oypps vs. Opgs, respectively 106 vs. 126, p=0.001), but not in young mice (Y ps
vs. Ypgs, respectively 73 vs. 77, p=0.19). During MV, old mice had a more pronounced decrease in
compliance as compared to young mice (-66% in Oyps, -61% in Opps, -62% in Y ps and -53% in Ypps,
p<0.001). The total cell count of BAL fluid (cell/uL) were higher in Oyps group as compared to Yyps
group, respectively 5500 vs. 2800 (p<0.001). The alveolocapillary leak, quantified by the total protein
concentration of BAL fluid (ug/mL; 777 in Opps, 197 in Opgs, 246 in Yips and 155 in Ypps, p<0.001)
and by a histological score of lung edema (arbitrary units; 6.0 in Opps, 2.5 in Opps, 3.0 in Y ps and 2.0
in Ypgs, p=0.035), was also higher in Opps group as compared to Yips group. Concerning
hemodynamics, pulmonary vascular resistances were similar in Y1 ps and Oy ps groups.

Conclusion

Old mice were more susceptible to LPS exposure and non-injurious mechanical ventilation, with a
marked alveolocapillary leak.
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ANNEXE 4

Résumé de présentation en session poster (ATS meeting 2013):

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire du Pr Jason Yuan, University of Illinois at Chicago,
Chicago au cours de I'année 2011-2012. L'objectif du travail était d'étudier 1'impact d'une VM

a PEP ¢élevée sur la vasoréactivité pulmonaire chez des souris adultes jeunes saines.

High PEEP mechanical ventilation enhances pulmonary vasoconstriction induced by Ca** influx
through VDCC

Voiriot G, Zimnicka AM, Choudhury MS, Smith KA, Wan J, Adnot S, Maitre B, Mekontso Dessap A,
Yuan JXJ.

Introduction

Mechanical ventilation is a key supportive treatment in intensive care units. In patients with
ALI/ARDS, high PEEP is routinely used to enhance gas exchange; however, this ventilatory strategy
can exert deleterious effects on the pulmonary vasculature. Here, we aimed in determining whether
high PEEP affects pulmonary vascular reactivity and alters the expression level of Ca®" channels in
pulmonary arterial smooth muscle cells.

Methods

In perfused/ventilated lungs isolated from C57/BL6 mice having previously undergone for 2 hours 7)
spontaneous breathing (SB), ii) low PEEP low tidal volume mechanical ventilation (MV) or iii) high
PEEP low tidal volume mechanical ventilation (MVhP), we measured and compared the changes in
pulmonary arterial pressure (PAP) in response to high K perfusate and various vasoconstrictors and
vasodilators. In some additional in vivo experiments, we measured right ventricular systolic pressure
(RVSP) and collected blood for gas analysis and performed bronchoalveolar lavage (BAL). Isolated
pulmonary arteries and whole-lung tissues were then used to determine mRNA expression levels of
various Ca>" channels.

Results

In comparison to MV mice, MVhP mice displayed a limited deterioration of the elastic properties of
the lungs; however, MVhP mice exhibited a significantly higher RVSP. There was no difference of
total cell count and total protein concentration in the BAL fluid between SB, MV and MVhP mice.
Gas exchanges were actually improved in MVhP mice compared to MV mice. In isolated
perfused/ventilated lungs, hypoxia (1% O,)-mediated pulmonary vasoconstriction and high K* (80-120
mM)-induced pulmonary vasoconstriction were both significantly enhanced in MVhP mice compared
to SB mice. However, pulmonary vasoconstriction or the change in PAP induced by U46619, a
thromboxane A, analogue, was comparable in isolated perfused/ventilated lungs from SB, MV and
MVhP mice. Furthermore, in isolated perfused/ventilated lungs for which PAP was increased by high
K" (80 mM), acetylcholine (ACh)-induced vasodilation was significantly enhanced in MVhP mice
compared to SB mice (but not in the lungs for which PAP was increased by phenylephrine). In isolated
pulmonary arteries and whole-lung tissues, our real-time RT-PCR experiments showed that the mRNA
expression of Cayl.l (a L-type VDCC) and Cay3.2 (a T-typeVDCC) was significantly enhance in
MVhP mice compared to SB mice.

Conclusions

Mechanical ventilation with high PEEP increased the pulmonary vasoconstrictive response to alveolar
hypoxia and high K’ induced membrane depolarization. This augmentation of pulmonary
vasoreactivity is due possibly to the upregulation of VDCC channel subunits in pulmonary arterial
smooth muscle cells.
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RESUME

Etude de déterminants de la dysfonction vasculaire pulmonaire au cours du syndrome de détresse
respiratoire aigue.

