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PREAMBULE

Le syndrome de d�tresse respiratoire aigue (ou Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS) 

est la forme la plus grave d'�d�me pulmonaire l�sionnel et est associ� � une mortalit� �lev�e. 

Il est d�fini par une d�tresse respiratoire aigue de m�canisme non exclusivement 

cardiog�nique, associ�e � une hypox�mie et � des infiltrats pulmonaires bilat�raux 

radiologiques. Il s�agit d�une pathologie secondaire � la l�sion de la membrane 

alv�olocapillaire par des agents agressants (m�caniques, chimiques ou cellulaires) qui sont 

soit inhal�s, soit d�livr�s dans la circulation pulmonaire. Les m�canismes de cette pathologie 

inclut une dysfonction vasculaire pulmonaire, qui se caract�rise par des alt�rations

structurales et fonctionnelles des acteurs cellulaires et non cellulaires de la 

microvascularisation pulmonaire. Les �l�ments fonctionnels sont domin�s par l'effet des 

m�diateurs � effets vasoconstricteurs et par la vasoconstriction hypoxique. De tr�s nombreux 

facteurs structuraux jouent un r�le, notamment l�obstruction des microvaisseaux pulmonaires, 

li�es � l'�d�me pulmonaire l�sionnel lui-m�me mais aussi � la ventilation m�canique (VM). 

La principale cons�quence de ces alt�rations est l�augmentation des r�sistances vasculaires 

pulmonaires, avec comme r�sultante une majoration de l�imp�dance � l��jection du ventricule 

droit. Les m�canismes de l'hypertension pulmonaire (HTP) aigue au cours de l'�d�me 

pulmonaire l�sionnel et de l'ARDS sont en fait multiples et impliquent par ailleurs les 

th�rapeutiques ventilatoires utilis�es. L'HTP et la dysfonction ventriculaire droite associ�e, 

r�alisant au maximum un tableau de c�ur pulmonaire aigu, sont associ�es � un pronostic

p�joratif au cours de l'ARDS chez l'humain. Mais les d�terminants de cette dysfonction 

vasculaire pulmonaire demeurent largement m�connus. Notre capacit� � mieux les 

caract�riser pourrait �tre une �tape importante dans une d�marche th�rapeutique innovante 
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visant � proposer de nouveaux traitements de l'ARDS centr�s sur la dysfonction vasculaire 

pulmonaire. 

Pour progresser dans cette d�marche, nous avons d'abord mis au point un mod�le murin 

d'ARDS, et fait ensuite le choix d'�tudier trois facteurs potentiellement impliqu�s dans la 

dysfonction vasculaire pulmonaire de l'ARDS: un facteur "exog�ne", la VM � haut niveau de 

pression positive, et deux facteurs "endog�nes": un m�diateur de la cascade inflammatoire et 

l'�ge. 

Le mod�le murin d'ARDS mis au point est proche du scenario humain. Il se caract�rise par 

une double agression, la premi�re pseudo-septique par l'instillation orotrach�ale de particules

bact�riennes et la seconde m�canique par une VM prolong�e � bas volume courant (tidal 

volume, Vt) telle qu'utilis�e en pratique clinique courante. Ce mod�le inclut des explorations 

fonctionnelles et h�modynamiques invasives in vivo. Nous avons v�rifi� que ce mod�le 

d'agression �tait responsable d'une dysfonction vasculaire pulmonaire. 

Dans un premier travail, nous avons explor� l'impact de l'utilisation de man�uvres 

intermittentes de recrutement alv�olaire. Cette technique consiste � appliquer de mani�re 

transitoire et r�p�t�e au cours du support ventilatoire de hauts niveaux de pression positive. 

Elle pourrait apporter un b�n�fice en terme de m�canique ventilatoire et d'�changes gazeux.

Dans un deuxi�me travail, nous avons �tudi� le r�le de l'interleukine(IL)-6. Cette cytokine 

joue un r�le cl� dans la r�ponse inflammatoire aigue. Elle a �t� propos�e comme biomarqueur 

pronostique p�joratif au cours de l'ARDS. Nous avons utilis� des souris d�ficientes en IL-6

d'une part et de l'IL-6 humaine recombinante d'autre part.

Dans un troisi�me travail, nous avons �tudi� l'impact d'un facteur intrins�que, l'�ge, d�crit 

comme facteur pr�dictif ind�pendant de mortalit� au cours de l'ARDS. Nous avons utilis� des 
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souris adultes jeunes et adultes matures soumises � la double agression �voqu�e avant ou � 

une VM � bas Vt seule.

Le pr�sent m�moire de recherche pr�sente la synth�se de ces travaux et s'articule en trois

parties:

- L'introduction, exposant d'abord des rappels relatifs � la circulation pulmonaire, 

ensuite un synth�se bibliographique de l'ARDS, et enfin une revue de la physiopathologie 

de la dysfonction vasculaire pulmonaire de l'ARDS.

- La pr�sentation des r�sultats.

- La discussion des r�sultats.
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION

1. La circulation pulmonaire

Dans ce chapitre sont abord�es les bases anatomiques et physiologiques de la circulation 

pulmonaire, de la macro � la microcirculation, ainsi que les acteurs cellulaires impliqu�s, afin 

de comprendre la physiopathologie de la dysfonction vasculaire pulmonaire au cours de

l'ARDS.

1.1. Alv�ole pulmonaire et membrane alv�olocapillaire

Une unit� respiratoire est compos�e d'une bronchiole respiratoire, des canaux alv�olaires, des 

chambres et des alv�oles. L'alv�ole est la zone fonctionnelle du poumon, si�ge des �changes 

gazeux, apr�s convection de l'air vers l'alv�ole au travers des voies a�riennes. Le nombre total 

d'alv�oles pour les deux poumons varierait de 270 � 790 millions, pour une surface totale 

d'�change de 80 � 140 m2 (1�3). L'alv�ole a un volume moyen de 4,2.10
6 

�m
3
, c'est-�-dire 

qu'un millim�tre cube de parenchyme pulmonaire contient 170 alv�oles (3). L'espace 

polygonale alv�olaire est d�limit� par un �pith�lium sp�cialis� constitu� de pneumocytes de 

type I et de type II, qui assure un r�le de barri�re physique et fonctionnelle vis � vis de 

l'environnement ext�rieur (4) (Figure 1). 

Le pneumocyte de type I est une cellule de diff�renciation terminale, ne se divisant pas, de  

morphologie pavimenteuse aplatie, dispos�e en monocouche, repr�sentant 40% des cellules 

�pith�liales alv�olaires pulmonaires et couvrant de 95 � 97% de la surface alv�olaire (5).

Le pneumocyte de type II, de morphologie sph�rique, pourvue de microvillosit�s et 

d'inclusions lamellaires riche en prot�ines et en lipides, est la cellule de renouvellement de 

l'�pith�lium alv�olaire, capable de se diviser et de se diff�rencier en pneumocyte I (6). Les 

pneumocytes de type II constituent 60% des cellules �pith�liales alv�olaires pulmonaires, 10 � 
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15% de l'ensemble des cellules du poumon et couvrent moins de 5% de la surface alv�olaire 

(6�8). Les pneumocytes de type II s�cr�tent le surfactant pulmonaire, mat�riau compos� de 

phospholipides et de prot�ines, tapissant la surface endoalv�olaire (8) et pourvu de propri�t�s 

tensioactives facilitant l'expansion des alv�oles au cours de l'inspiration. Les pneumocytes de 

type II ont aussi des propri�t�s immunologiques, telles que la synth�se de cytokines et 

chimiokines pro-inflammatoires et de substances antibiotiques (surfactant, compl�ment, 

latoferrine, lysosyme), antioxydantes et antiprot�ases (8).

Figure 1: Les acteurs cellulaires de l'alv�ole pulmonaire incluent les pneumocytes de type I (T1) et II (T2), les 

fibroblastes (F), les cellules endoth�liales microvasculaires pulmonaires (En) et les p�ricytes (P). Les lumi�res 

alv�olaire (AL) et capillaire (CL) sont not�es. Les connexions intercellulaires sont marqu�es, notamment entre

pneumocytes I et II (1 et 7) et entre pneumocytes II et fibroblastes (2-6). D'apr�s Townsley et al. (9).
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Dans l'espace endoalv�olaire du sujet sain r�sident des cellules de l'immunit�, incluant des 

macrophages, des lymphocytes, des polynucl�aires neutrophiles (PNN) et des mastocytes. Les 

macrophages alv�olaires repr�sentent 90% de ce pool de cellules immunitaires r�sidentes. Ces 

acteurs de premi�re ligne de l'immunit� inn�e ont une dur�e de vie longue, jusqu'� 3 mois. Ils 

sont essentiellement originaires du pool de monocytes circulants. Leurs r�les sont nombreux, 

incluant l'opsonisation, la phagocytose et la d�gradation des pathog�nes respiratoires, la 

pr�sentation d'antig�ne aux cellules de l'immunit� sp�cifique, la lib�ration de m�diateurs de 

l'inflammation et la clairance des PNN apoptotiques (10). Au cours de la r�action 

inflammatoire, par exemple lors d'une infection, leur population est amplifi�e, via le 

recrutement et la diff�renciation de monocytes circulants, sous l'action attractante des 

chimiokines dont la monocyte chimoattractant protein (MCP)-1 (11).

Les lymphocytes repr�sentent 10% du pool de cellules immunitaires r�sidentes de l'espace 

endoalv�olaire chez le sujet sain. Ils participent � la r�ponse immunitaire humorale et 

cellulaire sp�cifique (12). 

Les PNN repr�sentent moins de 5% du pool de cellules immunitaires r�sidentes de l'espace 

endoalv�olaire chez le sujet sain. Au cours de l'agression aigue de l'ARDS, les PNN sont 

recrut�s du sang circulant vers le milieu endoalv�olaire par un gradient de chimiokines. Les 

principales chimiokines des PNN sont l'interleukine 8 (IL-8, CXCL8) chez l'humain et le 

macrophage inflammatory protein 2� (MIP-2�, CXCL2) et le keratinocyte-derived chemokine 

(KC, CXCL11) chez la souris (13). D'autres facteurs solubles jouent un r�le dans le 

recrutement local des PNN, tels que la fraction C5 activ�e du compl�ment, le platelet 

activating factor (PAF) et le leucotriene B4. Les chimiokines sont lib�r�s principalement par 

les macrophages alv�olaires, les pneumocytes de type II et les cellules endoth�liales. Sous 

leur action, les PNN sont activ�s, adh�rent � l'endoth�lium vasculaire pulmonaire gr�ce aux 

interactions avec les mol�cules d'adh�sion endoth�liales puis migrent vers l'espace 
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endoalv�olaire par diap�d�se, � travers les jonctions intercellulaires endoth�liales (13). En 

situation d'agression aigue, les PNN deviennent les cellules majoritaires de l'espace 

endoalv�olaire (13). Il participent � la phagocytose microbienne et des particules opsonis�es, 

lib�rent par d�granulation dans les v�sicules d'endocytose ou dans l'espace endoalv�olaire  

d'enzymes et m�diateurs (lysosyme, �lastase, defensines, cathepsines et des esp�ces r�actives 

de l'oxyg�ne (reactive oxygen species, ROS) (14). Stimul�s, ils lib�rent aussi des cytokines 

pro-inflammatoires et des chimiokines. Leur survie dans l'alv�ole n'exc�de pas 48 heures. 

Apr�s leur d�c�s par apoptose, les PNN sont phagocyt�s par les macrophages alv�olaires (15).

La membrane alv�olocapillaire, qui s�pare le milieu sanguin du milieu a�rique, est constitu�e 

de 6 couches: i) le surfactant, ii) l'�pith�lium alv�olaire, iii) la membrane basale �pith�liale 

alv�olaire, iv) l'espace interstitiel, v) la membrane basale capillaire, qui fusionne souvent avec 

la membrane basale �pith�liale alv�olaire, et vi) l'endoth�lium capillaire. Son �paisseur totale 

est de 0,6 �m en moyenne, mais peut atteindre 0,2 �m au minimum au niveau des zones 

d'�changes gazeux. Hors des zones de fusion des membranes basales capillaire et �pith�liale, 

l'espace interstitiel est compos� de cellules et d'une matrice extracellulaire. La matrice 

extracellulaire est constitu�e de prot�ines fibreuses (collag�ne et �lastine) et de prot�ines 

structurales ou adh�sives (fibronectine et laminine) au sein d'un gel polysaccharide hydrat� 

contenant des glycosaminoglycanes (16). La principale cellule de l'espace interstitiel est le 

fibroblaste. Les fibroblastes repr�sentent 30 � 40% de l'ensemble des cellules du poumon. 

Cette cellule, d'origine m�senchymateuse, fusiforme, longue de 20 � 30 �m et large de 5 � 10 

�m, avec des prolongements courts et ramifi�s, s�cr�te du collag�ne, de la fibronectine, des 

prot�oglycanes, des glycoprot�ines et des glycosaminoglycanes (17). Au cours du ph�nom�ne 

de cicatrisation sont observ�s des myofibroblastes, au ph�notype mixte de fibroblastes et de 

cellules musculaires lisses (18). La population de fibroblastes au sein de l'organisme et du 
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poumon est h�t�rog�ne et pr�sente une variabilit� en terme de morphologie, de ph�notype, de 

profil g�n�tique et de capacit� de prolif�ration (18,19). 

1.2. Acteurs anatomiques de la circulation pulmonaire

1.2.1. Ventricule droit

Le ventricule droit est le ventricule pr�dominant au cours de la vie embryonnaire et f�tale. 

Pendant cette p�riode, seul 20% du sang �ject� par le ventricule droit p�n�tre dans les 

poumons, le reste gagnant soit l'oreillette gauche par le foramen ovale soit l'aorte par le ductus 

arteriosus (20,21). A la naissance, les r�sistances des vaisseaux pulmonaires chutent 

rapidement, augmentant le volume sanguin p�n�trant dans les poumons (22). L'�l�vation de la 

pression atriale gauche conduit � la fermeture du foramen ovale (23), qui reste cependant 

perm�able chez pr�s d'un quart des sujets (24). Le ductus arteriosus se ferme d�s les premiers 

jours de la vie ex-utero. A 3 semaines de vie, le r�gime de pression au sein de la circulation 

pulmonaire est celui du sujet adulte (25). 

Le ventricule droit est une cavit� de g�om�trie complexe (Figure 2). Il forme, vue en coupe, 

un croissant accol� � la droite du ventricule gauche. Sa morphologie le distingue radicalement 

du ventricule gauche, notamment par ses grosses trab�culations, l'absence de continuit� des 

fibres musculaires entre les valves d'admission et d'�jection (26) et la faible �paisseur de sa 

paroi, qui n'exc�de pas 2 � 3 mm en fin de diastole (27). Les fibres musculaires ventriculaires 

droites sont h�lico�dales, expliquant le mouvement de torsion observ� au cours de la 

contraction. L'absence d'une bande m�diane de fibres orient�es transversalement, qui agiraient 

comme dans le ventricule gauche en raccourcissant le diam�tre de la cavit�, explique que la 

modification g�om�trique principale du ventricule droit au cours de la systole est un 

raccourcissement longitudinal (28). On notera que le septum interventriculaire est consid�r� 
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structurellement comme une partie du ventricule droit, en cela qu'il est constitu� de fibres 

longitudinales appartenant au ventricule droit (26). Le ventricule droit s'accommode ais�ment 

de variations importantes du retour veineux, d�pendantes notamment de la position, de la 

vol�mie sanguine ou encore de la respiration (29). La faible �paisseur de sa paroi est en cause, 

qui favorise sa distensibilit�, mais sa morphologie est aussi impliqu�e. 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 caract�ristiques g�om�triques et fonctionnelles sont adapt�es � 

l'�jection de volumes sanguins variables, mais ne sont pas performantes pour g�n�rer une 

pression �lev�e.  

Figure 2: Les formes des ventricules droit (RV) et gauche (LV) ont �t� mod�lis�es et reconstruites en 3D. On 

observe la forme particuli�re du ventricule droit, enroul� autour du ventricule gauche. D'apr�s Sheehan et al. 

(26).

Des donn�es ont sugg�r�es que les myocardes des ventricules droit et gauche diff�raient

structurellement et fonctionnellement (30�32). Ainsi, si le myocarde ventriculaire droit, plus 
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riche en isoforme � de chaine lourde de myosine, est capable d'une contraction plus rapide 

(31), sa r�ponse inotrope � une stimulation adr�nergique 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'exc�de jamais en condition 

physiologique la pression aortique, permettant au flux coronaire de persister au deux temps de 

la r�volution cardiaque (27).

1.2.2. Vascularisation pulmonaire

Le ventricule droit �jecte dans un syst�me de circulation � basse pression, faiblement r�sistant 

et hautement compliant, qui permet une grande adaptation aux variations du volume �ject� par 

le ventricule droit (22). Les art�res pulmonaires se ramifient jusqu'aux capillaires 

pulmonaires, parall�lement � l'arborescence a�rienne.

Une classification fonctionnelle (33) distingue les art�res de large calibre qui transmettent

l'�nergie du flux sanguin, les art�res de moyen calibre qui distribuent le flux sanguin, et les 

art�res de petit calibre qui contr�lent la pression via l'activit� musculaire lisse pari�tale. Les 

art�res de large calibre sont les art�res pr�segmentaires extra-lobaires et intra-lobaires. Les 

art�res de moyen calibre sont les art�res segmentaires et la premi�re g�n�ration d'art�res intra-

acinaires qui accompagnent les bronchioles terminales. Les art�res de faible calibre incluent 

les art�res intra-acinaires au del� de la deuxi�me g�n�ration jusqu'au art�rioles terminales pr�-

capillaires.

Un classification anatomique (34) est bas�e sur la composition de la paroi art�rielle. De la 

premi�re � la neuvi�me g�n�ration, c'est-�-dire jusqu'� 2 mm de diam�tre environ, la paroi 

art�rielle pr�sente une couche �lastique et les art�res sont dites �lastiques (g�n�rations 1 � 6) 

ou transitionnelles (g�n�rations 7 � 9). En dessous de 2 mm, la paroi art�rielle est purement 
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musculaire, d�pourvu de fibres �lastiques et les art�res sont dites musculaires. En de�� de 150

�m de diam�tre, les art�res sont inconstamment muscularis�es, puis souvent amusculaires en 

de�� de 16 �m. Cependant, il peut y avoir une monocouche musculaire dans les art�rioles 

tout-�-fait terminales, jusqu'� l'entr�e du lit capillaire. 

Les art�res musculaires sont les plus r�sistives, c'est-�-dire participent de mani�re 

pr�dominante aux r�sistances vasculaires pulmonaires (RVP). Les RVP sont calcul�es comme 

le ratio de la pression motrice du d�bit sanguin pulmonaire, soit le gradient de la pression 

art�rielle pulmonaire (PAP) moins la pression de l'oreillette gauche (POG) sur le d�bit cardiaque

(QC) c'est-�-dire RVP= (PAP - POG)/QC. La pression art�rielle pulmonaire d'occlusion (PAPO), 

mesur�e lors du cath�t�risme art�riel pulmonaire, est une bonne approximation de la POG. Les 

r�sistances sont exprim�es en unit�s Wood (en mmHg.min.L
-1

) ou en dynes.second.cm
-5

, une 

unit� Wood �quivalent � 80 dynes.second.cm
-5

(22). Les r�sistances dites pulmonaires totales 

(RPT), aussi appel�es RVP "totales", d�signent le ratio de la PAP sur le QC, c'est -�-dire 

RPT=PAP/QC. Les RVP sont parfois assimil�es � la post-charge ventriculaire droite, mais en 

fait la sous-estiment. C'est l'imp�dance vasculaire pulmonaire (ZVP) qui correspond � la post-

charge ventriculaire droite. La ZVP d�pend des RVP mais aussi de l'�lastance et des ondes 

r�fl�chies (33,35). 

