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"Plus grand est l'obstacle et plus grande est la gloire de le surmonter.”

Moliere

" La vie est un mystere qu'il faut vivre, et non un probléme a résoudre.”

Gandhi
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Nonobstant d’'immenses progres accomplis depuis des décennies dans la prise en
charge des patients soumis a la ventilation mécanique (VM), les pneumonies acquises
sous ventilation mécanique (PAVM) continuent de compliquer le séjour en réanimation
de pres de 28% des patients recevant une assistance respiratoire invasive prolongée.
Parmi les malades des unités de soins intensifs, le risque de développer une pneumonie
est de 3 a 10 fois supérieur chez les intubés sous ventilation. Elle reste cependant bien
souvent le seul moyen de venir en aide aux patients souffrant de graves détresses
respiratoires. Il a maintenant été clairement démontré que la ventilation mécanique, en
particulier lorsqu’elle est mise en place selon des stratégies dites aggressives, active les
cellules pulmonaires conduisant alors a une réponse pro-inflammatoire méme en
I'absence de pathogéne. Ce phénomeéne est connu sous le terme de biotrauma, et serait
responsable en partie des Iésions induites sur le poumon par la ventilation mécanique
(VILI de I'anglais ventilator-induced lung injury). En quelques sortes, la ventilation
mécanique prépare les cellules épithéliales pulmonaires a répondre massivement a une
seconde aggression pro-inflammatoire par la libération de grandes quantités de
cytokines (comme I'lL-8 notamment), accentuant alors les Iésions du tissu pulmonaire
essentiellement par le recrutement de polynucléaires neutrophiles attirés par la
sécrétion massive d’'IL-8. L'immunité innée joue donc un réle tres important dans le
développement du VILI. L'implication des Toll Like Récepteurs (TLRs) a été suggérée par
plusieurs études expérimentales. Par ailleurs, la ventilation en décubitus ventral a été
décrite pour avoir des effets bénéfiques sur les patients ventilés souffrant de graves
Iésions pulmonaires particulierement chez ceux souffrant du syndrome de détresse

respiratoire aigué (SDRA).
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Notre équipe s’est particulierement interessée au TLR2, qui reconnait les bactéries a
Gram-positif, car elle a montré dans des études précédentes in vitro que I'étirement
cyclique de cellules pulmonaires humaines augmentait principalement I'expression de
TLR2 ainsi que la réactivité de cellules pulmonaires a des composants de la paroi de
bactéries a Gram positif. Ces données ont par la suite été confirmées dans un modele in

vivo de lapins ventilés dont la réponse immune innée était stimulée par du Pam3CSKj.

Dans un premier projet, nous avons évalué I'impact d’une ventilation mécanique en
décubitus ventral chez des lapins avec pneumonie unilatérale a Enterobacter aerogenes
soumis a la ventilation mécanique. Nos résultats montrent que le décubitus ventral peut
étre protecteur si I’h6te est soumis a la ventilation mécanique dans le contexte d’une

pneumonie bactérienne unilatérale.

Pour vérifier la pertinence de nos hypothéses sur le TLR2 dans notre modéle animal de
pneumonie acquise sous ventilation mécanique, nous avons mené des expériences avec
des bactéries vivantes reconnues par le TLR2 (une souche de Staphylococcus aureus
résistante a la methicilline SARM). Notre étude met en évidence qu’une ventilation
mécanique modérément agressive impacte sur la clairance bactérienne pulmonaire en
la diminuant, aggrave les lésions sur le tissu pulmonaire et favorise une réponse
inflammatoire systémique. La surexpression du TLR2 tant au niveau pulmonaire que

systémique pourrait expliquer ces résultats.

Le troisieme projet s’est attaché a évaluer I'impact d’une thérapie aux statines dans le
contexte d’'une pneumonie acquise sous ventilation mécanique a SARM, conjointement
traitée par le linezolide, dans notre modele animal de lapins ventilés. Nos résultats
suggerent qu’une pré-exposition aux statines pourrait avoir un effet anti-inflammatoire
au niveau pulmonaire et systémique dans ce modeéle, qui pourrait passer par une
régulation négative de I'expressioin de TLR2, contre-balangant les effets de I'étirement

cycligue. Néanmoins, malgré I'amélioration de la clairance bactérienne pulmonaire par
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le linezolide, la diminution de la réponse inflammatoire systémique de I’hote par les
statines pourrait empécher une défense efficace dans ce compartiment face aux SARM.
Ces améliorations pourraient en partie étre dues a une amélioration des défenses
antibactériennes et de la mécanique pulmonaire atténuant alors le surcroit

d’inflammation.