La physiopathologie du syndrome de détresse respiratoire aigue (Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS)
inclut une dysfonction vasculaire pulmonaire, résultant de phénomeénes de thrombose, hyperperméabilité
endothéliale, dysrégulation de la vasomotricité et remodelage. La ventilation en pression positive est un facteur
aggravant. Il en résulte une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires, a l'origine d'une hypertension
pulmonaire et a risque de cceur pulmonaire aigu, associés a un pronostic péjoratif au cours de 'ARDS. Mais les
déterminants de cette dysfonction vasculaire pulmonaire demeurent largement méconnus. Un modéle murin
d'agression pulmonaire aigue two hit a ¢été développé, associant une instillation orotrachéale de
lipopolysaccharide bactérien a une ventilation mécanique protectrice, avec explorations physiologiques
respiratoires et hémodynamiques invasives. Trois déterminants potentiels de la dysfonction vasculaire
pulmonaire ont été étudiés. Dans le premier travail, nous avons établi que [I'utilisation de manceuvres de
recrutement alvéolaire, consistant en 1'application transitoire et répétée de hauts niveaux de pression positive,
limitait la dégradation de la mécanique ventilatoire mais induisait une hypertension pulmonaire. Une analyse
transcriptomique pulmonaire a montré une dysrégulation d'un grand nombre de génes impliqués dans les
principales fonctions endothéliales. Dans le deuxiéme travail, une déficience en interleukine-6 a été montrée
associ¢e a une inflammation et un cedéme pulmonaires majorés. Une élévation des résistances pulmonaires
totales était aussi observée, prévenue par l'injection d'interleukine-6 recombinante et au moins partiellement
attribuable a une dysrégulation de la vasomotricité pulmonaire impliquant la voie des nitric oxide synthases.
Dans le troisiéme travail, nous avons comparé des souris adultes jeunes et d'age mature et illustré une gravité
age-dépendante, caractérisée par une inflammation systémique et pulmonaire et une fuite alvéolocapillaire
accrues, ainsi qu'un dosage bronchoalvéolaire d'angiopoiétine 2 ¢élevé, suggérant une atteinte endothéliale sévere.
Nos résultats pourraient contribuer a l'identification de nouvelles voies thérapeutiques ciblant la
microvascularisation pulmonaire au cours de I'ARDS.

Mots clés: syndrome de détresse respiratoire aigue, ventilation mécanique, hypertension pulmonaire, dysfonction
vasculaire pulmonaire, vieillissement, interleukine-6, manceuvre de recrutement.

Study of factors determining the pulmonary vascular dysfunction during acute respiratory distress
syndrome.

The pathophysiology of the acute respiratory distress syndrome (ARDS) includes a pulmonary vascular
dysfunction, which is attributable to thrombosis, endothelial hyperpermeability, dysregulation of the pulmonary
vasomotor tone and remodeling. Positive pressure ventilation is an exacerbating factor. The result is an increase
in the pulmonary vascular resistances, which lead to an acute pulmonary hypertension and may cause acute cor
pulmonale, both associated with an altered prognosis during ARDS. But the factors determining the pulmonary
vascular dysfunction are poorly known. A murine model of two hit acute lung injury, combining an orotracheal
aspiration of bacterial lipopolysaccharide to a protective mechanical ventilation, with physiological respiratory
and invasive hemodynamic monitoring. Three factors which might determine pulmonary vascular dysfunction
were studied. In the first work, we established that the use of alveolar recruitment maneuvers, consisting in a
transient and repetitive application of high positive pressure level, minimized the alteration of lung mechanics
but induced a pulmonary hypertension. A transcriptomic lung analysis showed a dysregulation of many genes
involved in main endothelial functions. In the second work, a interleukin-6 deficiency was shown to be
associated with higher pulmonary inflammation and edema. An increase in total pulmonary resistances was also
observed, but prevented with a human recombinant interleukin-6 treatment and at least partially attributed to a
nitric oxide synthase-dependent dysregulation of the pulmonary vasoreactivity. In the third work, we compared
young adult and mature adult mice and we observed an age-dependent severity, including a higher systemic and
pulmonary inflammation, a higher alveolocapillary leak and a higher bronchoalveolar angiopoietin 2, suggestive
for a severe endothelial injury. Our results might contribute to identify new therapeutic pathways targeting
pulmonary microvessels during ARDS.

Key words: acute respiratory distress syndrome, mechanical ventilation, pulmonary hypertension, pulmonary

vascular dysfunction, aging, interleukin-6, recruitment maneuvers.
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