Les r�sistances vasculaires pulmonaires sont influenc�s par le volume pulmonaire. 

Sch�matiquement, lorsque le volume du poumon croit au dessus de la capacit� r�siduelle 

fonctionnelle (CRF), les vaisseaux extra-alv�olaires subissent une traction radiaire du 

parenchyme avoisinant, ce qui augmente leur diam�tre, alors que les vaisseaux intra-

alv�olaires sont �tir�s, ce qui r�duit leur lumi�re. Lorsque le volume pulmonaire d�croit en 

dessous de la CRF, les ph�nom�nes inverses se produisent. Les vaisseaux intra et extra-

alv�olaires se comportent donc comme deux compartiments inversement impact�s 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 d�terminant du calibre des microvaisseaux pulmonaires et des 

r�sistances vasculaires pulmonaires. D'apr�s Price et al. (38).

Les vaisseaux intra et extra-alv�olaires sont soumis � des r�gimes de pression environnante 

diff�rents. La pression environnante des vaisseaux extra-alv�olaires est la pression pleurale.

La pression environnante des vaisseaux intra-alv�olaires est la pression alv�olaire (33).

Les r�sistances vasculaires pulmonaires peuvent s'�lever selon 4 principaux m�canismes 

physiopathologiques affectant la microvascularisation pulmonaire: la thrombose, la 

contraction, le remodelage et la compression extrins�que. Les r�sistances vasculaires 

pulmonaires, en conditions physiologiques, n'exc�dent pas 1/20�me des r�sistances 

vasculaires syst�miques. Un gradient de 5mmHg 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 endoth�liales pulmonaires

Les cellules endoth�liales forment une monocouche de cellules squameuses tapissant la paroi 

interne des vaisseaux pulmonaires tout au long de l'axe art�re-capillaire-veine. Ces cellules 

pr�sentent au niveau du poumon une h�t�rog�n�it� ph�notypique. Deux types cellulaires sont 

classiquement distingu�s dans le poumon: les cellules endoth�liales art�rielles pulmonaires 

(CEAP) et les cellules endoth�liales microvasculaires pulmonaires (CEMP) , la transition se 

situant au niveau des vaisseaux de 25 �m de diam�tre (39). 

L'endoth�lium pulmonaire joue un r�le de barri�re entre le sang et le microenvironnement 

tissulaire, mais permet les �changes gazeux au niveau de l'alv�ole. Il participe � la r�gulation 

des flux liquidiens entre le sang et l'interstitium. En conditions normales, une faible quantit� 

de fluide est filtr� � travers la monocouche endoth�liale et drain� par le syst�me lymphatique 

pulmonaire. Cette filtration est limit�e par la nature continue de l'endoth�lium, incluant des 

jonctions serr�es et adh�rentes intercellulaires (40,41). Ainsi le flux liquidien est finement 

r�gul� 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 macromol�cules sont activement transport�es � travers les cellules 

endoth�liales par un syst�me complexe de v�sicules (voie transcellulaire) (41,43). L'eau peut 

aussi p�n�trer les cellules endoth�liales via les aquaporines (44). 

Les cellules endoth�liales ont des fonctions m�taboliques. Elles fixent certaines substances 

vasoactives circulantes (bradykinine, endoth�line, angiotensine II), et en produisent d'autres 

(angiotensine II, nitric oxide (NO)) en r�ponse � divers stimuli, participant � la r�gulation du 

tonus vasculaire pulmonaire, de l'angiog�n�se et de la prolif�ration cellulaire (45,46). 

La barri�re endoth�liale joue aussi un r�le d'isolant physique entre les facteurs de coagulation 

et les plaquettes du compartiment sanguin d'une part et le compartiment sous-endoth�lial 
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prothrombog�ne d'autre part. Dans ce but, la surface de l'endoth�lium est recouverte d'une 

fine couche de glycoprot�ines et de prot�oglycanes, appel� glycocalyx (47). Par ailleurs, les 

cellules endoth�liales lib�rent des m�diateurs anti-aggr�gants et anticoagulants tels que le NO, 

l'h�parine, la prostacycline ou encore la prot�ine C activ�e (46). Lorsque l'endoth�lium est 

l�s�, la basale sous-endoth�liale est expos�e au sang, initiant la cascade de la coagulation. Les 

CEMP r�gulent activement ce m�canisme, via la production s�quentielle de substances 

prothrombotiques (facteur von Willebrand (vWf), P-selectine), antithrombotiques (NO, 

heparan sulfate, thrombomoduline, prostacycline) et fibrinolytiques (facteur activateur du 

plasminog�ne) (48). 

Toutes les cellules endoth�liales du poumon n'exercent pas les fonctions sus-d�crites � un 

degr� �quivalent. Une h�t�rog�n�it� ph�notypique et fonctionnelle existe, qui concerne la 

morphologie, les propri�t�s de barri�res, l'expression de mol�cules d'adh�sion, les capacit�s

de prolif�ration et de r�g�n�ration, les interactions avec les leucocytes et les r�ponses � 

l'influx intracellulaire de calcium et � l'�tirement (39,49�54). Il existe notamment une capacit� 

de r�g�n�ration et un potentiel angiog�nique beaucoup plus �lev�s pour les CEMP par rapport 

aux CEAP (55), gr�ce � une quantit� importante de CEMP prog�nitrices (CEMPP). Ces 

CEMPP sont r�sidentes de l'endoth�lium et caract�ris�es par i) un potentiel de r�g�n�ration 

important (>2000 divisions) et une capacit� de vasculog�n�se, ii) l'expression de marqueurs 

de l'endoth�lium (CD31, CD144, endothelial nitric oxide (NO) synthase (eNOS) et vWf, iii) 

l'expression de marqueurs des prog�niteurs (CD34 et CD309) et iv) la conservation des 

sp�cificit�s fonctionnelles des CEMP (56). Chez le rat, jusqu'� 50% des CEMP isol�es

d'art�res pulmonaires ont des caract�ristiques de CEMPP (56).

Si les fonctions des cellules endoth�liales sont majoritairement constitutives, certaines sont 

inductibles, via l'exposition � des stimuli pro-inflammatoires tels que les endotoxines 

bact�riennes ou les cytokines pro-inflammatoires. L'endoth�lium pulmonaire est alors activ� 
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et des modifications structurales et fonctionnelles l'affectent, incluant principalement 

l'expression accrue de mol�cules d'adh�sion, la lib�ration de cytokines, l'apparition d'un 

ph�notype prothrombog�ne, et des modifications du tonus vasculaire pulmonaire (57).

1.3.1. Cellules musculaires lisses 

Les cellules musculaires lisses vasculaires pulmonaires (CMLAP) pr�sentent deux 

populations ph�notypiquement et fonctionnellement distinctes. Les cellules de morphologie 

�pith�lioide sont de type synth�tique, � potentiel de prolif�ration, exprimant fortement l'�-

actine et les prot�ines de la matrice extracellulaire, et faiblement la myosine. Les cellules en 

fuseau sont de type contractile, ont un faible potentiel de prolif�ration et de migration et 

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

2. Syndrome de d�tresse respiratoire aigue

Dans ce chapitre sont d'abord abord�es successivement la d�finition de l'ARDS, son 

�pid�miologie et les grandes lignes de sa physiopathologie. Ensuite les modalit�s de prise en 

charge, notamment ventilatoire, des patients avec ARDS sont d�taill�es. Enfin, les techniques 

d'�tude exp�rimentale de l'ARDS via les mod�les animaux sont discut�es. 

2.1. D�finition

La premi�re description de l'ARDS a �t� propos�e par Ashbaugh en 1967 (60), � propos de 12 

patients pr�sentant, � l'occasion de pathologies diverses (pneumonie virale, polytraumatisme 

et pancr�atite), un syndrome respiratoire d'installation aigue associant une dyspn�e de repos, 

une tachypn�e, une hypox�mie r�fractaire, une compliance pulmonaire abaiss�e et des 

opacit�s radiologiques pulmonaires bilat�rales. En 1988, cette d�finition a �t� pr�cis�e par 

Murray, qui proposait la prise en compte de l'�tiologie et des atteintes extra-respiratoires et 
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l'utilisation d'un score semi-quantitatif de la s�v�rit� de l'atteinte pulmonaire � 4 items, dit 

Lung Injury Score: le degr� d'hypox�mie, le niveau de pression expiratoire positive (PEP), la 

compliance pulmonaire statique, et le degr� d'extension des opacit�s radiologiques (61)

(Figure 4). Ce score a servi la recherche clinique et l'inclusion des patients dans les essais 

th�rapeutiques, mais deux critiques principales l'affectaient: i) sa capacit� � pr�dire la morbi-

mortalit� �tait faible, et ii) il ne distinguait pas le m�canisme de l'�d�me, ce qui conduisait � 

inclure des patients pr�sentant un �d�me pulmonaire cardiog�nique au lieu d'un �d�me 

l�sionnel. 

Figure 4: Un score semi-quantitatif � 4 items a �t� d�velopp� dans les ann�es 90 et visait � �valuer la gravit� des 

patients ARDS. D'apr�s Murray et al. (61).
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En 1994, une nouvelle d�finition internationale simplifi�e a �t� propos�e lors d'une

conf�rence de consensus am�ricano-europ�enne (62). Deux stades de gravit� �taient 

distingu�s: l'agression pulmonaire aigue (Acute Lung Injury - ALI) �tait le stade de gravit� 

inf�rieure (PaO2/FiO2 < 300) et l'ARDS �tait le stade de gravit� sup�rieure (PaO2/FiO2 < 200). 

Consid�rant qu'ALI et ARDS s'inscrivaient dans un continuum chronologique (63), cette 

d�finition permettait d'inclure dans les essais les patients d�s le stade d'ALI, c'est-�-dire 

pr�cocement au cours de l'atteinte pulmonaire. Par ailleurs, cette d�finition int�grait un crit�re 

de m�canisme, absent de la d�finition pr�c�dente. Sa simplicit� a facilit� son utilisation en 

pratique clinique courante et en recherche clinique pendant pr�s de deux d�cennies. En 2013, 

une nouvelle d�finition a �t� propos�e par un groupe d'expert europ�ens et am�ricains r�unis � 

Berlin (64) (Figure 5). Cette d�finition pr�cisait la dur�e d'installation, abandonnait le terme 

ALI pour fixer 3 niveaux de gravit� (l�ger, mod�r� et s�v�re) de l'ARDS selon le rapport 

PaO2/FiO2, introduisait un crit�re de PEP minimale, et simplifiait la r�flexion relative au 

m�canisme de l'�d�me.

Figure 5: D�finition de l'ARDS dite de Berlin (2012). D'apr�s Ranieri et al. (64).
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2.2. Epid�miologie

Le nombre de cas d'ALI/ARDS (d�finition 1994) aux Etats-Unis a �t� estim� � 190,000 

patients adultes par an en 2000, soit une incidence annuelle estim�e � 59 cas pour 100,000 

habitants (65). Dans la population de r�animation, l'incidence de l'ALI/ARDS (d�finition 

1994) est �lev�e, atteignant ainsi pr�s de 15% des patients ventil�s (63). La premi�re cause 

d'ARDS est l'infection pulmonaire (65). Les autres �tiologies fr�quentes sont les infections 

extra-pulmonaires, l'inhalation du contenu gastrique et les polytraumatismes. Les causes 

moins fr�quentes incluent entre autres la pancr�atite aigue, la polytransfusion ou encore les 

intoxications par inhalation (66).

2.3 Mortalit� et facteurs de risque de gravit�

Au d�but et au milieu des ann�es 1980, la mortalit� de l'ARDS atteignait 60% (67,68). Elle a 

ensuite progressivement d�crue, et s'est stabilis�e � partir du milieu des ann�es 1990 vers 25 � 

45% (69). Les facteurs impliqu�s dans cette baisse sont multiples, incluant notamment 

l'am�lioration globale de la prise en charge des patients de r�animation et l'�volution des 

techniques et mat�riels de ventilation artificielle. La compr�hension des ph�nom�nes de 

ventilator-induced lung injury (VILI, l�sions pulmonaires induites par la ventilation), 

notamment du concept de volotraumatisme � l'origine de la baisse du Vt insuffl� (70,71) a 

probablement aussi jou� un r�le. 

Les facteurs de risque de mortalit� rapport�s chez les patients ARDS sont nombreux, et 

peuvent �tre regroup�s ainsi : intrins�ques (�ge, comorbidit�s, tabagisme) (69,72�77), li�s au 

m�canisme de l'ARDS (75), au degr� d'hypox�mie (73,75), au degr� d'espace mort induit par 

la r�duction du lit vasculaire pulmonaire (78), au degr� d'alt�ration de la m�canique 

ventilatoire (78), � la gravit� globale et au nombre de d�faillances extra-respiratoires (74,75), 

au nombre de jour de ventilation artificielle avant l'apparition de l'ARDS (75) et � l'apparition 
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d'une d�faillance cardiaque droite (75,79�82) On note qu'une m�ta-analyse r�cente r�alis�e 

sur un total de 89 �tudes et 18900 patients a identifi� l��ge comme l�unique facteur clinique 

pronostique ind�pendant de mortalit� (69) (Figure 6).

Figure 6: La mortalit� de l'ARDS a d�crue jusqu'� la fin des ann�es 1990, puis s'est stabilis�e entre 25 et 45%. 

En pointill�s les donn�es des essais contr�l�s randomis�s et en trait plein les �tudes observationnelles. D'apr�s 

Phua et al. (69).

Diff�rents scores pr�dictifs de mortalit� au cours de l'ARDS ont �t� �tudi�s. Les scores 

traditionnels de gravit� du malade de r�animation tels que l'APACHE II (83) ont une 

performance correcte. Un score sp�cifique simple, utilisant l'�ge, la bilirubine plasmatique, la 

diur�se et l'h�matocrite a �t� d�riv� d'une cohorte de patients ARDS non traumatiques (84) et 

valid� dans une large cohorte prospective (85).

En plus des variables cliniques, de nombreux marqueurs pronostiques biologiques ont �t� 

explor�s dans des cohortes de patients ARDS. Ces biomarqueurs, dos�s dans le plasma ou 

dans le liquide de lavage broncho-alv�olaire (LBA), ont �t� cibl�s � cause de leur r�le dans la 

physiopathologie de l'ARDS. Il s'agit principalement de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, 

IL-8, tumor necrosis factor (TNF)-�), de cytokines r�gulatrices (IL-10), de marqueurs 
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d'adh�sion endoth�liale (vWF), de marqueurs de l�sion �pith�liale (soluble receptor for 

advanced glycation end products (sRAGE), prot�ine D du surfactant), de facteurs de la 

coagulation et de fibrinolyse (prot�ine C, plasminogen activator inhibitor-1) et de mol�cules 

d'adh�sion (intercellular adhesion molecule (ICAM)-1) (86). L'utilisation combin�e des 

biomarqueurs et des marqueurs cliniques pourrait accro�tre encore leur caract�re pr�dictif 

(87). En d�pit de leur int�r�t pronostique potentiel, aucun de ces biomarqueurs n'est utilis� en 

routine clinique.

L'int�r�t pronostique des donn�es scannographiques est � souligner. Le scanner thoracique 

�value l'�tendue de l'atteinte pulmonaire, pr�cisant son caract�re (multi)focal ou diffus, et 

�value le potentiel de recrutabilit� (88,89). Les donn�es scannographiques, combin�es aux 

donn�es cliniques, ont �t� int�gr�es dans un score de s�v�rit� de l'ARDS, assez performant 

pour pr�dire la mortalit� (88).

Les facteurs g�n�tiques contribuant � la susceptibilit� de d�velopper un ARDS autant qu'� sa 

s�v�rit� jouissent d'un int�r�t crescendo. Les variants de plus de 25 g�nes ont �t� montr�s 

associ�s avec le d�veloppement d'un ARDS et avec une s�v�rit� accrue (90). Il s'agissait de 

g�nes r�gulant l'inflammation, la coagulation, la dysfonction endoth�liale, la production de 

radicaux libres de l'oxyg�ne ou encore l'apoptose, autant de processus cellulaires impliqu�s 

tant dans la l�sion pulmonaire que dans la r�paration au cours de l'ARDS.

2.4. Physiopathologie

La physiopathologie et l'�volution de l'ARDS, de l'agression initiale au dommage 

parenchymateux pulmonaire et � sa r�solution, sont abord�es dans ce chapitre. 

2.4.1. �d�me pulmonaire l�sionnel
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L'�d�me pulmonaire est d�fini comme l'accumulation pathologique de liquide dans les 

espaces et tissus extravasculaires pulmonaires. Il r�sulte le plus souvent d'un d�s�quilibre 

entre les ph�nom�nes qui tendent � d�placer le liquide des vaisseaux vers les espaces 

extravasculaires et les m�canismes qui tendent � �vacuer ce liquide, c'est-�-dire le drainage 

lymphatique interstitiel et l'absorption liquidienne par l'�pith�lium alv�olaire. L'augmentation 

de la pression hydrostatique capillaire est le m�canisme de l'�d�me pulmonaire dit 

h�modynamique qui survient dans l'insuffisance cardiaque ou la surcharge vol�mique.

L'�d�me pulmonaire de l'ARDS est de m�canisme l�sionnel, c'est-�-dire cons�cutif � une 

l�sion de la membrane alv�olocapillaire, caus�e par des agents agressants de nature 

m�canique, chimique ou cellulaire abord�s plus haut. L'agression peut �tre directe, c'est-�-dire 

via des agents inhal�s, ou indirecte via des agents d�livr�s dans la circulation pulmonaire (66). 

Plusieurs m�canismes physiopathologiques sont alors mis en jeu, d�taill�s apr�s, incluant 

bri�vement une r�action inflammatoire intense, une accumulation et une activation 

inappropri�es des leucocytes et des plaquettes, une activation de la coagulation, une 

perm�abilit� accrue des barri�res �pith�liale et endoth�liale constitutives de la membrane 

alv�olocapillaire et une inactivation du surfactant (66). Il en r�sulte au plan 

anatomopathologique � la phase initiale un aspect de dommage alv�olaire diffus, associant 

d�p�ts endo-alv�olaires de membranes hyalines, �paississement des parois alv�olaires, �d�me 

alv�olaire et interstitiel, congestion capillaire et infiltrat inflammatoire (91).

L'�d�me pulmonaire l�sionnel est responsable d'une alt�ration de l'h�matose, avec au premier 

plan une hypox�mie. Les m�canismes potentiels de l'hypox�mie sont plusieurs, incluant un

trouble de la diffusion de l'oxyg�ne, des anomalies des rapports ventilation/perfusion et une 

hypoventilation alv�olaire (92). L'hypox�mie est potentiellement profonde et peu ou pas 

corrig�e par l'oxyg�ne, alors dite r�fractaire.
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2.4.2. Phase exsudative

L'agression initiale est responsable d'une l�sion des diff�rents constituants de la barri�re 

alv�olocapillaire. Au niveau de l'�pith�lium alv�olaire est observ�e une destruction par 

n�crose et apoptose des pneumocytes I et dans une moindre mesure des pneumocytes II (66).