Dans le dernier projet , nous avons testé, en collaboration avec le laboratoire du Pr
Pugin (Université de Geneve), dans quelle mesure les alarmines mitochondriales étaient
libérées pendant le VILI et si elles géneraient de I'inflammation dans le compartiment
pulmonaire. Les résultats confirment notre hypothése et montrent qu’effectivement les
alarmines sont libérées pendant I'étirement cyclique de cellules épithéliales humaines.
Elles sont également retrouvées dans les liquides de lavage bronchoalvéolaires de lapins
soumis a une ventilation aggressive, de méme que chez des patients atteints de SDRA.
Ces alarmines stimulent la production d’IL-1B8 active par les cellules pulmonaires, et
pourraient étre les médiateurs endogenes du VILI et SDRA libérés par les cellules

pulmonaires lésées.

Mots clés : ventilation mécanique, pneumonie, Iésions pulmonaires, pneumonie acquise
sous ventilation mécanique, infection, inflammation, statines, décubitus ventral,

alarmines
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Despite major advances since decades in the management of ventilated patients,
ventilator-associated pneumonia (VAP) continues to complicate the course of
approximately 28% of the patients receiving mechanical ventilation (MV). Among
patients hospitalized in intensive care units, the risk of pneumonia is 3- to 10-fold
increased in MV patients. However, MV is often the only way to care for critically ill
patients with respiratory failure. It has now been clearly demonstrated that MV, in
particular adverse ventilatory strategies could activate lung cells, thus leading to a
proinflammatory response, even in the absence of pathogen. This is the biotrauma
paradigm, which accounts, at least in part, for the ventilator induced lung injury (VILI).
In one way, MV primes airway cells to respond massively to a second proinflammatory
insult, through the subsequent release of large amounts of cytokines (as interleukin (IL)-
8), thus leading to additional lung injury, particularly through the recruitment of
neutrophils attracted by the massive release of IL-8. Accordingly, innate immunity plays
an important role in the developement of VILI. The involvement of toll-like receptors
has been suggested by several experimental studies. Ventilation in the prone position
(PP) has been described to have beneficial effects on patients under MV, especially in

those with lobar involvement.

Our team focused particularly on the TLR2, which interacts with Gram-positive bacteria,
and we have previously demonstrated in vitro that cyclic stretch of human pulmonary
cells resulted in TLR2 overexpression and enhanced TLR2 reactivity to Gram-positive cell
wall components. We confirmed these datas in an in vivo model of ventilated rabbits

which immune response had been stimulated with Pam3CSK,,

In a first project, we assessed the impact of the PP on unilateral pneumonia to

Enterobacter aerogenes in rabbits subjected to MV. Our results shows that the prone
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position could be protective if the host is subjected to MV and unilateral bacterial
pneumonia. To ensure the relevance of our hypothesis on TLR2 in our animal model of
VAP, we conducted experiments using live bacteria specifically recognized by TLR2
(Methicilin resist. aureus). We demonstrate that mild-stretch MV impaired lung
bacterial clearance, hastened tissue injury and promoted a systemic inflammatory
response. Both pulmonary and peripheral blood TLR2 overexpression could account for

such an impact.

The third project assessed the impact of a statins therapy in the context of MRSA VAP,
treated with linezolid, in our model of ventilated rabbits. Our results suggest that statin
exposure prior to pneumonia provides an anti-inflammatory effect within the lung and
the systemic compartment of rabbits with MRSA VAP. Although LNZ enhances
pulmonary bacterial clearance, dampening the host systemic inflammatory response
with statin could impede defense against MRSA in this compartment. It could be
subsequent to enhanced antibacterial defences and improvements in lung mechanics,

thereby blunting overwhelming inflammation.

In the last project, in collaboration with the University of Geneva, we assessed whether
mitochondrial alarmins are released during VILI and can generate lung inflammation.
Our results confirmed the hypothesis made and showed indeed that alarmins are
released during during cyclic stretch of human epithelial cells, as well as in BAL fluids
from rabbits ventilated with an injurious ventilatory regimen. These alarmins stimulate
lung cells to produce bioactive IL-1, and are likely to represent the proximal endogenous

mediators of VILI and ARDS, released by injured pulmonary cells.