La production de surfactant est abaiss�e (93), tandis que la membrane basale �pith�liale se

trouve d�nud�e, se fragmente et se couvre de d�p�ts de membranes hyalines riches en 

prot�ines. Cette perte de l'int�grit� �pith�liale favorise l'�d�me alv�olaire, par rupture 

physique de la barri�re d'une part et par alt�ration des capacit�s de r�sorption de l'�d�me

d'autre part (66). L'�d�me alv�olaire est exsudatif fibrineux riche en leucocytes et en 

plaquettes. L'atteinte du versant endoth�lial de la barri�re est concomitante et participe � la 

fuite liquidienne. Les CEMP sont disjointes par rupture de leurs jonctions intercellulaires 

adh�rentes (vascular endothelial cadherin) et serr�es, et tendent � s'�loigner les unes des

autres par un ph�nom�ne de contraction de leur cytosquelette (57). La mise en contact du sang 

avec la basale sous-endoth�liale participe � l'agr�gation plaquettaire et l'activation de la 

coagulation. L'espace interstitiel est �largi, si�ge d'un �d�me et de la migration de cellules 

m�senchymateuses qui participent � l'inflammation locale.

La r�action inflammatoire est un processus cl� dans la r�ponse � l'agression initiale et dans la 

l�sion de la membrane alv�olo-capillaire. Les macrophages alv�olaires sont activ�s 

pr�cocement, participent � la phagocytose des d�bris cellulaires et des agents pathog�nes, et 

lib�rent des cytokines pro-inflammatoires (TNF�, IL-6, IL-8), des m�diateurs lipidiques tels 

que les d�riv�s de l'acide arachidonique et des m�talloprot�ases (94). Ils contribuent � 

amplifier la r�ponse inflammatoire locale et syst�mique, via l'activation des CEMP et le 

recrutement local de PNN et de monocytes (95). L'activation des CEMP, impliquant le facteur 

de transcription NF�B, s'accompagne d'une r�gulation positive des r�cepteurs 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 m�canismes physiopathologiques de l'ARDS incluent une r�action inflammatoire intense, une 
accumulation et une activation inappropri�es des leucocytes et des plaquettes, une activation de la coagulation, 

une perm�abilit� accrue des barri�res �pith�liale et endoth�liale constitutives de la membrane alv�olocapillaire et 

une inactivation du surfactant. D'apr�s Ware & Matthay et al. (66).

L'hyperexpression des mol�cules d'adh�sion � la surface de CEMP facilitent la fixation des 

PNN et leur migration trans-endoth�liale. Les PNN activ�s participent � l'amplification de la 

r�ponse inflammatoire en s�cr�tant des cytokines (IL-1�, TNF�, IL-6), des facteurs de 

croissance, des collag�nases, de l'�lastase et des radicaux libres de l'oxyg�ne (97,98). Ces 

m�diateurs oxydants contribuent � l'inactivation du surfactant et � la majoration des l�sions 
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�pith�liales et endoth�liales via la peroxydation des lipides membranaires (99). Les PNN 

meurent par apoptose et sont phagocyt�s par les macrophages. Ce ph�nom�ne peut �tre limit� 

au cours de l'ARDS par la pr�sence de granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) et de

granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) dans l'alv�ole (100).

En r�sum�, cette phase exsudative est marqu�e au niveau �pith�lial par une inactivation du 

surfactant, une destruction de pneumocytes I, une fragmentation de la membrane basale, des 

d�p�ts de membranes hyalines et un �d�me alv�olaire riche en prot�ines et en d�bris 

cellulaires. Au niveau endoth�lial, on d�crit une perte de continuit� de la barri�re, par rupture 

des jonctions intercellulaires et contraction du cytosquelette des CEMP, et une activation 

cellulaire qui promeut la coagulation, amplifie la r�ponse inflammatoire et favorise la 

migration trans-endoth�liale des leucocytes vers la milieu alv�olaire (Figure 7). La r�action 

inflammatoire est intense et implique les cellules de l'immunit� inn�e.

2.4.3. Phase de r�solution

Le processus de r�paration est enclench� d�s les premiers jours d'�volution de l'ARDS. La 

phase initiale est prolif�rative. Des fibroblastes infiltrent l'espace endo-alv�olaire (101), 

acqui�rent des caract�ristiques de myofibroblaste par l'expression l'�-actine du muscle lisse, et 

d�veloppe un ph�notype pro-cicatrisant, marqu� par une production augment�e de prot�ines 

de la matrice extracellulaire en m�me temps qu'une baisse de la capacit� de d�gradation de la 

matrice extracellulaire via l'expression accrue d'inhibiteurs de m�talloprot�ases (102,103). 

Sous l'effet de facteurs de croissance (transforming growth factor (TGF)-�1, epithelium 

growth factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF)), ces fibroblastes produisent une 

matrice extracellulaire provisoire, riche en fibronectine, en collag�ne et en fibrinog�ne (104), 

qui sert de support � la r��pith�lialisation. La restauration d'un �pith�lium fonctionnel est une 

�tape cl� du processus de r�paration, qui permet d'assurer la r�sorption du fluide alv�olaire 
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(105), de recompartimentaliser l'alv�ole et de limiter l'�volution fibrosante (106,107). Les 

pneumocytes II prolif�rent, s'�talent et se diff�rencient en pneumocytes I, sous l'effet 

combin�e de l'IL-1� (108,109), de prostaglandine (PG) E2 (110), de facteurs de croissance et 

par la lev�e de l'inhibition de contact li�e � la pr�sence de pneumocytes I � l'�tat basal

(111,112). Les fibroblastes participent aussi activement � la reconstruction alv�olaire, en 

s�cr�tant les diff�rents constituants de la matrice extracellulaire normale apr�s digestion de la 

matrice extracellulaire provisoire par les m�talloprot�inases, et en lib�rant des facteurs de 

croissance des pneumocytes II.

La r�solution se poursuit par la disparition de l'hyperplasie �pith�liale (113,114). La 

prolif�ration des pneumocytes de type II est frein�e et les fibroblastes et les PNN meurent par

apoptose, ce qui contribue � diminuer l'inflammation locale (115,116). L'�tat 

d'hypercoagulabilit� s'amende, freinant la fibroprolif�ration et diminuant l'inflammation 

locale (117). Les m�talloprot�ases sont les acteurs enzymatiques cl�s du remodelage de 

l'exsudat et participent donc aussi activement � la r�paration �pith�liale (118). 

Le processus complexe d'h�mostasie alv�olaire sus-r�sum�, qui vise � la r�solution du 

processus l�sionnel et � la r�paration des diff�rents composants de l'unit� alv�olocapillaire, est 

complexe, impliquent au premier plan les pneumocytes II, les fibroblastes et la famille 

enzymatique des m�talloprot�ases. Ce processus peut inconstamment faillir, et l'�volution �tre 

fibrosante, marqu�e par une intense prolif�ration fibroblastique, un exc�s de matrice 

extracellulaire, une d�sorganisation de l'architecture alv�olaire et en cons�quence une 

alt�ration fonctionnelle fix�e du poumon compromettant l'h�matose (119).

2.5. Support ventilatoire

La prise en charge th�rapeutique des patients ARDS consiste en premier lieu en la prise en 

charge m�dico-chirurgicale du facteur causal de la maladie, par exemple le traitement 



32

antibiotique dans le cas d'une pneumonie bact�rienne. En parall�le, au plan symptomatique, la 

management de ces patients impliquent la correction de l'hypox�mie et le contr�le de 

l'hypercapnie via le recours � la VM. Cette th�rapeutique de support est ainsi utilis�e depuis 

plusieurs d�cennies chez les patients ARDS et les modalit�s de son application ont �volu�es, 

alors que les donn�es exp�rimentales et cliniques soutenant ses effets potentiellement 

d�l�t�res s'accumulaient (VILI). 

Le concept de VILI a �t� �labor� dans les ann�es 70. Webb et coll. ont expos� des poumons 

sains � une VM, avec plusieurs niveaux de pression inspiratoire (14, 30 et 45 cmH2O) et de 

pression expiratoire positive (PEP) (0 et 10 cmH2O). Le d�g�t parenchymateux pulmonaire 

�tait observ� croissant avec le niveau de pression positive, et l'application d'une PEP �tait 

protectrice (120). Dreyfuss et coll. ont alors investigu� les r�les respectifs du niveau de 

pression positive d'une part et du Vt d'autre part. En d'autres termes, il s'agissait de pr�ciser 

lequel du "barotrauma" ou du "volotrauma" d�terminait en premier lieu l'intensit� du VILI. 

Des rats sains �taient soumis � une VM, avec plusieurs niveaux de pression inspiratoire. Dans 

un des groupes � haut niveau de pression inspiratoire, le Vt �tait limit� gr�ce � un bandage 

circulaire de la cage thoracique limitant la compliance du syst�me respiratoire (121). Cette 

�tude montrait que le haut Vt, ind�pendamment du niveau de pression utilis�, �tait le principal 

d�terminant du VILI. Ce concept de "volotrauma" a �t� explor� et valid� chez l'humain (70) et 

a conduit � la r�duction du Vt recommand� (6 mL/kg de poids th�orique) (122) et 

effectivement appliqu� au patient en pratique clinique courante (123). La r�duction du Vt a 

�t� montr�e associ�e � une limitation des l�sions pulmonaires �pith�liales et endoth�liales 

chez l'animal (124) et � une baisse des taux s�riques et pulmonaires de cytokines pro-

inflammatoires telles que IL-6, IL-8, IL-1� et TNF-� chez l'humain (125,126). L'�l�vation des 

taux s�riques de ces biomarqueurs au cours du VILI sugg�rent d'ailleurs un lien entre la 

strat�gie ventilatoire adopt�e et la progression des d�faillances extra-respiratoires. Ainsi 
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l'inflammation syst�mique accrue associ�e � l'utilisation d'une strat�gie ventilatoire � haut Vt

chez le rongeur participe � un "biotrauma", c'est-�-dire une agression extra-respiratoire et � la 

progression de la d�faillance multivisc�rale (127�129).

Si le "volotrauma" est le principal m�canisme contributeur du VILI, le "barotrauma" peut 

aussi �tre impliqu�, notamment pour des niveaux �lev�s de pression des voies a�riennes au 

cours du plateau t�l�-inspiratoire, en pratique au-del� de 30 � 35 cmH2O, qui exposent � un 

risque accru de pneumothorax (130). Cela a conduit � recommander chez le patient ARDS

une limitation de la pression de plateau � 30 cmH2O (122), largement appliqu�e dans les 

essais cliniques (131) et en pratique clinique courante (123,132). 

Bas�e sur ces donn�es exp�rimentales et humaines, une strat�gie de ventilation dite 

protectrice, c'est-�-dire incluant un Vt bas (vers 6 mL/kg) et la limitation de la pression de 

plateau (vers 30 cmH2O) a ainsi �merg�e dans les ann�es 1990 (133). Une telle strat�gie 

pouvait n�anmoins avoir des effets d�l�t�res, car le bas Vt favorise les ph�nom�nes 

d'at�lectasie ou d�recrutement et d'ouverture/fermeture des alv�oles (134,135). La PEP s'est 

r�v�l� un outil efficace de lutte contre ce ph�nom�ne d�l�t�re (121), ind�pendamment de son 

b�n�fice en terme d'oxyg�nation. Trois larges essais randomis�s ont ainsi compar�s au cours 

des ann�es 2000 des strat�gies ventilatoires � PEP basse et � PEP haute (85,131,136). Aucune 

diff�rence de mortalit� n'�tait not�e mais des b�n�fices sur des crit�res secondaires �taient 

observ�s, notamment sur la dur�e de VM, les d�faillances extra-respiratoires et le recours aux

th�rapeutiques de sauvetage dans l'�tude europ�enne (131). Les r�sultats de ces 3 travaux ont 

�t� pool�s dans une m�ta-analyse, qui a inclus d'autres essais cliniques comparant diff�rents 

niveaux de PEP et qui a montr� un b�n�fice en terme de mortalit� � l'utilisation d'une strat�gie 

� PEP �lev�e chez les patients ARDS (137). 

La strat�gie de VM adopt�e en pratique courante chez le patient ARDS a donc �volu�e au 

cours des ann�es 2000 (71,123) vers un triptyque protecteur associant bas Vt, pression de 
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plateau limit�e et PEP haute, dans un objectif de limitation des diff�rents ph�nom�nes sus-

�voqu�s (volotrauma et biotrauma, barotrauma, atelectrauma) participant aux l�sions 

pulmonaires associ�es � la VM. 

Le recrutement des territoires alv�olaires et la limitation des ph�nom�nes d'at�lectasie au 

cours de la strat�gie protectrice sus-�voqu�e ont conduit � consid�rer des techniques de 

recrutement alternatives � la PEP. L'application intermittente et r�p�t�e de haut niveau de 

pression positive, soit via une PEP tr�s �lev�e soit via une insufflation � haut volume a �t� 

largement explor�e chez l'animal dans diff�rents mod�les d'ARDS (138�143). Ces

man�uvres de recrutement ont �t� test�es chez l'homme d�s le d�but des ann�es 2000 (144),

puis dans 3 essais contr�l�s randomis�s (136,145,146), et ont montr� des b�n�fices limit�s, 

essentiellement sur la m�canique ventilatoire et sur l'h�matose (147).  

2.6. Mod�les animaux d'�tude de l'ARDS

Un mod�le animal d'�tude de l'ARDS pr�voit d'appliquer � un animal une agression 

pulmonaire aigue visant � reproduire fid�lement les m�canismes physiopathologiques autant 

que les caract�ristiques l�sionnelles des diff�rents composants de la membrane 

alv�olocapillaire d�crits chez l'humain (148). Le mod�le peut en outre �tre �volutif, c'est-�-

dire mimer l'histoire naturelle de l'ARDS dans ses diff�rentes phases (148). Puisque un large 

panel de causes d'ARDS est d�crit chez l'humain (65), il est naturel d'observer un large panel 

de modalit�s d'agression pulmonaire chez l'animal. Les agents agressants pr�f�rentiellement 

utilis�s au cours de la p�riode 2003-2007 sont, d'apr�s le nombre d'articles index�s dans 

PubMed,  la VM agressive (30%), le lipopolysaccharide (LPS) bact�rien (19%), la bact�rie 

vivante (16%), l'hyperoxie (12%), la bl�omycine intratrach�ale (10%), l'acide ol�ique par voie 

syst�mique (5%), la ponction-ligature caecale (4%) et l'inhalation d'acide (3%). Certaines 

agressions sont consid�r�es comme l�sant pr�f�rentiellement l'�pith�lium alv�olaire
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(inhalation d'acide, VM agressive, bl�omycine intratrach�ale), d'autres l'endoth�lium 

vasculaire pulmonaire (acide ol�ique par voie syst�mique, LPS par voie syst�mique, 

hyperoxie), tandis que certaines sont responsables d'une l�sion homog�ne des composants de 

la membrane alv�olocapillaire (bact�rie vivante, ponction-ligature caecale, LPS inhal�) (148). 

Le mod�le utilisant le LPS, par voie inhal�e (a�rosol ou instillation intratrach�ale) ou 

syst�mique (injection intraveineuse ou intrap�riton�ale) est tr�s relevant cliniquement (13), 

car le sepsis est la premi�re cause d'ARDS chez l'humain (65). Le LPS est une glycoprot�ine 

pr�sente au niveau de la membrane externe des bact�ries Gram-n�gative. Via sa fixation � la 

LPS-binding protein, il active le CD14/TLR4 (149), pr�sent notamment � la surface des 

monocytes/macrophages ainsi que des cellules �pith�liales et endoth�liales dans le poumon, 

initiant ainsi la r�ponse inflammatoire via le facteur de transcritpion nuclear factor kappa B 

(NFkB) (150). Administr� par voie inhal� chez l'humain, le LPS est responsable d'une r�ponse 

pr�coce surtout cytokinique, avec forte concentration bronchoalv�olaire de cytokines pro-

inflammatoires et d'une r�ponse tardive, vers 24 � 48h, surtout cellulaire, avec un afflux de 

PNN, monocytes/macrophages et lymphocytes au niveau bronchoalv�olaire (151). Chez la 

souris, l'administration inhal�e de LPS est aussi responsable d'une intense alv�olite � PNN 

culminant entre 12 et 24 heures apr�s l'exposition et d'une fuite liquidienne importante et 

pr�coce (152) (Figure 8).

Des mod�les animaux plus complexes, dit two-hit, sont utilis�. Il s'agit d'exposer � une VM

des animaux pr�alablement soumis � une agression exog�ne, par exemple par LPS inhal� 

(153,154) ou inject� (155�159). La sc�nario clinique de l'ARDS chez l'humain est ainsi plus 

fid�lement respect�. De plus, loin d'�tre seulement additifs, les effets de l'agent agressant et 

ceux de la VM ont �t� montr�s synergiques dans l'apparition de l�sions pulmonaires chez 

l'animal (153,155). La VM utilis�e dans ces mod�les two-hit peut �tre � haut Vt (153,154), 

mais peut aussi �tre appliqu�e selon les modalit�s protectrices sus-d�crites (157,158), 
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consid�rant qu'une VM, m�me � bas Vt et de courte dur�e, est responsable d'une inflammation 

pulmonaire et syst�mique chez l'animal (160).

Figure 8: L'inhalation (a�rosol) 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 bronchoalv�olaire (B). D'apr�s Reutershan et al. 

(152).
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3. Dysfonction vasculaire pulmonaire au cours de l'ARDS

Dans ce chapitre sont d�taill�s les m�canismes physiopathologiques de la dysfonction 

vasculaire pulmonaire au cours de l'ARDS, ainsi que ses d�terminants et son impact 

pronostique. 

3.1. Physiopathologie

La dysfonction vasculaire pulmonaire est usuellement d�finie par l'augmentation des RVP, 

qui r�sultent de 4 principaux m�canismes sus-list�s affectant la microvascularisation 

pulmonaire (thrombose, vasoconstriction, remodelage et compression extrins�que). Ces 

m�canismes sont tous mis en jeu au cours de l'ARDS, et sont attribu�s � l'agression initiale et 

aux l�sions pulmonaires induites, en particulier endoth�liales, ainsi qu'aux th�rapeutiques 

utilis�es, notamment la VM.

3.1.1. Dysfonction endoth�liale pulmonaire (Figure 9)

3.1.1.1. Marqueurs de la dysfonction endoth�liale dans l'ARDS

Des donn�es sugg�rant des alt�rations pr�coces structurales et fonctionnelles de l'endoth�lium 

pulmonaire au cours de l'ARDS se sont accumul�es depuis plus de 30 ans. Des s�ries 

autopsiques de patients ARDS ont ainsi caract�ris�es les anomalies histologiques affectant la 

microvascularisation pulmonaire, qui incluaient une congestion des cellules endoth�liales, des 

anomalies mitochondriales et du r�ticulum endoplasmique adjacent aux lumi�res capillaires 

(161), la formation de nombreuses v�sicules de pinocytose et l'apparition d'espaces au niveau 

des zones de jonction intercellulaire de la couche mononucl�e endoth�liale (162). Au plan 

fonctionnel a �t� d�crite au cours de l'ARDS une lib�ration perturb�e de marqueurs 

d'activation endoth�liale, tels que le facteur von Willebrand, l'enzyme de conversion de 
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l'angiotensine et l'angiopoi�tine 2. Ainsi le taux plasmatique de facteur von Willebrand �tait

�lev� pr�cocement au cours d'une agression pulmonaire induite par LPS chez le primate, bien 

avant l'apparition de l�sions histologiques de l'endoth�lium pulmonaire (163), et a par ailleurs 

�t� montr� associ� � la mortalit� chez les patients ARDS (164). Le taux plasmatique d'enzyme 

de conversion de l'angiotensine de type II est pr�cocement abaiss� chez les patients ARDS 

(165), et sa fraction fix�e � l'endoth�lium pulmonaire est un biomarqueur de s�v�rit� (166). Le 

taux plasmatique d'angiopoi�tine 2 est �lev� au cours de l'ARDS (167), et l'�volution de son 

taux plasmatique de J0 � J3 pr�dictif de mortalit� chez les patients ARDS (168). Enfin, le 

rapport des concentrations plasmatiques d'angiopoi�tine II sur angiopoi�tine I est un 

biomarqueur pr�coce de gravit� au cours de l'ARDS (169).

3.1.1.2. Occlusions microvasculaires pulmonaires

L'activation des CEMP au cours de l'ARDS s'accompagne de l'expression accrue et rapide de 

mol�cules d'adh�sion des PNN (E- et P-s�lectines, ICAM-1) (96,170�173), qui permet les 

ph�nom�nes de rolling, capture et adh�sion des PNN, largement d�crits au niveau de 

l'endoth�lium syst�mique (174). Ce ph�nom�ne est amplifi� par le stress oxydant (175). 

L'adh�sion des PNN sur les CEMP amplifie le ph�nom�ne de contraction du cytosquelette des 

CEMP, abord� apr�s, qui tend � ouvrir les jonctions intercellulaires (176). La migration trans-

endoth�liale des PNN et leur extravasation vers le secteur extravasculaire utilise la prot�ine 

transmembranaire platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM)-1 exprim�e � la 

surface des CEMP activ�es au niveau des jonctions intercellulaires. Le stress oxydant amplifie 

la perm�abilit� endoth�liale, facilitant le passage des PNN (175). L'activation des CEMP et 

des PNN est contemporain d'interactions avec les plaquettes (177). Les CEMP activ�es 

acqui�rent en effet un ph�notype prothrombotique, incluant l'expression membranaire de 

facteurs de l'activation et de l'agr�gation plaquettaires tels que le facteur tissulaire (178) et le 
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facteur von Willebrand (163) et de facteurs d'adh�sion tels que E- et P-s�lectines (179), et une

limitation de la capture de la s�rotonine circulante au niveau pulmonaire (180). Les plaquettes 

activ�es stimulent en retour les PNN via la lib�ration d'un vaste arsenal de m�diateurs (181). 

Les plaquettes agr�g�es et les PNN adh�rents sont s�questr�s dans le lit capillaire pulmonaire 

(51,182) et participent ainsi � l'occlusion des microvaisseaux pulmonaires. Les modifications 

du cytosquelette des PNN activ�s est un facteur suppl�mentaire d'obstruction (183). Leur 

d�formabilit� s'en trouve en effet diminu�e, ce qui ralentit leur transit intrapulmonaire,

participe � leur pi�geage au niveau du site de l'inflammation et facilite leurs interactions avec 

les CEMP. Les CEMP activ�es participent par ailleurs � un ph�nom�ne de coagulation 

intravasculaire. L'expression accrue de facteur tissulaire active la voie extrins�que de la 

coagulation tandis que l'exposition de la basale sous endoth�liale active la voie intrins�que.

Les cytokines pro-inflammatoires, lib�r�es localement par les CEMP et les cellules recrut�es 

au site de l'inflammation amplifient le ph�nom�ne (184). L'IL-6 r�gulent positivement 

l'expression de facteur tissulaire � la surface des CEMP (178), alors que le TNF� freine la 

fibrinolyse en stimulant la lib�ration de l'inhibiteur de l'activation du plasminog�ne de type 1

(185). Par ailleurs, l'activit� fibrinolytique des CEMP activ�es est diminu�e au cours de 

l'ARDS, principalement � cause d'une baisse de la lib�ration des activateurs du plasminog�ne 

(186). En r�sum�, l'activation des CEMP et l'acquisition d'un ph�notype procoagulant ainsi 

leurs interactions avec les plaquettes et les PNN au cours de la r�ponse inflammatoire 

concourent � un ph�nom�ne d'occlusion microvasculaire pulmonaire au cours de l'ARDS. Ce 

ph�nom�ne a �t� d�crit il y a plus de 30 ans dans des �tudes autopsiques et angiographiques, 

qui montraient une perte de densit� capillaire ainsi que des d�fects microvasculaires au niveau 

pulmonaire chez les patients ARDS (187�190). La fraction espace-mort r�sultant de la 

r�duction du lit vasculaire pulmonaire a �t� montr�e ind�pendamment associ�e au risque de 

d�c�s chez le patient ARDS (78). 
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3.1.1.3. Majoration de la perm�abilit� endoth�liale

Au cours de l'ARDS, les CEMP pr�sentent des modifications structurales qui majorent la

perm�abilit� endoth�liale (176). La physiopathologie implique une augmentation du calcium 

intracellulaire, cons�cutive � la fixation � la surface des CEMP de thrombine, de substances 

vasoactives (thrombine, histamine, bradykinine, thromboxane A2) ou encore de radicaux 

libres de l'oxyg�ne au cours de la r�action inflammatoire. Les chaines l�g�res de myosine

endoth�liale sont alors phosphoryl�es 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 perm�abilit� aux liquides et aux cellules dont les PNN

(175,191). Des m�canismes de perm�abilit� ind�pendants des chaines l�g�res de myosine 

endoth�liale ont �galement �t� d�crits, impliquant par exemple les radicaux libres de 

l'oxyg�ne et la prot�ine kinase C (175,192) ou encore le TNF� et les cadh�rines endoth�liales 

(193). La description histologique de l'hyperperm�abilit� endoth�liale chez le patient ARDS 

est ancienne (161,162), et son intensit� sugg�r�e associ�e � la s�v�rit� et au degr� d'alv�olite 

neutrophilique (194). La perm�abilit� endoth�liale favorise l'�d�me de l'espace interstitiel, 

qui participe � une compression extrins�que des microvaisseaux pulmonaires et donc � une 

augmentation des RVP (38).
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Figure 9: Au cours de l'agression pulmonaire aigue, en pr�sence de m�diateurs circulants notamment 

cytokiniques, les CEMP sont activ�es et interagissent avec les leucocytes et les plaquettes. Il en r�sulte des 

changements structuraux et fonctionnels de l'endoth�lium pulmonaire, incluant une expression accrue de 

mol�cules d'adh�sion, l'acquisition d'un ph�notype pro-thrombog�ne, une s�questration des leucocytes et des 

plaquettes, une sorte de contraction du cytosquelette et une hyperperm�abilit�. D'apr�s Price et al. (38)

3.1.1.4. Anomalies de la vasomotricit� pulmonaire

Au cours de l'ARDS est d�crit un d�s�quilibre de la balance vasomotrice pulmonaire. Les 

principaux m�canismes impliqu�s sont la vasoconstriction pulmonaire hypoxique (VPH) et la 

s�cr�tion perturb�e d'agents vasomoteurs tels que le NO, les d�riv�s de l'acide arachidonique 

et l'endoth�line-1.

Vasoconstriction pulmonaire hypoxique

La VPH est un ph�nom�ne dynamique r�versible intrins�que aux art�rioles pulmonaires, qui 

vise � optimiser les �changes gazeux en dirigeant pr�f�rentiellement le d�bit sanguin 
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pulmonaire vers les territoires ventil�s, r�duisant le shunt droit-gauche intrapulmonaire

(195,196). Bri�vement, l'hypoxie dans les voies a�riennes inhibe les canaux potassiques 

oxyg�ne-sensible des CMLAP. La d�polarisation de la membrane ainsi induite provoque 

l'ouverture de canaux calciques voltage-d�pendants. L'augmentation du calcium intracellulaire 

provoque la vasoconstriction (196). Au cours de l'ARDS, la VPH est un m�canisme 

protecteur des �changes gazeux (195) mais participent � l'augmentation des RVP (197).

M�diateurs vasomoteurs pulmonaires

Les d�riv�s de l'acide arachidonique sont une famille de m�diateurs de l'inflammation 

produits par les cyclooxyg�nases et qui exercent par ailleurs des effets vasomoteurs. Le 

thromboxane A2, vasoconstricteur pulmonaire et promoteur de la perm�abilit� endoth�liale et 

de l'agr�gation plaquettaire (198), est lib�r� par les plaquettes fix�es aux PNN activ�s au 

cours de l'ARDS exp�rimental induit par LPS (177) et participe � l'�l�vation des RVP 

(199,200), La prostaglandine E1 a des effets oppos�s, c'est-�-dire vasodilatateur et 

antiagr�gant plaquettaire. Son taux circulant a �t� montr� abaiss� chez les patients ARDS

(201). 

L'endoth�line-1 est l'une des 3 isoformes de l'endoth�line. Il s'agit d'un agent vasoconstricteur 

et proprolif�rant des cellules musculaires lisses, s�cr�t�e principalement par les CEMP au 

niveau pulmonaire en r�ponse � divers stimulus, incluant notamment l'hypoxie, le LPS, le 

TNF� et l'interf�ron (202). Les CEMP sont aussi impliqu�es dans la clairance de 

l'endoth�line-1 circulante, � peu pr�s �gale � la s�cr�tion en situation physiologique (203).

L'endoth�line-1 se fixe � deux r�cepteurs, type A et type B, qui r�gulent des voies de 

signalisation distinctes. Le r�cepteur de type A est exprim� sur les cellules musculaires lisses 

et induit la vasoconstriction via la prot�ine kinase C. Le r�cepteur de type B est exprim� sur 

les cellules endoth�liales, 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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r�ponse inflammatoire s'accompagne d'une s�cr�tion accrue d'endoth�line-1 (204,205). Le 

taux circulant d'endoth�line-1 a �t� montr� �lev� chez les patients ARDS (206) et chez les 

patients septiques ARDS ou non ARDS (207), et s'abaissant concomitamment � l'am�lioration

clinique et � la baisse des RVP (208). Un pr�traitement par antagonistes des r�cepteurs � 

l'endoth�line a �t� montr� associ�e � une baisse pr�coce des RVP dans un mod�le canin

d'ARDS induit par l'acide ol�ique (209).

Le NO est un vasodilatateur pulmonaire endog�ne synth�tis� � partir de la L-arginine par les 

diff�rentes isoformes de la NOS, neuronale (nNOS), endoth�liale (eNOS) et inductible 

(iNOS). Les CEMP expriment constitutivement la eNOS, enzyme cl� de la r�gulation du 

tonus vasculaire pulmonaire (210), et peuvent exprimer la iNOS en r�ponse � diff�rents 

stimuli pro-inflammatoires (204). Au cours du sepsis, l'expression pulmonaire de la eNOS est 

pr�cocement mais transitoirement accrue, tandis que celle de la iNOS l'est pr�cocement, 

intens�ment et durablement (211). Au niveau art�riel pulmonaire, l'exposition au LPS induit 

une production intense de NO via la iNOS d'activit� autocrine (212). Le NO active la 

guanylate cyclase soluble, aboutissant � 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'agr�gation plaquettaire, de 

l'adh�sion des PNN, du facteur de transcription NF�B, de la prolif�ration cellulaire et de la 

VPH (213�217). Dans des mod�les animaux d'ARDS induits par LPS, VILI et isch�mie-

reperfusion, une production �lev�e de NO par la eNOS �tait protectrice (218�223). Le NO 

peut aussi avoir des effets d�l�t�res, comme l'hypotension et la cytotoxicit� (224). Ainsi des 

donn�es animales sugg�rent qu'une intense production de NO pourrait aggraver les l�sions

pulmonaires, en induisant la formation de m�tabolites toxiques du NO tel que le peroxynitrite 

(225). La d�ficience en iNOS �tait d'ailleurs protectrice dans un mod�le murin de ventilation � 

haut Vt (226). Ces travaux exp�rimentaux indiquent globalement une expression accrue des 
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enzymes synth�tisant le NO au cours de l'agression pulmonaire aigue, mais livrent des 

donn�es contradictoires quant � la quantit� de NO effectivement produite au niveau art�riel 

pulmonaire ainsi qu'au caract�re protecteur de la r�gulation positive des eNOS et iNOS. Ces 

incertitudes sont accrues par des donn�es humaines montrant chez des patients ARDS un NO 

exhal� abaiss� (227).

Anomalies de la vasomotricit� pulmonaire au cours de l'ARDS

La vasomotricit� pulmonaire au cours de l'ARDS a �t� explor�e ex vivo dans plusieurs 

mod�les animaux. Dans des mod�les de poumon isol� perfus� chez le rat pr�alablement 

expos� au LPS, des augmentations de la vasoconstriction induite par l'ac�tylcholine et de la 

VPH �taient d�crites (228�230). Dans des mod�les d'art�re pulmonaire isol�e chez le rat 

pr�alablement soumis au LPS, � l'isch�mie-reperfusion ou � une ventilation � haut Vt �taient 

d�crites une augmentation de la VPH et une baisse de la vasorelaxation endoth�lium-

d�pendante (231�234). Par ailleurs, l'impact de la ventilation en pression positive, en 

particulier de la PEP, a �t� sugg�r�e directement inductrice d'une vasoconstriction accrue 

mais r�versible, m�di�e par les canaux calciques des CMLAP (235,236). Ces travaux 

exp�rimentaux tendent � confirmer des anomalies des propri�t�s vasomotrices pulmonaires au 

cours de l'ARDS, avec globalement un profil de vasoconstriction accrue et de vasodilatation 

alt�r�e, attribuable � la fois � l'agression initiale et au support ventilatoire.

3.1.3. Compression et �tirement vasculaires

Comme abord� avant, l'augmentation de la perm�abilit� endoth�liale au cours de l'ARDS 

favorise l'extravasation de liquide, � l'origine d'une �d�me interstitiel, qui participe � une 

compression extrins�que des microvaisseaux pulmonaires. D'autres m�canismes de 

compression extrins�que et de stress m�canique cyclique sont sp�cifiquement li�s � 

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-alv�olaires. Au del� d'un niveau 

critique de pression environnante, les microvaisseaux pulmonaires peuvent �tre collab�s. Des 

travaux exp�rimentaux chez le gros animal ont montr� que ce m�canisme jouait un r�le 

important dans l'HTP de l'ARDS (237) et que le si�ge pr�f�rentiel de la compression 

extrins�que �tait les microvaisseaux extra-alv�olaires (238). Par ailleurs, l'application de hauts

niveaux de pression positive expose au risque de distension alv�olaire. Le volume pulmonaire 

exc�de alors largement la CRF, ce qui provoque l'�tirement des vaisseaux intra-alv�olaires, 

alors de calibre diminu�. A l'oppos�, la ventilation � bas Vt, � risque d'at�lectasie, r�duit le 

calibre des vaisseaux extra-alv�olaires dans les zones � volume inf�rieur � la CRF (37,239).

3.1.2. Remodelage vasculaire

D�s les premi�res s�ries autopsiques de patients ARDS a �t� d�crit un remodelage vasculaire, 

� type d'�paississement de la m�dia avec hypertrophie musculaire lisse au niveau des art�res 

pulmonaires muscularis�es et de n�omuscularisation des art�rioles distales, r�duisant la 

lumi�re vasculaire, croissant au cours du temps (161,240). Une s�rie autopsique de nouveau-

n�s ventil�s en contexte de d�tresse respiratoire aigue n�onatale montrait �galement une 

prolif�ration accrue de diff�rents types cellulaires du poumon, incluant les cellules 

endoth�liales (241). Les m�canismes propos�s sont proches de ceux impliqu�s dans 

l'hypertension pulmonaire chronique. Les effets pro-prolif�rants et anti-apoptotiques de 

l'endoth�line-1 et des cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-6 sur les CMLAP ont �t� 

incrimin�s (242,243). D'ailleurs, l'effet de l'exposition prolong�e et r�p�t�e � 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. Synth�se

Les composants de la dysfonction vasculaire pulmonaire observ�e au cours de l'ARDS 

incluent:

- une dysfonction endoth�liale pulmonaire, avec thromboses microvasculaires 

pulmonaires, majoration de la perm�abilit� vasculaire pulmonaire favorisant un 

�d�me interstitiel, et d�s�quilibre de la balance des m�diateurs vasoactifs en 

faveur des agents vasoconstricteurs, 

- des ph�nom�nes de compression extrins�que et d'�tirement des microvaisseaux 

pulmonaires associ�s � la ventilation en pression positive,

- et tardivement un remodelage vasculaire. 

Il en r�sulte une augmentation des RVP et en cons�quence une HTP avec �l�vation du 

gradient de pression vasculaire transpulmonaire (Figure 10).

Figure 10: La dysfonction vasculaire pulmonaire au cours de l'ARDS r�sultent de m�canismes d'occlusion 

microvasculaire, d'hyperperm�abilit� et �d�me interstitiel, d�s�quilibre de la balance des m�diateurs vasoactifs, 

compression extrins�que et remodelage vasculaire, attribu�s � l'agression intiale et � la ventilation en pression 

positive. D'apr�s Price et al. (38). 
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3.2. Hypertension pulmonaire

3.2.1. D�finition 

L'HTP est d�finie par une PAP moyenne sup�rieure � 25 mmHg et des RVP sup�rieures � 240 

dyn.s.cm
-5

au cath�t�risme art�riel pulmonaire (245). A l'�chocardiographie, l'HTP est 

suspect�e en cas de PAP systolique estim�e sup�rieure � 35 mmHg (246) et de temps 

d'acc�l�ration du flux art�riel pulmonaire raccourci (247). L'HTP est le plus souvent de cause 

vasculaire pulmonaire. Mais l'HTP peut aussi �tre caus�e par une hyperpression des cavit�s 

gauches. La PAPO est alors �lev�e, sup�rieure � 15 mmHg, et l'HTP est dite post-capillaire. 

Le gradient de pression vasculaire transpulmonaire, dite pression motrice, est calcul� comme 

la diff�rence entre la PAP et la PAPO. Cette valeur est utilis�e au num�rateur pour le calcul des

RVP, comme expliqu� avant.  

3.2.2. Description 

L'HTP chez les patients souffrant d'ARDS a �t� d�crite pour la premi�re fois il y a presque 40 

ans (248). Les auteurs ont mis en �vidence chez des patients ARDS en VM une augmentation 

des RVP et du travail ventriculaire droit, avec dilatation progressive des cavit�s cardiaques 

droites, conduisant � une d�faillance h�modynamique r�fractaire apr�s plusieurs jours de VM

(249). D'autres �tudes ont confirm� ces r�sultats en utilisant le cath�t�risme art�riel 

pulmonaire, la scintigraphie, ou l��chocardiographie (250�252), y compris les effets sur le 

ventricule droit, plus tard d�sign�s comme c�ur pulmonaire aigu en �chocardiographie (251).

Les mod�les animaux ont permis de confirmer l'�l�vation des RVP au d�cours imm�diat d'une 

agression pulmonaire aigue, par exemple chez le chien expos� � l'acide ol�ique (237), et ont 

d�termin� que les contributions respectives des diff�rents segments de la vascularisation 
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pulmonaire dans les RVP restaient inchang�es, les art�rioles pulmonaires �tant toujours le 

territoire r�sistif principal (253).