Key words : mechanical ventilation, pneumonia, lung injury, ventilator-associated

pneumonia, infection, inflammation, statins, prone position, alarmins
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Les pneumonies acquises sous ventilation mécanique sont les infections nosocomiales
les plus courantes en unité de soins intensifs. Leur survenue est en partie liée a la
réponse de I’hote. Pres de 30% des patients mis sous ventilation mécanique prolongée,
développent une pneumonie acquise sous ventilation mécanique. Elle est associée avec

une forte morbidité et mortalité malgré la mise en place d’une antibiothérapie adaptée.

La ventilation mécanique favorise I'inflammation pulmonaire (par le biotraumatisme).
Cette inflammation favorise la formation de lésions induites par la ventilation
mécanique (VILI), en particulier si cette ventilation mécanique est mise en place dans

des poumons infectés.

La ventilation en décubitus ventral apporte des améliorations chez les patients souffrant
de graves lésions pulmonaires en particulier chez ceux dont un seul lobe est touché.
Des traitements anti-inflammatoires sont d’un certain intérét dans le contexte d’une

PAVM.

Enfin il existe également un lien entre le devenir d’un patient souffrant de PAVM et le

degré d’inflammation retrouvé dans leur poumon et leur compartiment systémique.
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Figure 1. Place du poumon dans la cage thoracique.

Le poumon droit trilobé et le poumon gauche bilobé sont séparés I'un de
I'autre par le médiastin et reposent sur le diaphragme dans la cage thora-
cigue
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Le poumon assure une fonction essentielle : les échanges gazeux, notamment ceux en
oxygeéne et dioxyde de carbone. On dit communément que 'Homme respire grace a
ses deux poumons. Cette respiration ou plus justement ventilation pulmonaire, consiste
au renouvellement de l'air contenu dans les poumons par l'action des muscles
respiratoires dont le plus important, le diaphragme. Le terme de respiration désignant
en biologie la production d’énergie par la cellule, nous parlerons ici de ventilation

pulmonaire pour éviter toute confusion.

Le poumon est un organe invaginé appartenant a I'appareil respiratoire. Chez ’'Homme
on trouve deux poumons, situés dans la cage thoracique :

- un poumon droit trilobé (un lobe supérieur, un moyen et un inférieur)

- un poumon gauche bilobé (un lobe supérieur et un inférieur).
lIs sont séparés l'un de l'autre au centre par le médiastin et sont posés sur le
diaphragme qui sépare la cavité thoracique de la cavité abdominale.
Chague poumon a une disposition globale pyramidale, sommet en haut et face en bas.
Sur la face médiale de chacun, du c6té du cceur, se situe le hile pulmonaire formant une
petite dépression d’ou entrent et sortent du poumon, des vaisseaux pulmonaires, des

bronches, des vaisseaux lymphatiques et des nerfs (Figure 1).
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Figure 2. Segmentation des poumons des bronches aux alvéoles.
La bronche principale se divise et se ramifie de nombreuses fois
jusqu’a pénétrer le lobule, I'unité fonctionnelle du poumon.
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Chaque poumon est segmenté en bronches. La bronche principale droite donne
naissance a trois bronches lobaires et la gauche a deux bronches lobaires. Les bronches
segmentaires (10 segments par poumon) puis sous-segmentaires donnent les
bronchioles constituant l'ultime division qui pénetrent dans le lobule, I'unité
fonctionnelle du poumon (lieu des échanges gazeux). L’artere pulmonaire suit cette
ramification bronchique. On retrouve une artériole dans chaque lobule. A chaque
lobule correspond une bronchiole qui s’y ramifie pour venir au contact des alvéoles. A
chaque alvéole correspond une petite ramification de l'artériole c’est ainsi que se

réalisent les échanges gazeux (Figure 2).

Cette partie intra-lobulaire est constituée des alvéoles, de tres petits sacs aériens
poreux ou se déroulent les échanges gazeux avec le sang (Figure 3) (Konigshoff, Schwarz
et al. 2011) . L'épithélium alvéolaire est formé de cellules épithéliales de type | et de
type Il. En raison de leur forme cubique et de leur taille, les cellules alvéolaires de type
Il aussi appelées pneumocytes type Il, ne recouvrent que 5% de la surface alvéolaire
alors qu’elles représentent 60% des cellules alvéolaires. Ces cellules secrétent le
surfactant qui abaisse la tension de surface des alvéoles. Inversement, les pneumocytes
de type | sont de larges cellules squameuses et extrémement fines permettant ainsi la
diffusion des gaz entre les alvéoles et les capillaires sanguins (Schlingmann, Molina et al.
2015).