3.2.3. Incidence

L'HTP �tait d'incidence fr�quente � l'�poque o� le Vt et les niveaux de pression de plateau 

dans les voies a�riennes n'�taient pas limit�s (248,250). Vingt cinq ans plus tard, l'incidence 

du c�ur pulmonaire aigu �tait �valu�e � 25% au cours des 3 premiers jours chez 75 patients 

ARDS soumis � une VM protectrice (252). Cette incidence atteignait m�me 50% dans une 

cohorte de patients ARDS tr�s s�v�res, c'est-�-dire profond�ment hypox�miques (254). Une 

pression de plateau limit�e � 27 cmH20 a alors �t� propos�e comme acceptable au regard de 

l'h�modynamique ventriculaire droite (255). Deux �tudes plus r�centes, appliquant aussi une

strat�gie de VM protectrice � des patients ARDS, rapportent une incidence du c�ur 

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

3.2.4. Pronostic

A la fin des ann�es 2000, deux �tudes men�es sur de larges collectifs de patients ARDS 

soulignaient la valeur pronostique n�gative de l'HTP (79) et de l'insuffisance cardiaque droite 

aigue pr�coce, d�finie par une pression atriale droite sup�rieure � la PAPO (75). Cet impact 

pronostique p�joratif pourrait persister � l'�re de la VM protectrice. Dans une large �tude 

nord-am�ricaine analysant les donn�es d'h�modynamique invasive recueillies chez 475 

patients ARDS, l'�l�vation du gradient de pression vasculaire transpulmonaire et des RVP 

�tait ind�pendamment associ�e � la mortalit� ainsi qu'au recours aux th�rapeutiques de 

support des d�faillances d'organes (81). Chez les patients avec un gradient de pression 

vasculaire transpulmonaire sup�rieur � 24 mmHg, la mortalit� atteignait 50% (81). Un travail 

fran�ais concomitant a aussi �tudi� les donn�es d'h�modynamique invasive recueillies dans 
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une large cohorte de patients ARDS. La PAP moyenne et l'observation d'une pression veineuse 

centrale sup�rieure � la PAPO �taient des facteurs ind�pendants de mortalit� (257).

Concernant l'impact pronostique de la d�faillance cardiaque droite associ�e � l'HTP, les 

donn�es � l'�re de la ventilation protectrice sont contrast�es. Dans l'�tude de Osman, une 

d�faillance ventriculaire droite, d�finie par la pr�sence simultan�e i) d'une PAP moyenne 

sup�rieure � 25 mmHg, ii) d'une pression veineuse centrale sup�rieure � la PAPO et iii) d'un 

volume d'�jection index� inf�rieur � 30 mL/m
2
, �tait pr�sente chez 9,6% des 145 patients et 

n'�tait pas associ�e � la mortalit� (257). De m�me, dans l'�tude de Bull, l'incidence de la 

d�faillance cardiaque droite, d�finie par une pression veineuse centrale sup�rieure � la PAPO, 

�tait d'incidence comparable (12%) et �galement non associ�e � la mortalit� (81). D'autres 

�tudes humaines ont explor� l'impact pronostique d'un c�ur pulmonaire aigu, diagnostiqu� en 

�chocardiographie, au cours de l'ARDS et n'ont pas montr� d'association � la mortalit� 

(252,256). Mais l'�tude r�cente de Boissier montrait que l'existence d'un c�ur pulmonaire 

aigu �tait associ�e � un recours accru aux drogues de support h�modynamique et �tait 

ind�pendamment associ�e � la mortalit� (80). 

Des auteurs se sont interrog�s sur les �ventuels effets additifs d�l�t�res sur le parenchyme 

pulmonaire de l'HTP au cours de l'ARDS. L'hypoth�se �tait que l'HTP pouvait aggraver 

l'hyperperm�abilit� vasculaire et donc l'�d�me, et par ce m�canisme grever le pronostic. Des 

travaux successifs utilisant des mod�les de poumon isol� perfus� ont montr� que seule 

l'augmentation du d�bit sanguin vasculaire pulmonaire, et non celle des pressions vasculaires 

pulmonaires, pouvait effectivement majorer les l�sions de VILI (258�260). 

3.2.5. D�faillance ventriculaire droite

L'�l�vation des RVP, et l'augmentation du gradient de pression vasculaire transpulmonaire

ainsi induite, est responsable d'une augmentation de l'imp�dance � l'�jection du ventricule 
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droit. Il en r�sulte une dilatation de la cavit� (261), qui n'est pas structuralement et 

morphologiquement adapt�e � une augmentation brutale de post-charge. La dilatation du 

ventricule droit accroit sa consommation d'oxyg�ne et abaissent sa force contractile (262). 

Elle entraine aussi un d�placement � gauche du septum interventriculaire en diastole, g�nant 

le remplissage du ventricule adelphe au sein d'un sac p�ricardique inextensible (263). Cette 

alt�ration de la fonction diastolique ventriculaire gauche entra�ne une baisse du d�bit 

cardiaque (264). Il en r�sulte une baisse de la d�livrance en oxyg�ne, qui favorise l'isch�mie 

myocardique ventriculaire droite (265). Cette isch�mie est potentiellement aggrav�e par une 

g�ne � la perfusion coronaire du ventricule droit, � cause de la distension de sa paroi libre, qui 

abaisse voire supprime le flux coronaire droit systolique (266). Cette cascade 

physiopathologique, reproductible chez l'animal par une st�nose exp�rimentale des art�res 

pulmonaires proximales (262), est caract�ristique des interactions des ventricules droit et 

gauche au cours de l'HTP aigue chez le patient ARDS (Figure 11). 

Des ph�nom�nes additionnels, li�s � la VM, concourent � alt�rer davantage l'h�modynamique 

cardiaque droite. La baisse du retour veineux syst�mique caus�e par la pression 

intrathoracique �lev�e abaisse la pr�-charge ventriculaire droite (267). L'hypercapnie 

permissive, � l'�re de la ventilation � bas Vt, a �t� montr�e d�l�t�re pour l'h�modynamique 

cardiaque droite (80,252,268), en concordance avec l'effet vasoconstricteur pulmonaire 

d�montr� chez l'animal (269) et chez l'adulte sain (270,271). Enfin, l'agression cytokinique au 

cours de la r�ponse inflammatoire pourrait exercer des effets d�presseurs myocardiques 

directs, comme le sugg�rent des donn�es exp�rimentales (272).
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Figure 11: Au cours de l'ARDS, l'augmentation des RVP induit une cascade d'�v�nements h�modynamiques, 

affectant les ventricules droit puis gauche, et pouvant conduire in fine � une insuffisance circulatoire aigue. 

D'apr�s Price et al. (273).

Les d�terminants connus de l'apparition d'une d�faillance ventriculaire droite au cours de 

l'ARDS rel�vent surtout de la VM et de ses modalit�s d'application. La pression de plateau a 

historiquement �t� consid�r�e comme le principal d'entre eux (255). La PEP �lev�e, � 

pression de plateau constante, a aussi �t� imput�e, a fortiori lorsque le volume pulmonaire 

recrut� par la PEP �lev�e est faible (268). Plus r�cemment, un autre param�tre de m�canique 

ventilatoire, la pression motrice soit la diff�rence de la pression de plateau et de la PEP totale, 

a �t� montr�e ind�pendamment associ�e � l'apparition d'un c�ur pulmonaire aigu au cours de 

l'ARDS (80). Dans la m�me �tude, l'infection comme cause de l'ARDS �tait un autre facteur 

pr�dictif ind�pendant (80). Dans l'autre �tude fran�aise r�cente sus-cit�e, le seul facteur de 

risque ind�pendant de d�velopper un c�ur pulmonaire aigu �tait l'hypercapnie (256).
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4. Hypoth�ses et objectifs du travail

Nous avons formul� 3 hypoth�ses de travail, relatives � diff�rents d�terminants potentiels de 

la dysfonction vasculaire pulmonaire au cours de l'ARDS :

- les man�uvres de recrutement alv�olaire pourraient aggraver la dysfonction 

vasculaire pulmonaire,

- l'IL-6, aux propri�t�s anti-inflammatoires, pourraient jouer un r�le protecteur 

de la dysfonction vasculaire pulmonaire,

- l'�ge avanc�, seul facteur pr�dictif clinique ind�pendant de mortalit�, pourrait 

un facteur intrins�que d'aggravation de la dysfonction vasculaire pulmonaire.

Les objectifs de ce travail �taient d'�tudier dans un mod�le murin d'ARDS :

- les effets de man�uvres de recrutement alv�olaire sur la m�canique 

ventilatoire, sur l'inflammation et le d�g�t parenchymateux pulmonaires, sur 

l'h�modynamique pulmonaire et sur le transcriptome pulmonaire et 

ventriculaire droit,

- les effets d'une d�ficience en IL-6 sur l'inflammation et le d�g�t 

parenchymateux pulmonaires, ainsi que sur l'h�modynamique pulmonaire,

- les effets d'un �ge adulte "mature", par rapport � un �ge adulte jeune, sur la 

m�canique ventilatoire, sur l'inflammation et le d�g�t parenchymateux 

pulmonaires, ainsi que sur l'h�modynamique pulmonaire.

5. Le mod�le animal

5.1. Choix du mod�le
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Le mod�le animal choisi et mis au point r�pondait aux exigences suivantes :

- �tre un mod�le de souris, pour permettre une exploration biologique avanc�e et 

l'utilisation de souris transg�niques invalid�es pour d��ventuels g�nes d�int�r�t,

- �tre proche du sc�nario clinique humain, c'est-�-dire associer une agression 

exog�ne initiale � une VM protectrice,

- permettre des explorations physiologiques respiratoires et h�modynamiques 

invasives.

Le choix du mode d'agression s'est port� sur le LPS par voie orotrach�ale, mode d'agression 

exog�ne pr�sentant plusieurs int�r�ts, d�j� abord�s avant et r�sum�s ici :

- il est ancien, connu, largement usit� et ais�ment reproductible sous r�serve de 

conserver le m�me lot de produit,

- il est pseudo-septique, donc cliniquement relevant, car le sepsis est la premi�re 

cause d'ARDS chez l'humain,

- il produit une inflammation pulmonaire intense et pr�coce, avec alv�olite riche 

en PNN, et une fuite liquidienne pulmonaire importante, qui sont potentialis�s 

par une VM surajout�e (mod�le two hit).

En cons�quence, le mod�le utilis� avait pour caract�ristiques principales : 

- d'associer une instillation orotrach�ale de LPS suivie 18 � 20 heures plus tard 

d'une VM � bas Vt et PEP non nulle durant de 3 � 5 heures,

- d'utiliser le FlexiVent (Scireq), ventilateur du petit animal de derni�re 

g�n�ration,

- de r�aliser des mesures d'h�modynamiques invasives au terme de la phase de 

VM.
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5.2. Description du mod�le

La souris subissait une instillation oropharyng�e d'une solution de LPS d'E. coli. La dose de 

LPS instill�e a �t� choisie lors d'�tudes pr�liminaires comme la plus forte dose (5 �g/g) 

n'occasionnant pas de mortalit� importante au cours de la VM chez des souris males adultes 

jeunes C57BL6J, souche connue peu vuln�rable � cet agent agressant (148). La technique 

d'instillation orotrach�ale consistait en une courte anesth�sie par inhalation d'Isoflurane � 5% 

en ventilation spontan�e, au cours de laquelle un volume de 40 � 50 �l d'une solution de LPS 

dilu� dans du PBS �tait d�pos�e dans l'oropharynx via un fin cathlon. L'animal �tait maintenu 

par les incisives en position proclive � 60� pendant quelques secondes, permettant l'inhalation 

du liquide. Il �tait ensuite imm�diatement r�veill� puis replac� dans sa cage avec acc�s � l'eau 

et � la nourriture. Le contr�le du LPS utilisait le PBS � m�me volume et selon la m�me 

technique. Dix-huit � 20 heures apr�s l'instillation orotrach�ale de LPS, la souris �tait 

anesth�si�e par Pentobarbital inject� et Isoflurane inhal�, intub�e et la VM commen�ait, pour 

une dur�e de 3 � 5 heures. Les param�tres de ventilation minute utilis�s (fr�quence 

respiratoire 180/min et Vt 8 mL/kg) s'�taient av�r�s corrects en terme de ventilation alv�olaire 

lors d'exp�rimentations pr�liminaires, c'est-�-dire assurant une l�g�re hypocapnie compensant 

une acidose m�tabolique. Ils s'�taient par ailleurs av�r�s protecteurs chez la souris dans un 

travail ant�rieur (160). Les gaz inhal�s �taient r�chauff�s et humidifi�s par un humidificateur 

chauffant (humidit� absolue de 21 mg H2O/L � 24�C de temp�rature ambiante). L'anesth�sie 

�tait continue par Isoflurane inhal� � 1,5%. Le choix d'une d'anesth�sie utilisant un gaz 

halog�n� �tait guid� par des travaux ant�rieurs montrant son caract�re peu d�presseur 

h�modynamique (274). La curarisation continue utilisait Pancuronium et une solution chaude 

de s�rum sal� isotonique plus glucos� �tait inject�e par voie intrap�riton�ale toutes les heures 

pour assurer une vol�mie et une glyc�mie correctes. La temp�rature �tait continuellement 



55

monitor�e par sonde rectale et r�gul�e par un tapis chauffant pour une temp�rature cible � 

36,5�C. Le mode ventilatoire utilis� �tait en volume contr�l� � d�bit constant. Le Vt r�gl� 

�tait sup�rieur au Vt d�livr�, eu �gard � la compression des gaz dans le circuit inspiratoire. En 

cons�quence, le Vt effectivement d�livr� �tait continuellement contr�l� et au besoin adapt� 

pour maintenir un Vt d�livr� de 8 ml/kg environ. La PEP �tait � 3cmH2O et le rapport temps 

inspiratoire / temps expiratoire (I/E) �taient � 67%. En d�but de la ventilation �taient r�alis�es 

deux inspirations profondes lentes permettant de standardiser les mesures de m�canique 

ventilatoire (VHS, volume history standardisation), puis plusieurs perturbations �valuant la 

m�canique respiratoire �taient r�alis�es en d�but et en fin de VM ainsi qu'� chaque heure. Au 

cours de la derni�re heure de VM �taient r�alis�es des mesures d'h�modynamique invasive 

incluant un cath�t�risme ventriculaire droit par voie jugulaire pour mesure de la pression 

ventriculaire droite, une thermodilution transpulmonaire pour mesure du d�bit cardiaque et 

�ventuellement un cath�t�risme carotidien pour mesure de la pression art�rielle syst�mique.

Le cath�ter utilis� (diam�tre 1,4Fr soit 0,47mm) �tait muni � son extr�mit� d'un capteur pi�zo-

�lectrique de mesure de pression. Il �tait connect� via un transducteur � un ordinateur muni du 

logiciel d'exploration h�modynamique Notocord.

Le syst�me de ventilation utilis� �tait le FlexiVent (Scireq), qui comprend un ventilateur 

animal asservi � un ordinateur et un syst�me de recueil des param�tres physiologiques 

respiratoires en VM. Le ventilateur se composait d�un cylindre coulissant dans un piston et de 

deux valves, inspiratoire et expiratoire. Il �tait connect� via un amplificateur de signal � un 

logiciel de recueil et d�analyse des r�sultats en temps r�el. Les param�tres de ventilation 

(mode ventilatoire, fr�quence respiratoire, temps inspiratoire, pause t�l�-inspiratoire et 

expiratoire, Vt) �tait r�gl�s sur l�ordinateur. Les pressions dans les voies a�riennes, les d�bits 

et les volumes (r�gl�s et d�livr�s) �taient enregistr�s en continu. Le ventilateur permettait 
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l�application d�une PEP. Pour l�estimation des param�tres de m�canique respiratoire, le 

syst�me interrompait bri�vement la ventilation pour appliquer un signal test (perturbation). 

Plusieurs perturbations �taient utilis�es :

- capacit� pulmonaire totale: insufflation lente (3 secondes) suivie d'un plateau t�l�-

inspiratoire de 3 secondes � pression constante (30cmH2O),

- capture (snapshot): perturbation oscillatoire sinuso�dale de courte dur�e (1,2s), � 

fr�quence (150/min) et � volume (10ml/kg) d�termin�s permettant une estimation de 

r�sistance et de compliance dite dynamique,

- oscillation forc�e basse fr�quence: application de multiples oscillations sinuso�dales 

� faible volume (3ml/kg) et � diff�rentes fr�quences basses (de 0,5 � 20,5 Hz) sur une 

dur�e de 16s, permettant l'estimation de l'imp�dance du syst�me respiratoire ainsi 

que des mesures d'�lastance et de r�sistance des voies a�riennes,

- courbe pression-volume: boucle insufflation-exsufflation � haut volume et � faible 

d�bit, sur 16 secondes, pouvant �tre contr�l�e en pression (pression d'insufflation � 

30cmH2O) ou en volume (volume 40ml/kg),

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

d'une dur�e identique d'expiration.
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CHAPITRE 2 - RESULTATS
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1. Etude des effets cardio-pulmonaires physiologiques et 

g�nomiques de man�uvres de recrutement alv�olaire dans un 

mod�le murin d'agression pulmonaire aigue

Mekontso Dessap A
*
, Voiriot G

*
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cardiopulmonary effects of recruitment maneuvers in murine acute lung injury. Am J Respir 
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* 
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Objectifs, m�thodes et r�sultats:

La strat�gie de VM protectrice � bas Vt utilis�e en pratique clinique courante (123) peut 

exercer des effets d�l�t�res, car le Vt bas promeut les ph�nom�nes d'at�lectasie (135) ou 

d�recrutement et d'ouverture/fermeture des alv�oles, qui peuvent aggraver les l�sions 

pulmonaires (134,275). Comme nous l'avons vu dans l'introduction, l'utilisation de 

man�uvres de recrutement alv�olaire consistant en des insufflations profondes r�p�t�es, a 

montr� des b�n�fices en terme d'oxyg�nation et de m�canique ventilatoire chez l'humain 

(136,144�146). 

Mais des donn�es sugg�raient aussi que les man�uvres de recrutement exer�aient des effets 

cardiovasculaires d�l�t�res. En effet, une man�uvre d'insufflation profonde, � objectif de 

volume ou de pression, induit une augmentation des pressions intrathoracique et 

transpulmonaire, avec risque de surdistension. Il en r�sulterait une baisse du remplissage du 

ventricule droit donc de sa pr�-charge et des ph�nom�nes de compression extrins�que et 

d'�tirement des vaisseaux intra-alv�olaires majorant les r�sistances vasculaires pulmonaires. 

Les cons�quences imm�diates d�crites chez l'homme et chez l'animal sont une dilatation 

ventriculaire droite, une baisse du d�bit cardiaque et une hypotension art�rielle syst�mique 

(138,276�278). Ces effets cardiovasculaires d�l�t�res ont �t� montr�s transitoires, 
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disparaissant dans les minutes suivant la man�uvre, et limit�s par l'expansion vol�mique 

(277,278). Cependant, les effets de la r�p�tition cyclique de ce stress m�canique sur la 

vascularisation pulmonaire �taient m�connus. Des donn�es d�j� anciennes sugg�raient une 

vuln�rabilit� des CEMP � un �tirement cyclique "exag�r�". Ainsi, dans des mod�les 

cellulaires tentant de reproduire les conditions de la ventilation � haut Vt, consid�r�e � 

l'extr�me comme une ventilation avec man�uvre de recrutement en 1/1, le stress m�canique 

cyclique avait �t� montr� inducteur d'apoptose (279), de perm�abilit� endoth�liale accrue 

(280,281) et de s�cr�tion major�e de chimiokines attractantes des PNN (282). Nous avons 

ainsi �labor� l'hypoth�se selon laquelle les man�uvres de recrutement exer�aient des effets 

favorables sur la m�canique ventilatoire et l'h�matose d'une part mais d�favorables sur la 

microvascularisation pulmonaire d'autre part. 

Pour explorer cette hypoth�se, nous avons choisi une man�uvre de recrutement d�crite chez 

la souris (140). Nous l'avons utilis�e dans le mod�le two hit sus-d�crit. La VM durait 5 

heures. Quatre groupes �taient constitu�s, selon que les animaux �taient soumis ou non � 

l'inhalation de LPS et aux man�uvres de recrutement. D'abord, nous avons explor� la 

m�canique ventilatoire et l'h�modynamique ventriculaire droite avant le sacrifice. Ensuite 

nous avons �tudi� l'inflammation et le dommage parenchymateux pulmonaire. Enfin, nous 

avons analys� le transcriptome au niveau pulmonaire et cardiaque.

Notre objectif �tait de d�crire l'existence d'une dysfonction vasculaire pulmonaire associ�e � 

l'utilisation de man�uvres de recrutement alv�olaire, et de tenter d'en pr�ciser les 

m�canismes.

Nous avons pu �tablir que:

- l'utilisation de man�uvres de recrutement am�liorait les �changes gazeux (moindre 

PaCO2), limitait la d�gradation de la m�canique ventilatoire sur la p�riode de 

ventilation, mais ne limitait ni le dommage parenchymateux ni l'�d�me,
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- l'utilisation de man�uvres de recrutement chez les animaux expos�s au LPS ne limitait 

pas l'inflammation pulmonaire mais au contraire majorait certains biomarqueurs 

circulants de l''inflammation (classe des IL-6), 

- l'utilisation de man�uvres de recrutement chez les animaux expos�s ou non expos�s 

au LPS �tait responsable d'une augmentation des r�sistances pulmonaires totales; 

l'analyse transcriptomique pulmonaire montrait une dysr�gulation de groupes de g�nes 

impliqu�s dans les principaux m�canismes r�gissant la dysfonction endoth�liale 

pulmonaire (perm�abilit� endoth�liale, tonus vasculaire, thrombose microvasculaire et 

remodelage) chez les animaux expos�s au LPS.

- l'utilisation de man�uvres de recrutement chez les animaux expos�s au LPS �tait 

associ�e � une dysr�gulation de groupes de g�nes impliqu�s dans la r�ponse 

inflammatoire, l'apoptose et l'architecture membranaire au niveau ventriculaire droit.

Notre travail montre que les man�uvres de recrutement utilis�es au cours de l'ARDS ont des 

effets b�n�fiques, portant sur la m�canique ventilatoire et l'h�matose, mais pourraient exercer 

par ailleurs des effets n�fastes � type de dysfonction vasculaire pulmonaire. Ce travail illustre 

les inconv�nients d'une strat�gie ventilatoire guid�e par un seul b�n�fice fonctionnel ou de 

l'h�matose, dans l'ignorance par ailleurs d'�ventuels effets biologiques d�l�t�res, notamment 

microvasculaires.
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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-

mentmaneuvers. C57/BL6mice challengedwith either PBS or LPS via

aspirationwereplacedonmechanical ventilation (5h) using low tidal

volume inflation (TI; 8ml/g)aloneor incombinationwith intermittent

DIs (0.75ml twice/min). Lungmechanics during TI ventilation signif-

icantly deteriorated, as assessed by forced oscillation technique and

pressure–volume curves. DI mitigated the TI-induced alterations in

lungmechanics,but inducedasignificant rise in rightventricle 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 (ALI) and acute respiratory distress syndrome
(ARDS) receiving low tidal volume ventilation (1, 2) have
resulted in adoption of these ventilation guidelines in clinical

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-ml volume
instillate (consisting of PBS or 4 mg/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

Micewere ventilated in the supine positionusing humidified gas, bymeans
of a computer-driven small-animal ventilator (flexiVent; Scireq, Mon-
treal, PQ, Canada) as follows: tidal volume, 8 ml/g of body weight; re-
spiratory rate, 180/min; end-expiratory pressure, 3 cm H2O; and FIO2

, 1
(18). Mechanical ventilation lasted 5 hours with continuous anesthesia,
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muscle paralysis, a body temperature maintained at 36.58C, and regular
intraperitoneal warm fluid boluses (see online supplement for details).

Experimental Design

The experimental design included four groups: PBS 1 TI (PBS aspi-
ration followed by mechanical ventilation with tidal inflations only);
PBS 1 DI (PBS aspiration followed by mechanical ventilation with
intermittent DI); LPS 1 TI (LPS aspiration followed by mechanical
ventilation with tidal inflations only); and LPS 1 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),

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

Figure 1. Airway pressures monitoring and single-frequency forced oscillation technique (FOT) results during 5 hours of mechanical ventilation
using tidal inflations (TIs) or deep inflations (DIs) in mice after PBS or LPS aspiration. The depicted nomenclature of a, b, c, d, e, and f denote
a Bonferroni-corrected P value less than 0.05 for the Mann-Whitney pairwise comparisons (after Kruskal Wallis test): PBS1 TI versus PBS1 DI, PBS 1 TI
versus LPS1 TI, PBS1 TI versus LPS1 DI, PBS1 DI versus LPS1 TI, PBS1 DI versus LPD1 DI, and LPS1 TI versus LPS1 DI, respectively. Triangles and
inverted triangles denote significant increase and decrease, respectively (as compared with H0_after volume history standardization) with Bonferroni-
corrected P value less than 0.05 for pairwise Wilcoxon (after Friedman’s test) (n ¼ 6–9 animals per group). H0_before VHS denotes experiment start
before volume history standardization. H0_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
2808C (see online supplement for details). The remaining lung was
lavaged with four separate 0.5-ml aliquots of saline at 208C and under-
went fixation (4% paraformaldehyde) and paraffin embedding.

BAL

The total cell count was determined for a fresh fluid specimen using aMalas-
sez hemocytometer. BAL fluid was centrifuged (1,600 rpm, 7 min, 48C),
and cell-free supernatants were stored at2808C for subsequent assessment
of protein content and multianalyte cytokine and chemokine concentra-
tions (see online supplement for details).

Histological Analysis

Lung sections of 5-mm 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 203 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 mg) 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 z34,000 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

Figure 2. Low-frequency FOT results and pressure–volume curve data before and during 5 hours of mechanical ventilation using TIs or DIs in mice after PBS
or LPS aspiration. a, b, c, d, e, and f denote a Bonferroni-corrected P value less than 0.05 for the Mann-Whitney pairwise comparisons (after Kruskal Wallis
test): PBS1 TI versus PBS1 DI, PBS1 TI versus LPS1 TI, PBS1 TI versus LPS1 DI, PBS1 DI versus LPS1 TI, PBS1 DI versus LPD1 DI, and LPS1 TI versus
LPS 1 DI, respectively. Triangles and inverted triangles denote significant increase and decrease, respectively (as compared with H0_after volume history
standardization) with Bonferroni-corrected P value less than 0.05 for pairwise Wilcoxon (after Friedman’s test) (n ¼ 6–9 animals per group). H0_before VHS
denotes experiment start before volume history standardization. H0_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.
ncifcrf.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 TaqMan real-
time RT-PCR assays using a CFX384 Rea-Time PCRDetection System
(Bio-Rad, Hercules, CA) (see online supplement for details).

Statistical Analysis of Nonmicroarray Data

The datawere analyzed using the SPSSBase 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 pairwiseWilcoxon 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 ml/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 1 TI group, with the highest values observed in the
LPS 1 DI group.

Effect of DI on Genomic Parameters

The gene-filtering parameters of significance analysis ofmicroarray
and the number of dysregulated genes in lung and heart tissues
identified by pairwise comparisons (PBS1 TI as reference group)
are summarized in Table E1 in the online supplement. Lung gene
expression profiling showed robust differential expression for both
LPS 1 TI (660 genes) and LPS 1 DI (1,697 genes). Gene expres-
sion profiles were not significantly different between PBS 1 DI
group and the PBS 1 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 1 TI animals were also dysregulated in LPS 1 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 1 DI
lungs (rank 3), but not by LPS 1 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 LPS1DI lungs, but not by LPS1 TI
(Figure E2). The fold change levels in gene expression for se-
lected, significantly dysregulated genes by LPS 1 DI involved in
lung inflammation and lung vascular dysfunction (endothelial in-
jury, microvascular thrombosis, vascular tone and remodeling) are
displayed in Figure 5A. 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 1 TI PBS 1 DI LPS 1 TI LPS 1 DI

Arterial blood gases

PaO2
/FIO2

289 (270–394) 306 (265–339) 268 (205–296) 283 (274–339)

pH 7.19 (7.15–7.30) 7.34 (7.29–7.41)* 7.17 (7.07–7.22)† 7.24 (7.16–7.32)

PaCO2
, mm Hg 34 (23–40) 22 (21–30) 34 (31–48)† 20 (13–24)‡

HCO3
2, 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/mlx 380 (105–845) 1,080 (535–1225) 2,255 (2005–2815)*,† 2,430 (2,047–2,800)*,†

Protein concentration, mg/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)*,†

Definition of abbreviations: DI, deep inflations; PaCO2
, arterial carbon dioxide tension; PaO2/FIO2

, ratio of arterial oxygen tension and fraction of inspired oxygen fraction;

TI, tidal inflations.

Data are median (25th–75th percentile); n ¼ 7–13 animals/group.

* P value , 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to PBS 1 TI.
y P value , 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to PBS 1 DI.
z P value , 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to LPS 1 TI.
xDifferential 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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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 1 DI group (Figure 5C) when compared with the PBS 1 TI
group.

Similar to lung expression profiles, right ventricle gene expression
analysis showed differential expression in both LPS1 TI and LPS1
DI mice, whereas PBS 1 DI had no significant impact. Gene on-
tology and pathway functional annotation clustering revealed little
overlap between dysregulated terms in right ventricles from LPS 1

TI and LPS 1 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 1 DI animals, but not enriched by LPS 1

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

displayed significant dysregulation in PBS 1 DI–exposed mice
as well as LPS 1 TI and LPS 1 DI animals, with three top-10
enriched gene ontology and pathway clusters shared by PBS 1

DI– and LPS 1 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 1

TI), with equivalent fold changes observed in LPS 1 TI and
LPS 1 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 1 TI). For these 14 differentially

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 1 TI PBS 1 DI LPS 1 TI LPS 1 DI

Heart rate, bpm 540 (535–570) 530 (503–563) 550 (500–580) 530 (515–573)

Right ventricular systolic pressure, mm Hg 27 (24–29) 35 (31–40)* 37 (35–38)* 49 (46–54)*,†,‡

Cardiac output, ml/min 23 (21–30) 19 (18–31) 25 (18–29) 22 (17–26)

Total pulmonary resistance, mm Hg $ min/ml 1.06 (0.90–1.36) 1.84 (1.25–2.09)* 1.48 (1.24–1.97)* 2.43 (2.32–2.51)*,†,‡

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

Data are median (25th–75th percentile); n ¼ 9 to 13 animals per group.

* P value , 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to PBS 1 TI.
y P value , 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to PBS 1 DI.
z P value , 0.05 (Mann-Withney test after Kruskal Wallis test) as compared to LPS 1 TI.

Figure 3. Expression pattern of
dysregulated lung genes in
mice exposed to mechanical
ventilation using TIs or DIs after
PBS or LPS aspiration. The ex-
pression levels of dysregulated
lung genes identified using sig-
nificance analysis of microar-
rays for LPS 1 DI versus PBS 1

TI comparison (A) and for LPS 1

TI versus PBS 1 TI 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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expressed proteins, equivalent fold changes were observed in
LPS1 TI and LPS 1 DI for 11 proteins, with significantly higher
fold changes with LPS 1 DI as compared with LPS 1 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 inmicewith or without prior lung injury.DImaneuvers
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 PaCO2

values in animals receiving DI, despite all groups
being matched to the same total minute ventilation. Mechanical
ventilation with TI 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 LPS1 DI, but not in those
dysregulated by LPS1 TI, highlighting the potential involvement
of lung vascular dysfunction in the rise in right ventricle pressures
observed in LPS 1 DI mice. Several genes implicated in endo-
thelial injury, vascular tone, vascular remodeling, and microvas-
cular thrombosis were highly dysregulated in LPS 1 DI lungs. Of
note, the ratio of angiopioetin-2 to angiopoietin-1 gene expression
was significantly increased in the LPS 1 DI group as compared

Figure 4. Top 10 clusters of gene ontology categories and pathways
enriched by genes dysregulated by LPS 1 DI (using PBS 1 TI as the
reference group) in lungs. Groups were compared using significance
analysis of microarray (LPS 1 DI versus PBS 1 TI and LPS 1 TI versus
PBS 1 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 1 DI versus PBS 1 TI compar-
ison (dark gray) and for the LPS 1 TI versus PBS 1 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 1 DI versus PBS 1 TI com-
parison. The vertical dashed line represents the 0.05 significance thresh-
old. TI, ventilation with TIs only.
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with PBS1 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 H2O) 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 H2O PEEP

throughout the ventilatory protocol, with intermittent increases
to 8 cm H2O, 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 1 DI
animals, but not enriched by LPS 1 TI that involved genes
associated with acute inflammatory responses, apoptosis, and
membrane organization. Given that the LPS 1 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 undertakenwith 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

Figure 5. Fold changes in lung
microarray expression of selected
genes involved in inflammation
and vascular dysfunction. Com-
parisons of gene expression af-
ter LPS 1 DI versus PBS 1 TI
(light gray) and LPS 1 TI versus
PBS 1 TI (dark gray) (A)
and their correlation with RT-
PCR validation assays (B). (C)
The ratio of angiopoietin-2 to
angiopoietin-1 array expression
level (mean and SEM) in each
group. LPS, LPS aspiration; qPCR,
quantitative PCR; TI, ventilation
with TIs only; Scube2, signal
peptide CUB domain epidermal
growth factor–like 2.
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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 1 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 1

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.

Figure 6. Fold changes in con-
centrations of various cytokines,
chemokines, and endothelium
markers in bronchoalveolar lavage
(A) and plasma (B) by multia-
nalyte assay for LPS 1 DI versus
PBS 1 TI (dark gray) and LPS 1

TI versus PBS 1 TI (light gray)
comparisons. *P , 0.05 (Mann-
Withney test after Kruskal-Wallis
test) as compared with PBS 1

TI; #P , 0.05 (Mann-Whitney
test after Kruskal-Wallis test) as
compared with LPS 1 TI. G-CSF,
granulocyte colony-stimulating
factor; GM-CSF, granulocyte/
macrophage colony–stimulating
factor; KC, keratinocyte-derived
cytokine; LIF, leukemia inhibitory
factor; M-CSF, macrophage
colony-stimulating factor; MCP,
monocyte chemoattractant pro-
tein; MIG, monokine induced by
interferon-g; MIP, macrophage
inflammatory protein; PAI, plas-
minogen activator inhibitor;
RANTES, regulated upon activa-
tion, normal T cell expressed and
secreted; sICAM, soluble inter-
cellular adhesion molecule;
sVCAM, soluble vascular cell ad-
hesion molecule; Th, T helper
cell; VEGF, vascular endothelial
growth factor.
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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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Discussion des m�thodes

La fr�quence de r�alisation de la man�uvre de recrutement �tait bas�e sur les travaux d'Allen, 

qui l'avait montr�e comme le meilleur compromis entre agression ventilatoire (VILI) et 

at�lectasie (140). La man�uvre de recrutement utilis�e consistait en l'insufflation d'un volume 

de 0,75 mL (environ 30 mL/kg) deux fois cons�cutivement toutes les minutes. Cette 

man�uvre �tait sinuso�dale, � objectif de volume (0,75 mL), sans pression maximale, sans 

plateau t�l�-inspiratoire. Quantit� d'autres man�uvres de recrutement ont �t� utilis�es, avec 

des variations sur chacun des param�tres mais sans diff�rence majeure quant � l'oxyg�nation 

ou la m�canique ventilatoire (283). 

Discussion des r�sultats

Nous avons observ� au cours de la p�riode de ventilation une d�gradation progressive de la 

m�canique ventilatoire, avec �l�vation des pressions des voies a�riennes, baisse de la 

compliance du syst�me respiratoire et alt�ration concordante des autres param�tres de 

m�canique ventilatoire (tissue damping, �lastance...), attribuables � des ph�nom�nes 

d'at�lectasie (140,142). Comme attendu, l'utilisation des man�uvres de recrutement pr�venait 

efficacement ce ph�nom�ne tant chez les animaux contr�les que chez les animaux expos�s au 

LPS.

Par ailleurs, nous avons montr� que l'exposition prolong� de la microvascularisation 

pulmonaire � un stress m�canique cyclique induisait l'induction d'une dysfonction 

endoth�liale pulmonaire. L'analyse transcriptomique montrait que les principaux m�canismes 

d�crits dans l'introduction pouvaient �tre impliqu�s, sans qu'il soit possible de d�terminer la 

part respective de chacun ou les m�canismes pr�dominants. 

L'analyse transcriptomique au niveau du ventricule droit montrait par ailleurs chez les 

animaux expos�s au LPS et aux man�uvres de recrutement la dysr�gulation de groupes de 
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g�nes impliqu�s dans l'inflammation, l'apoptose et l'architecture membranaire. Ces donn�es 

illustraient la r�ponse cardiaque transcriptionnelle � une HTP aigue, en accord avec des

donn�es ant�rieures montrant une intense r�ponse inflammatoire au niveau du myocarde 

ventriculaire droit dans un mod�le 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 l'h�modynamique droite dans un mod�le murin 

d'agression pulmonaire aigue

Voiriot G,  Razazi K,  Amsellem V,  Tran Van  Nhieu J,  Latiri M,  Herv� 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, m�thodes et r�sultats:

L'IL-6 est un m�diateur cl� de la r�ponse aigue inflammatoire. Cette cytokine pl�iotropique 

aux effets pro- et anti-inflammatoires (285), a suscit� l'int�r�t en tant que biomarqueur au 

cours du sepsis et d'autres affections aigues. Au cours de l'ARDS humain, les taux 

plasmatiques et broncho-alv�olaires ont �t� montr�s associ�s � une morbi-mortalit� accrue, et 

leur surveillance a m�me �t� propos�e pour guider une strat�gie ventilatoire protectrice 

(125,126). Au del� de cet int�r�t comme biomarqueur de s�v�rit�, des auteurs ont tent� de 

pr�ciser son r�le en tant qu'acteur de l'inflammation locale. De nombreux travaux ont ainsi 

explor� les effets de l'invalidation ou de l'hyperexpression de l'IL-6 dans divers mod�les 

d'agression pulmonaire aigue. Les r�sultats obtenus dans les mod�les septiques ou pseudo-

septiques soutenaient l'hypoth�se de propri�t�s anti-inflammatoires pr�dominantes, et 

protectrices du d�g�t parenchymateux et de l'�d�me pulmonaires (286�288). Xing incriminait 

le r�le immuno-mod�rateur jou� par l'IL-6 lors de la r�ponse aigue, incluant une r�gulation 

n�gative de chimiokines et cytokines pro-inflammatoires pr�coces (TNFa, MIP-2, GM-CSF) 

et une r�gulation positive de cytokines et m�diateurs anti-inflammatoires (IL-10, TNF-soluble 

r�cepteur, prot�ine antagoniste du r�cepteur � l'IL-1) (288). Xing soulignait � l'inverse les 

propri�t�s pro-inflammatoires pr�dominantes au cours de la r�ponse immune aux infections 
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chroniques ainsi qu'au cours des maladies inflammatoires chroniques (288). Mais des donn�es 

contradictoires existaient, et la discussion autour du r�le de l'IL-6 au cours de l'ARDS n'�tait 

pas �teinte (289). Deux points �taient � souligner: i) aucun des travaux ant�rieurement publi�s 

n'avait utilis� un mod�le murin proche du scenario humain, associant une agression pseudo-

septique � une ventilation protectrice, et ii) aucun de ses travaux n'avait explor� le versant 

endoth�lial de l'atteinte pulmonaire via l'�tude de la dysfonction vasculaire pulmonaire et sa 

participation �ventuelle aux diff�rences observ�es. Nous avons donc d�cid� d'examiner ce 

point et fait l'hypoth�se que la d�ficience en IL-6 �tait associ�e � une s�v�rit� accrue dans le 

mod�le two hit d�velopp�.