Tout au long des septa interalvéolaires, on retrouve une alternance de zones minces et
épaisses. Au niveau de la partie mince du septum, I'endothélium et I’épithélium ne sont
séparés que par une membrane basale commune (fusion des membranes basales
endothéliales et épithéliales). Dans la zone plus épaisse, I’'endothélium et I'épithélium
sont séparés par un interstitium contenant des fibres de collagéene.

Les barriéres épithéliales alvéolaires et endothéliales assurent la captation de I'oxygene

(0,) alvéolaire et I'élimination du dioxyde de carbone (CO;) sanguin, mais interviennent
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Figure 3. L'espace alvéolaire.

L'espace alvéolaire est le lieu des échanges gazeux. Il est constitué principale-
ment de cellules épithéliales de type | et de type Il (pneumocytes | et Il). Les
pneumocytes de type Il représentent 60% des cellules alvéolaires mais ils ne
recouvrent que 5% de la surface alvéolaire. Ce sont ces cellules qui secréetent le
surfactant qui abaisse la tension de surface des alvéoles. Les pneumocytes de
type | sont des cellules tres fines facilitant la diffusion des gaz entre les alvéoles
et le sang dans les capillaires. D’apres (Kénigshoff et al. 2011).
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Figure 4. Caractéristiques de base des cellules épithéliales alvéolaires.
A. Un pneumocyte de type | au sein d’une niche de capillaires, étendant un
bras cytoplasmique mince pour former la barriére air-sang (fleche longue). Un
espace interstitiel (f) sépare cette cellule des autres cellules de type | tapissant
la surface inférieure.
B. Vue a plus fort grossissement du bras cytoplasmique composé de la cellule
de type | et des cellules endothéliales (en) séparées par la fusion des
membranes basales (mb) en partie mince de la barriere. Les fleches indiquent
les jonctions intercellulaires avec les jonctions serrées dans les deux couches
de cellules.
C. Une cellule alvéolaire de type Il (Ep2) est une cellule cuboidale avec un
cytoplasme riche en organites permettant la production d’éléments tensioac-
tifs, tels que les phospholipides dans les corps lamellaires (Ib) et les apoproté-
ines. Il y a une membrane latérale prolongée (double fleche) avec un complexe
de jonction entre les cellules de type Il et les cellules de type | (fleche noire
épaisse). D'apres (Weibel 2015).
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également dans la diffusion d’autres substances volatiles comme |'eau, I'alcool ou des
gaz anesthésiques (Weibel 2015). La rupture de ces deux barriéres, épithéliale et
endothéliale, peut conduire a un syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) et/ou

a des cedémes (Ware and Matthay 2001) (Figure 4).

La structure du poumon est faite de maniére a permettre les échanges de gaz les plus
efficaces possible. Par les voies respiratoires et I'arbre vasculaire, des gaz frais et du
sang veineux sont livrés et enlevés jusqu’a une large surface capillaire qui recouvre 85 a
95% de la surface alvéolaire.

Grace a la trés fine membrane inter-alvéolaire, la diffusion rapide des gaz est permise
entre I'espace alvéolaire et les capillaires sanguins. De plus, en raison du large volume
de sang qui arrive dans les capillaires alvéolaires, le flux sanguin ralentit et le temps de
transit du sang augmente, de 0.25 a 0.75 secondes (s), laissant ainsi plus de temps pour
les échanges de gaz (Petersson and Glenny 2014).

Les capillaires de 'unité délivrent du sang veineux mélangé avec une faible pression
partielle en O, (PUO,). La pression partielle en O, (PO,) dans les gaz alvéolaires (PAO,)
est plus haute que dans le sang des capillaires et I’O, diffuse passivement de I'espace
alvéolaire au sang pendant le passage a travers les capillaires. La membrane séparant
les gaz de I'espace alvéolaire du sang, cause une petite résistance a la diffusion donc la
PO, du sang a la fin des capillaires (PecO;) s’équilibre avec la PAO, avant que le sang
quitte I'unité. L'oxygénation du sang artériel est donc premiérement dépendante de la
PAO,. Il faut remarquer que dans cette unité pulmonaire idéale il n’y a pas de
différence entre PAO, et PO, dans le sang artériel (PaO,). Dans un poumon réel normal
il y a un gradient alvéolo-capillaire normal de 1kPa environ ayant pour origine le shunt
sanguin anatomique et les inégalités du rapport ventilation/perfusion. La pression
partielle en CO, (PCO;) est meilleure dans le sang veineux mélé (PUCO;) que dans les gaz

alvéolaires (PACO,) et la diffusion a travers la membrane alvéolo-capillaire, résulte alors
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Figure 5. Echanges d’O, et CO, entre les alvéoles et les capillaires sanguins

pulmonaires.