Notre objectif �tait de montrer cette s�v�rit� accrue et de rechercher la participation d'une 

dysfonction vasculaire pulmonaire. 

Des souris males adultes C57BL6J sauvages et d�ficientes en IL-6 �taient utilis�es, et 

recevaient ou non un traitement par IL-6 humaine recombinante (rHuIL-6). La ventilation 

durait 5 heures. La FiO2 �tait � 0,5. Les donn�es de m�canique ventilatoire et 

d'h�modynamique invasive �taient recueillies. L'inflammation, l'�d�me et le dommage 

parenchymateux pulmonaires �taient �tudi�s.

Dans un set d'exp�riences compl�mentaires, des souris sauvages, sans agression pulmonaire 

pr�alable, pr�alablement trait�es ou pas par rHuIL-6 ou rHuIL-6+L-NAME (inhibiteur de 

NOS), �taient anesth�si�es, intub�es, ventil�es (FiO2= 0,5) et �quip�es du cath�ter de mesure 

en continu de la pression systolique ventriculaire droite, puis apr�s une p�riode de 

stabilisation de 30 minutes, soumises � une s�rie de 4 challenges hypoxiques (FiO2= 0,08). 

Trois groupes �taient constitu�s (contr�le, rHuIL-6, rHuIL-6 + L-NAME)..

Nous avons pu �tablir que :
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- la d�ficience en IL-6 �tait associ�e � une inflammation et un �d�me pulmonaires 

major�s; le traitement par rHuIL-6 pr�venait partiellement ses anomalies, et limitait le 

d�g�t parenchymateux pulmonaire,

- la d�ficience en IL-6 �tait associ�e � une �l�vation des RPT, t�moignant d'une 

dysfonction vasculaire pulmonaire major�e, pr�venue par le traitement par rHuIL-6,

- un traitement par rHuIL-6 limitait la VPH, sauf en cas de co-traitement par L-NAME, 

sugg�rant un r�le des NOS dans la protection conf�r�e par l'IL-6 vis-�-vis de la 

dysfonction vasculaire pulmonaire. 

Notre travail supportait un r�le anti-inflammatoire pr�dominant de l'IL-6 au cours de l'ARDS 

et sugg�rait par ailleurs un effet protecteur vasculaire pulmonaire, qui pourrait impliquer au 

premier plan une r�gulation NOS-induite de la vasor�activit� 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 C57Bl6 wild-type (WT) and IL-6 knock-out (IL-6KO) 

mice, treated with recombinant human IL-6 (rHuIL-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 rHuIL-6, rHuIL-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 rHuIL-6 partially 

prevented this severity. In addition, rHuIL-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 rHuIL-6 treatment. Lastly, rHuIL-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 
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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 C57Bl/6 

and IL-6
-/-

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+rHuIL-6 (WT mice 

receiving rHuIL-6 injections) and IL-6KO+rHuIL-6 (IL-6KO mice receiving rHuIL-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 �g/kg of recombinant human IL-6 (rHuIL-6, PromoCell, Heidelberg, Germany) 

or vehicle (saline), then 2 �l/g of body weight volume instillate consisting of 2 �g/�l 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 
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tract. For the choice of rHuIL-6 concentration, we referred to previously published works 

using similar regimen of intravenous rHuIL-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 �g/g of body weight, Hospira, 

Meudon La For�t, 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 �L/g of body weight, a respiratory rate of 180/min, 3 cmH2O 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 �g/g 

of body weight, Organon, Puteaux, France) to ensure passive mechanical conditions. 

Mice received intraperitoneal warm fluid boluses (5% dextrose with 9 g/L NaCl) at the 

onset of the experiment (20 �L/g of body weight) and every hour (10 �L/g of body 

weight).

Respiratory mechanics
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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 �L 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 
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(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 � (TNF-�)], 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 5�m 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 
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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. rHuIL-6 (3�g/kg of body weight via retro-orbital intravenous injection) and the 

non-specific nitric oxide synthase (NOS) inhibitor N�-nitro-L-arginine methyl ester 

hydrochloride (L-NAME, 50 �g/g of body weight intraperitoneally, Sigma-Aldrich 

Chimie, Lyon, France), or vehicle (NaCl 9 g/L), were used. Briefly, wild-type C57Bl6 12-

14 weeks old mice weighing 25-30 g were randomly assigned to receive rHuIL-6 + L-

NAME, rHuIL-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.
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RESULTS

Lung mechanics

The ventilator settings allowed suitable minute ventilation, regarding the partial arterial 

CO2 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 rHuIL-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 rHuIL-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 TNF� and protein in 

the BAL fluid (p=0.096 and p=0.064 respectively). IL-6KO mice receiving rHuIL-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+rHuIL-6 mice. The rHuIL-6 treatment in WT mice mitigated leukocyte infiltration 

(p=0.045).

Hemodynamics



11

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 rHuIL-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 

rHuIL-6, rHuIL-6+L-NAME or vehicle, while measuring right ventricular systolic 

pressure (Figure 4). Mice receiving rHuIL-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 8�L/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-1� 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 rHuIL-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 rHuIL-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 rHuIL-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 rHuIL-

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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LIST OF ABBREVIATIONS

ALI: Acute Lung Injury

ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome

eNOS: Endothelial NO Synthase

HPV: Hypoxic Pulmonary Vasoconstriction

IL-6: Interleukin-6

IL-6KO: IL6 Knock-Out

iNOS: Inducible NO Synthase

L-NAME: N�-Nitro-L-Arginine Methyl Ester Hydrochloride

rHuIL-6: Recombinant Human IL-6

RVSP: Right Ventricular Systolic Pressure
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Respiratory mechanics during five hours (H0 to H5) 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 (rHuIL-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 cmH2O. The depicted nomenclature a, b, c, 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+rHuIL-6, WT vs. IL-6KO, WT vs. IL-6KO+rHuIL-6, 
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WT+rHuIL-6 vs. IL-6KO, WT+rHuIL-6 vs. IL-6KO+rHuIL-6 and IL-6KO vs. IL-

6KO+rHuIL-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. 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 vehicle . 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 (rHuIL-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.



27

Figure 4. Hemodynamic data obtained during hypoxic challenges. WT mice received 

either recombinant human interleukin-6 (rHuIL-6) or rHuIL-6 in association with the 

non-specific inhibitor of nitric oxide synthase N�-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 (rHuIL-6) or vehicle (saline) treatment in wild-type (WT) or IL-6 deficient mice (IL-6KO). 

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+rHuIL-6 and IL-6KO+rHuIL-6 respectively. 
a

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 m�thodes:

Le timing de traitement par rHuIL-6 (2 injections, la premi�re en m�me temps que l'inhalation 

de LPS, la deuxi�me 18 heures plus tard au moment de l'intubation) et la dose inject�e (3 

�g/kg � chaque injection) n'ont pas fait l'objet d'exp�rimentations pr�liminaires 

pharmacocin�tiques de type dose-r�ponse et temps-r�ponse, mais ont �t� choisis sur la base de 

travaux ant�rieurement publi�s (290,291).

Le protocole exp�rimental ne pr�voyait pas de groupe contr�le ou double contr�le n�gatif, 

c'est-�-dire non soumis au LPS voire sans VM, de sorte que les animaux des 4 groupes 

constitu�s �taient soumis au two hit du mod�le. Ces groupes contr�le aurait permis de v�rifier: 

i) le ph�notype basal des animaux IL-6, et ii) la validit� du mod�le d'ARDS utilis�, en terme 

notamment d'inflammation et de d�g�t parenchymateux pulmonaires. Cependant, nous 

n'avons pas souhait� compliquer le protocole exp�rimental et multiplier le nombre de groupes, 

jugeant que i) le ph�notype basal des souris IL-6 avait �t� largement d�crit quant � 

l'inflammation, l'h�modynamique et la m�canique ventilatoire (292,293), sans mise en 

�vidence de particularit� ph�notypique, et ii) notre mod�le avait �t� pr�alablement d�crit et sa 

validit� d�montr�e dans le premier travail de cette th�se.

Les souris utilis�es pour les exp�riences d'hypoxie aigue n'�taient pas pr�alablement expos�es 

au LPS. Cela pouvait limiter la compr�hension des r�sultats obtenus et la formulation 

d'hypoth�se m�canistique quant aux donn�es h�modynamiques obtenues chez les animaux 

agress�s-ventil�s. Ce choix a �t� dict� par des difficult�s techniques, puisque lors 

d'exp�riences pr�liminaires, nous avons observ� un mortalit� importante avec des souris 

pr�alablement expos�es au LPS et soumises ensuite aux challenges hypoxiques cons�cutifs.

Discussion des r�sultats



67

Dans le mod�le utilis�, nous avons mis en �vidence que la d�ficience en IL-6 �tait associ�e � 

une gravit� accrue, marqu�e au niveau pulmonaire par une m�canique d�grad�e et une 

augmentation de l'alv�olite, de l'�d�me, des cytokines pro-inflammatoires TNF� et MIP-2 et 

du dommage parenchymateux. Le traitement par rHuIL-6 limitait partiellement ces anomalies. 

Nous ne pouvions exclure qu'une administration � posologie sup�rieure aurait pu totalement 

pr�venir ces diff�rences. Seule la m�canique ventilatoire n'�tait pas am�lior�e par le 

traitement rHuIL-6. L'explication pouvait r�sider dans le caract�re plurifactoriel de ce 

param�tre fonctionnel, reflet global des l�sions tant parenchymateuses pulmonaires que 

pari�tales. Le traitement des souris sauvages par rHuIL-6 n'�tait associ� � aucune diff�rence. 

Pour expliquer cela, nous supposions la dose d'IL-6 exog�ne administr�e futile en 

comparaison � la lib�ration endog�ne.

Nous avons observ� chez les souris d�ficientes en IL-6 une franche augmentation des RPT. 

Cette HTP n'�tait pas explicable par des pressions des voies a�riennes plus �lev�es. D'autres 

m�canismes impliqu�s dans l'augmentation des RPT au cours de l'ARDS �taient candidats, 

notamment les occlusions microvasculaires et l'�d�me interstitiel. En effet, nous observions 

chez les animaux d�ficients en IL-6 des l�sions d'ARDS globalement plus s�v�re pour chacun 

des items du score histologique. Mais le traitement de ces animaux par rHuIL-6 nous a fait 

envisager un autre m�canisme. En effet, nous avons constat� que si le traitement par rHuIL-6 

limitait partiellement la majoration de l'inflammation et des l�sions pulmonaires, il pr�venait 

totalement la dysfonction vasculaire pulmonaire. Nous avons donc suppos� que la d�ficience 

en IL-6 �tait responsable d'une anomalie de la vasor�activit� pulmonaire, et nous avons 

incrimin� une dysr�gulation des NOS sur les donn�es de la litt�rature. En effet, l'IL-6 exerce 

des effets h�modynamiques syst�miques NO-d�pendants, impliquant c�ur et vaisseaux. 

L'administration syst�mique d'IL-6 chez le rat a �t� montr�e responsable d'une hypotension 

art�rielle aigue transitoire dose-d�pendante. In vitro, l'exposition du muscle papillaire de 
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hamster (272) ou des cardiomyocytes (294) � l'IL-6 diminuait la contractilit�. L'effet inotrope 

n�gatif pouvait �tre attribuable � une r�gulation positive des eNOS et iNOS (295,296). 

D'autres donn�es sugg�raient un r�le conjoint de l'IL-6 et de l'IL-1� dans la vasodilation 

NOS-d�pendante au cours du sepsis (297). Nous avons alors explor� cette voie. Ne disposant 

pas d'outil d'�tude ex vivo de la vasomotricit� pulmonaire de type poumon isol�-perfus� par 

exemple, nous avons �tudi� in vivo la vasoconstriction pulmonaire hypoxique, qui est r�gul�e 

n�gativement par les NOS (298) via la prot�ine kinase G et l'augmentation du calcium 

cytosolique dans les CMLAP. Les donn�es obtenues supportent notre hypoth�se. La 

d�ficience en IL-6 induit une dysfonction vasculaire pulmonaire attribuable, au moins 

partiellement, � un m�canisme vasomoteur m�di� par les NOS.
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3. L'�ge avanc� est associ� � une gravit� accrue dans un mod�le 

murin de syndrome de d�tresse 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, m�thodes et r�sultats:

L'�ge avanc� a �t� r�cemment �t� identifi� dans une m�ta-analyse comme l'unique facteur 

clinique ind�pendant associ� � la mortalit� au cours de l'ARDS (69). Cette gravit� �ge-

d�pendante a �t� confirm�e et ses d�terminants explor�s dans plusieurs travaux 

exp�rimentaux utilisant des mod�les murins d'ARDS. Ces �tudes sugg�raient une 

inflammation et une dysfonction vasculaire syst�mique accrues chez les animaux �g�s, � 

l'origine d'un pronostic d�grad� (299�301). Cependant, nous identifiions 3 limites principales 

� ces travaux. D'abord, aucun n'avait utilis� un mod�le murin two hit associant une agression 

septique ou pseudo-septique � une VM protectrice. Ensuite, aucun n'avait �tudi� l'impact du 

vieillissement pulmonaire et des modifications associ�es de l'ultrastructure parenchymateuse 

sur l'�volution de la m�canique ventilatoire au cours de la VM. Enfin, aucun n'avait �tudi� 

l'existence �ventuelle d'une dysfonction vasculaire pulmonaire �ge-d�pendante participant � la 

gravit�, alors qu'une dysfonction vasculaire syst�mique �tait identifi�e par Nin et coll. (299). 

Nous avons fait l'hypoth�se de l'existence d'une dysfonction vasculaire pulmonaire �ge-

d�pendante participant � la gravit� accrue des sujets �g�s au cours de l'ARDS. 

Nos objectifs �taient de montrer une gravit� accrue des souris �g�s expos�es au mod�le 

d'agression two hit d�velopp� en terme m�canique ventilatoire d'une part et d'inflammation, 
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�d�me et dommage parenchymateux d'autre part et de rechercher une �l�vation des RPT 

t�moignant d'une dysfonction vasculaire pulmonaire.

Des souris males C57BL6 sauvages �g�es de 10 � 12 semaines (jeunes) et 52 � 53 semaines 

(matures) �taient utilis�es. Quatre groupes �taient constitu�s selon l'exposition pr�alable ou 

non au LPS. La dose de LPS �tait r�duite � 3�g/g de poids corporel et la dur�e de VM � 3 

heures, � cause d'exp�riences pr�liminaires ayant montr� une mortalit� des souris matures 

avec 4�g/g et 5 heures. Le Vt chez les souris matures �tait r�gl� sur le poids r�el, apr�s avoir 

v�rifi� la conservation du rapport poids des poumons/poids corporel avec l'�ge sur quelques 

animaux (299). Le reste des explorations physiologiques et des �tudes sur pr�l�vements 

biologiques �tait comparable au travail pr�c�dent, en dehors du dosage d'IL-6 dans le plasma 

et des dosages d'angiopoi�tine II et de s-RAGE dans le liquide de LBA.

Nous avons pu �tablir que:

- l'�ge �tait associ� � une susceptibilit� accrue � la VM en terme de m�canique 

ventilatoire,

- l'�ge �tait associ� � une susceptibilit� accrue � la double agression LPS-VM, marqu�e 

par une m�canique ventilatoire d�grad�e, une inflammation syst�mique (IL-6) et 

pulmonaire (alv�olite, IL-6, TNFa, MIP-2) et une fuite alv�olocapillaire (dosage 

prot�ique total dans le LBA, �d�me pulmonaire) major�es, 

- l'�ge �tait associ� � une expression pulmonaire accrue d'angiopoi�tine 2, biomarqueur 

de dysfonction endoth�liale pulmonaire, sans pour autant d'�l�vation des RPT.

Ce travail a confirm� une gravit� accrue �ge-d�pendante au cours de l'ARDS, sans clairement 

identifier la participation d'une dysfonction vasculaire pulmonaire major�e. 
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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, OPBS mice had higher respiratory system compliance than YPBS 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, TNF� and MIP-2

concentrations in BAL fluid), plasma inflammation (as assessed by Il-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 OLPS mice as compared to YLPS 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.
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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: i) 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 C57Bl6 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 
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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 �l/g of body weight volume instillate consisting of 2 �g/�l 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 �g/g of body weight, Hospira, Meudon La For�t, 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
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volume of 8 �L/g of body weight, a respiratory rate of 180/min, an end-expiratory pressure of 

3 cmH2O, 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 �g/g of body 

weight, Organon, Puteaux, France) to ensure passive mechanical conditions. Mice received 

intraperitoneal warm fluid boluses (5% dextrose with 9 g/L NaCl) at the onset of the 

experiment (20 �L/g of body weight) and every hour (10 �L/g of body weight).

Experimental design

The experimental design included four groups: young adult mice exposed to 

lipopolysaccharide aspiration (YLPS), young adult mice exposed to control saline aspiration 

(YC), mature old mice exposed to LPS aspiration (OLPS) 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 

cmH2O to establish a standard volume history. Respiratory system dynamic compliance and 

elastance (Cdyn and Edyn) 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 
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system quasi-static compliance (Cqst) 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 �L 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
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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 � 

(TNF-�), 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 �m 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 
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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 [1st 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 
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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 YC, 263 [258-293] for YLPS, 345 [265-381] for OC, 300 [267-335] for 

OLPS, 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, TNF�

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 OLPS (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
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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 OC 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 
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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+MV. 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 OLPS

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

TNF�: Tumor Necrosis Factor-�
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.

A. B.

C. D.

Figure 1. Respiratory mechanics during three hours (H0 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, YLPS, OC and OLPS; four comparisons: YC vs.

OC, YLPS vs. OLPS, YC vs. YLPS and OC vs. OLPS). 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 H0 

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, c and d denote Benjamini-Hochberg corrected p value<0.05 for 

Mann-Whitney pairwise comparison (after Kruskal Wallis test), respectively YC vs. OC, YLPS

vs. OLPS, YC vs. YLPS and OC vs. OLPS. 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.

A.

B.

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, YLPS, OC and OLPS; four 

comparisons: YC vs. OC, YLPS vs. OLPS, YC vs. YLPS and OC vs. OLPS). 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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Figure 3.

A.

B.

C. D.

Figure 3. Lung inflammation 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) 
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mice (four groups: YC, YLPS, OC and OLPS; four comparisons: YC vs. OC, YLPS vs. OLPS, YC vs.

YLPS and OC vs. OLPS). 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-� 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.

A. B.

C.

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: YC, YLPS, OC and OLPS; four comparisons: YC vs.

OC, YLPS vs. OLPS, YC vs. YLPS and OC vs. OLPS). 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 



26

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.

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: YC, YLPS, OC and OLPS; four comparisons: 

YC vs. OC, YLPS vs. OLPS, YC vs. YLPS and OC vs. OLPS). 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: YC, YLPS, OC and OLPS; four 

comparisons: YC vs. OC, YLPS vs. OLPS, YC vs. YLPS and OC vs. OLPS).

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, YLPS and OC respectively. N= 6 to 8 animals per group
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Discussion des m�thodes

Dans ce travail, nous avons utilis� des souris jeunes et matures, respectivement 10-12 

semaines et 52-53 semaines. Dans les travaux ant�rieurs ayant examin� l'impact de l'�ge sur la 

gravit� dans des mod�les murins d'ARDS ou de sepsis, les animaux vieux avaient 20 � 24 

mois (300,302,303). Dans un autre travail, Turnbull a utilis� des souris jeunes (4 mois), 

matures (12 mois) et vieilles (24 mois) dans un mod�le de ponction ligature caecale et montr� 

une mortalit� crescendo avec l'�ge (304). Nous souhaitions donc utiliser des souris �g�es de 

24 mois, mais des exp�riences pr�liminaires ont montr� une mortalit� �lev�e, faisant pr�f�rer 

des animaux de 12 mois, dits matures.

Discussion des r�sultats:

Au d�but de la VM, lors du branchement au ventilateur, les premi�res mesures de m�canique 

ventilatoire identifiaient des propri�t�s �lastiques diff�rentes entre les souris jeunes et 

matures. Ces derni�res avaient en effet une compliance du syst�me respiratoire plus �lev�e. 

Sans pouvoir exclure des changements structuraux de la paroi thoracique li�s � l'�ge, le 

vieillissement pulmonaire �tait l'explication privil�gi�e. Des donn�es d�j� anciennes l'ont 

illustr� chez l'humain (305�308) et la souris (309�313) et l'ont attribu� � des modifications 

structurales et fonctionnelles de la matrice extracellulaire. Chez la souris C57BL6, la 

rar�faction des fibres �lastiques est un �v�nement pr�coce du remodelage pulmonaire li� � 

l'�ge, survenant surtout avant 20 mois et correspondant � l'augmentation de la compliance, 

tandis que l'augmentation du collag�ne est plus tardive, survenant surtout apr�s 20 mois et 

correspondant � l'augmentation des r�sistances des voies a�riennes (312). Ces modifications 

�ge-d�pendantes du tissu de soutien pulmonaire pouvaient �tre impliqu�es dans les 

diff�rences observ�es entre souris jeunes et matures non pr�alablement expos�es au LPS.
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Nous avons identifi� une vuln�rabilit� �ge-d�pendante � la double agression LPS-MV. Les 

marqueurs de la r�ponse inflammatoire locor�gionale (IL-6, MIP-2, TNF�) et syst�mique (IL-

6) �taient augment�s chez les souris matures, en concordance avec les travaux ant�rieurs dans 

d'autres mod�les d'agression (299�301). Une inflammation �ge-d�pendante avait aussi �t� 

montr�e chez l'humain sain expos� au LPS syst�mique (314). La fuite alv�olocapillaire 

augment�e chez les souris matures sugg�rait une dysfonction endoth�liale pulmonaire, en 

concordance avec une angiopoi�tine 2 �lev�e. Ce facteur de croissance angiog�nique, aussi 

exprim� chez l'humain, a �t� montr� participant � la l�sion de la membrane alv�olocapillaire 

(315) et promoteur de la fuite liquidienne (316) au cours de la r�ponse aigue inflammatoire. 

En plus de l'inflammation major�e, plusieurs facteurs pouvaient �tre impliqu�s dans cette 

dysfonction endoth�liale pulmonaire �ge-d�pendante. D'abord, un stress oxydant major� et 

une r�gulation n�gative de la superoxyde dismutase ont �t� d�crits chez des souris �g�es 

soumises au LPS syst�mique (317). Par ailleurs, une susceptibilit� �ge-d�pendante des 

cellules microvasculaires endoth�liales murines au stress oxydant et au dommage cellulaire 

induits par les m�diateurs inflammatoires syst�miques de patients septiques a �t� mise en 

�vidence (318). Ensuite une augmentation de la perm�abilit� alv�olaire aux particules fines a 

�t� montr�e chez des souris �g�es, sugg�rant un vieillissement de la barri�re alv�olocapillaire 

(319). Enfin un transport hydrique pulmonaire alt�r� a �t� identifi� chez la souris �g�e, 

attribu� � une r�gulation n�gative des aquaporines 1 et 5 (320).

En d�pit des arguments biologiques et histologiques sugg�rant une atteinte endoth�liale 

pulmonaire augment�e chez le souris matures, nous n'avons pas observ�e d'�l�vation �ge-

d�pendante des RPT. Mais la dysfonction vasculaire pulmonaire de l'ARDS est 

plurifactorielle, impliquant l'hyperperm�abilit� endoth�liale mais aussi les occlusions 

microvasculaires, une dysr�gulation des agents vasomoteurs ou encore le remodelage 
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vasculaire, et l'ensemble de ces ph�nom�nes n'�tait peut-�tre pas assez exacerb� pour induire 

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

Nous avons d�velopp� et utilis� un mod�le murin d'ARDS two hit, incluant une VM 

protectrice et des exploration physiologiques respiratoires et h�modynamiques. L'objectif �tait 

de disposer d'un outil induisant une dysfonction vasculaire pulmonaire, permettant de 

l'�valuer et d'en �tudier les causes. Le param�tre d'�valuation global de la dysfonction 

vasculaire pulmonaire �tait les RPT. Deux limites affectaient le choix de ce param�tre 

h�modynamique. Premi�rement, il n'�tait pas calcul� � partir de la PAP mais de la PSVD, 

comme dans d'autres travaux ant�rieurs relatifs � l'HTP aigue chez la souris (321). En effet, la 

PAP est difficilement mesurable chez la souris sauf � disposer d'un cath�ter tr�s sp�cifique 

(322). Deuxi�mement, l'utilisation des RVP eut �t� pr�f�rable, afin d'�viter la confusion d'une 

�ventuelle composante d'HTP post-capillaire, mais la PAPO n'est pas accessible chez la 

souris. Nous avons tent� de pallier � ces limitations en mesurant le d�bit cardiaque. Puisqu'il 

�tait globalement comparable entre les groupes dans les deuxi�me et troisi�me travaux, nous 

avons estim� la probabilit� d'une composante cardiaque gauche faible. Il aurait �t� int�ressant 

de mesurer en continu la pression art�rielle syst�mique mais ce monitoring aurait rendu le 

mod�le tr�s instable.

Le premier travail a �tudi� l'impact de man�uvres de recrutement alv�olaire, une technique de 

ventilation non utilis�e en pratique clinique courante mais jouissant d'un int�r�t croissant. Une 

augmentation des RPT �taient not�es chez les souris expos�es � la technique. Une approche 

globale transcriptomique a �t� choisie, car elle permettait d'explorer sans a priori les 

diff�rentes voies m�taboliques et cellulaires impliqu�es dans les m�canismes de thrombose, 

remodelage, vasomotricit� et hyperperm�abilit� endoth�liale. Cette approche a ainsi confirm� 

le caract�re plurifactoriel de la dysfonction vasculaire pulmonaire de l'ARDS. Nos donn�es 

sugg�raient des effets vasculaires d�l�t�res des man�uvres de recrutement, alors que le 
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b�n�fice en terme de m�canique ventilatoire �tait clair, et conforme aux travaux ant�rieurs. 

Des donn�es r�centes tendaient � confirmer nos observations. Dans un mod�le murin utilisant 

le LPS inhal� ou syst�mique suivie d'une VM protectrice, 3 types de man�uvres de 

recrutement �taient test�es. Deux d'entre elles �taient associ�es � une expression accrue de 

vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, compatible avec une dysfonction endoth�liale 

pulmonaire (283), sans mesure cependant associ�e de la pression ventriculaire droite.

Dans notre second travail, nous avons �tudi� l'IL-6, un m�diateur cl� de la r�ponse aigue 

inflammatoire. Nous avons illustr� le paradoxe d'une cytokine � la fois biomarqueur p�joratif 

et acteur protecteur au cours de l'ARDS (289). Nous avons montr� que la d�ficience en IL-6 

�tait associ�e � une gravit� accrue de l'atteinte pulmonaire, partiellement pr�venue par un 

traitement par rHuIL-6. Nous avons montr� aussi chez les souris d�ficientes des RPT �lev�es, 

au moins partiellement attribuables � une d�r�gulation de la vasomotricit� pulmonaire 

impliquant les NOS. Une voie d'int�r�t compl�mentaire dans la th�matique IL-6 concerne le 

r�le du r�cepteur soluble � l'IL-6 (sIL-6R). Essentiellement lib�r� par clivage du r�cepteur 

membranaire de l'IL-6, il fixe l'IL-6 circulante, permettant la stimulation de diff�rents types 

cellulaires d�pourvus du r�cepteur membranaire via la voie de signalisation intracellulaire 

GP130/JAK-1/STAT1-3 impliqu�e dans l'hom�ostasie cellulaire (323). Ses effets 

immunomodulateurs et antioxydants ont �t� montr�s b�n�fiques dans des mod�les d'agression 

aigue (324,325). Il a �t� montr� dans un mod�le d'inflammation des tissus sous-cutan�s que la 

lib�ration locale de sIL-6R, essentiellement par les PNN recrut�s au site de l'inflammation, 

stimulait la s�cr�tion de la chemokine MCP-1 attractante des macrophages par les cellules 

endoth�liales, induisant un switch PNN-macrophages engageant la r�solution du processus 

infectieux (326). L'exploration du r�le de la voie IL-6/sIL-6R au cours de l'agression 

pulmonaire aigue est donc d'int�r�t et pourrait s'inscrire dans la continuit� de ce travail.
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Notre troisi�me travail n'a pas identifi� d'HTP chez les souris d'�ge mature en comparaison 

aux souris adultes jeunes soumises au mod�le d'ARDS. N�anmoins, des signes de souffrance 

endoth�liale ont �t� constat�s, incluant une fuite alv�olocapillaire et un taux pulmonaire 

d'angiopoi�tine II accrus. La question de la s�nescence pourrait �tre explor�e. Ce ph�nom�ne 

consiste en un arr�t permanent de la r�plication cellulaire associ� � des modifications 

ph�notypiques caract�ris�es par une instabilit� g�nomique, la perte de certaine fonctions 

cellulaires sp�cialis�es et une alt�ration de l'expression de multiples g�nes codant pour des 

facteurs de croissance, des prot�ases ou encore des prot�ines extracellulaires. La s�nescence 

survient apr�s un certain nombre de divisions cellulaires et le raccourcissement progressif des 

t�lom�res (s�nescence r�plicative) ou est induite par l'exposition � un facteur de stress 

(s�nescence pr�matur�e). La s�nescence cellulaire a d�j� �t� explor�e dans les maladies 

pulmonaires. Ainsi un raccourcissement anormal des t�lom�res, associ� � des mutations des 

g�nes des t�lom�rases, a �t� d�crit dans des cas sporadiques ou familiaux de fibrose 

pulmonaire idiopathiques (327). Au cours de l'ARDS, l'intensit� de la r�ponse inflammatoire 

et du stress oxydatif pourrait favoriser une telle s�nescence pr�matur�e, m�me sur une p�riode 

courte. Ce vieillissement cellulaire acc�l�r� pourrait alors amplifier la r�ponse inflammatoire 

et perturber les m�canismes de r�paration alv�olaire. Il est possible aussi que la s�nescence 

r�plicative associ�e au vieillissement, en perturbant les m�canismes de r�paration alv�olaire, 

participe au pronostic d�grad� chez les patients ARDS et � la gravit� accrue des souris d'�ge 

mature dans notre travail. L'�tude des marqueurs de s�nescence pr�matur�e chez les animaux 

agress�s et l'utilisation de souris transg�niques TERT -/- d�pourvues d'activit� t�lom�rase, 

pr�sentant une s�nescence r�plicative acc�l�r�e, pourraient permettre d'explorer ces points. 
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Conclusion

La dysfonction vasculaire pulmonaire est une composante importante de l'ARDS et participe

au mauvais pronostic. Son �tude, notamment exp�rimentale, constitue donc un axe de 

recherche important. Elle est possible chez le petit animal, dans un mod�le cliniquement 

relevant, induisant une HTP aigue et offrant les outils d'exploration physiologique permettant 

de la quantifier. Les m�canismes physiopathologiques mis en jeu, qui affectent surtout 

l'endoth�lium pulmonaire, sont complexes et intriqu�s. L'analyse transcriptomique montrait 

ainsi des ph�nom�nes d'hyperperm�abilit�, de thrombose microvasculaire et de dysr�gulation 

de la vasomotricit� pulmonaire. Les facteurs d�terminants de la dysfonction vasculaire 

pulmonaire, encore largement m�connus, seraient relatifs � l'agent agressant, � la r�ponse de 

l'h�te et au support ventilatoire. Nous avons ainsi illustr� les effets d'une r�action 

inflammatoire dysr�gul�e par la d�ficience d'une cytokine r�gulatrice. Nous avons aussi 

montr� l'impact potentiellement d�l�t�re de certaines modalit�s ventilatoires. D'autres 

d�terminants ou facteurs favorisants restent � explorer. Cela pourrait permettre d'avancer 

davantage dans la compr�hension de la composante l�sionnelle vasculaire pulmonaire de 

l'ARDS, de guider ou de personnaliser les modalit�s d'utilisation du support ventilatoire, et 

d'envisager d'�ventuelles th�rapeutiques m�dicamenteuses ciblant l'endoth�lium pulmonaire.



78

ANNEXES

ANNEXE 1: 

Liste des travaux non inclus dans cette th�se, auxquels j'ai particip� et qui ont donn� lieu � 

publication ou � pr�sentation: 

- Herv� 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 Cav1.2 and Cav3.2. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2013 Jul 

15;305(2):L154-64.
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ANNEXE 2

R�sum� de la pr�sentation 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-6

-/-
) male adult mice were submitted to an aspiration of 

Escherichia coli lipopolysacharide (LPS) or PBS at time H0. At H18, mice were intubated and started 
mechanical ventilation (MV, tidal volume 8 ml/kg; positive end-expiratory pressure 3 cm H2O, 

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 H0 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

R�sum� de la pr�sentation 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 H2O). 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 = YPBS, PBS old mice 

= OPBS, LPS young mice = YLPS and LPS old mice = OLPS). Continuous data were expressed as 

median. 

Results
At baseline, when starting MV, OPBS mice had a higher respiratory system compliance (�L/cmH2O) 

than YPBS mice, respectively 126 vs. 77 (p<0.001). LPS exposure dramatically altered this baseline 

compliance in old mice (OLPS vs. OPBS, respectively 106 vs. 126, p=0.001), but not in young mice (YLPS

vs. YPBS, 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 OLPS, -61% in OPBS, -62% in YLPS and -53% in YPBS, 

p<0.001). The total cell count of BAL fluid (cell/�L) were higher in OLPS group as compared to YLPS

group, respectively 5500 vs. 2800 (p<0.001). The alveolocapillary leak, quantified by the total protein 
concentration of BAL fluid (�g/mL; 777 in OLPS, 197 in OPBS, 246 in YLPS and 155 in YPBS, p<0.001) 

and by a histological score of lung edema (arbitrary units; 6.0 in OLPS, 2.5 in OPBS, 3.0 in YLPS and 2.0 

in YPBS, p=0.035), was also higher in OLPS group as compared to YLPS group. Concerning 
hemodynamics, pulmonary vascular resistances were similar in YLPS and OLPS 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

R�sum� de pr�sentation en session poster (ATS meeting 2013):

Ce travail a �t� r�alis� dans le laboratoire du Pr Jason Yuan, University of Illinois at Chicago, 

Chicago au cours de l'ann�e 2011-2012. L'objectif du travail �tait d'�tudier l'impact d'une VM 

� PEP �lev�e sur la vasor�activit� pulmonaire chez des souris adultes jeunes saines.

High PEEP mechanical ventilation enhances pulmonary vasoconstriction induced by Ca
2+

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
2+

channels in 

pulmonary arterial smooth muscle cells.

Methods
In perfused/ventilated lungs isolated from C57/BL6 mice having previously undergone for 2 hours i) 

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

2+
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% O2)-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 A2 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 CaV1.1 (a L-type VDCC) and CaV3.2 (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 d�terminants de la dysfonction vasculaire pulmonaire au cours du syndrome de d�tresse 

respiratoire aigue.

La physiopathologie du syndrome de d�tresse respiratoire aigue (Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS) 

inclut une dysfonction vasculaire pulmonaire, r�sultant de ph�nom�nes de thrombose, hyperperm�abilit� 

endoth�liale, dysr�gulation de la vasomotricit� et remodelage. La ventilation en pression positive est un facteur 

aggravant. Il en r�sulte une augmentation des r�sistances vasculaires pulmonaires, � l'origine d'une hypertension 

pulmonaire et � risque de c�ur pulmonaire aigu, associ�s � un pronostic p�joratif au cours de l'ARDS. Mais les 

d�terminants de cette dysfonction vasculaire pulmonaire demeurent largement m�connus. Un mod�le murin 

d'agression pulmonaire aigue two hit a �t� d�velopp�, associant une instillation orotrach�ale de 

lipopolysaccharide bact�rien � une ventilation m�canique protectrice, avec explorations physiologiques 

respiratoires et h�modynamiques invasives. Trois d�terminants potentiels de la dysfonction vasculaire 
pulmonaire ont �t� �tudi�s. Dans le premier travail, nous avons �tabli que l'utilisation de man�uvres de 

recrutement alv�olaire, consistant en l'application transitoire et r�p�t�e de hauts niveaux de pression positive, 

limitait la d�gradation de la m�canique ventilatoire mais induisait une hypertension pulmonaire. Une analyse 

transcriptomique pulmonaire a montr� une dysr�gulation d'un grand nombre de g�nes impliqu�s dans les 

principales fonctions endoth�liales. Dans le deuxi�me travail, une d�ficience en interleukine-6 a �t� montr�e 

associ�e � une inflammation et un �d�me pulmonaires major�s. Une �l�vation des r�sistances pulmonaires

totales �tait aussi observ�e, pr�venue par l'injection d'interleukine-6 recombinante et au moins partiellement 

attribuable � une dysr�gulation de la vasomotricit� pulmonaire impliquant la voie des nitric oxide synthases.

Dans le troisi�me travail, nous avons compar� des souris adultes jeunes et d'�ge mature et illustr� une gravit� 

�ge-d�pendante, caract�ris�e par une inflammation syst�mique et pulmonaire et une fuite alv�olocapillaire 

accrues, ainsi qu'un dosage bronchoalv�olaire d'angiopoi�tine 2 �lev�, sugg�rant une atteinte endoth�liale s�v�re. 
Nos r�sultats pourraient contribuer � l'identification de nouvelles voies th�rapeutiques ciblant la 

microvascularisation pulmonaire au cours de l'ARDS.

Mots cl�s: syndrome de d�tresse respiratoire aigue, ventilation m�canique, hypertension pulmonaire, dysfonction 

vasculaire pulmonaire, vieillissement, interleukine-6, man�uvre 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.