A gauche, illustration de la valeur de PO, dans différents compartiments et com-
ment 'O, diffuse le long des capillaires permettant que PeCO, soit égale a PAO,.
A droite, la PCO; est illustrée de la méme maniére.

Léchelle de temps sur le diagramme dans les deux panneaux se réfere au temps
de transit de I'érythrocyte a travers les capillaires alvéolaires, normalement
0,25-0,75s. D'aprées (Petersson and Glenny 2014).
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en un flux net en direction opposée de celui de I'O,, du sang aux gaz alvéolaires
(Petersson and Glenny 2014).

Le résultat est encore la méme PCO, dans les gaz alvéolaires et le sang en fin de
capillaires (PecCO;) parce que la résistance pour la diffusion est encore moins pour le
CO, que pour I'0,. Enfin, la quantité d’O, prise en charge dans le sang est dépendante
de la concentration en hémoglobine, de la fraction d’hémoglobine liée a 'O, et a la
PaOz.

Les échanges gazeux alvéolo-capillaires sont une fonction essentielle de I'appareil
respiratoire. lls déterminent la quantité d’O, qui sera disponible pour les échanges
gazeux tissulaires donc pour la respiration cellulaire (Figure 5).

Dans certaines pathologies comme les SDRA, les pneumonies ou lors de sepsis, les
échanges gazeux deviennent moins efficaces entrainant une hypoxémie ou une

hypercapnie.

Le syndrome de détresse respiratoire aigué se manifeste sous forme clinique,
radiologique et physiologique par une intense inflammation et une hyperperméabilité
pulmonaire, en réponse a différentes agressions aigués du parenchyme pulmonaire.
C'est une pathologie trés lourde qui engage le pronostic vital malgré 40 ans de
recherche.

Il a été décrit pour la premiére fois en 1967, par Ashbaugh et ses collegues (Ashbaugh,
Bigelow et al. 1967). En 1994, lors de la Conférence de Consensus Américano-
Européenne (CCAE), une nouvelle définition est donnée établissant les critéres
diagnostiques (Bernard, Artigas et al. 1994). Le SDRA est alors défini par les critéres
suivants (Fanelli and Ranieri 2015) :

- une insuffisance respiratoire d’installation aiguég,

- des opacités parenchymateuses bilatérales sur une radiographie thoracique,
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- une pression artérielle pulmonaire d’occlusion inférieure a 18mmHg ou
absence d’évidence d’hypertension de 'oreillette gauche,
- une hypoxémie sévere (ratio PaO,/Fi0, <200mmHg contre 500mmHg chez
un sujet normal).
Un nouveau terme a également été défini, I'agression pulmonaire aigué, de I'anglais
Acute Lung Injury (ALI), caractérisée par les mémes critéres que le SDRA mais avec une
hypoxémie plus modérée (Pa02/Fi02<300mmHg).
Depuis, des questions relatives a la fiabilité et a la validité de cette définition ont
émergé et ont conduit en 2012 un panel d’experts a se réunir et a établir la définition de
Berlin. Cette nouvelle définition révise et ajuste les critéres diagnostiques de Ia
définition de la CCAE sur le SDRA (Force, Ranieri et al. 2012):
- pour pallier aux imprécisions sur la gravité des SDRA, trois catégories
mutuellement exclusives sont proposées, en fonction du degré d’hypoxémie :
* légere : 200 mmHg <Pa0,/FiO, < 300 mmHg (remplagant la notion
d’ALl)
* modérée : 100 mmHg <Pa0,/FiO,< 200 mmHg
* sévere: Pa0,/Fi0; < 100mmHg
- la phase aigué est plus précise et établie a une semaine ou moins.
- les critéres radiographiques sont clarifiés afin de diminuer la variabilité inter-
observateurs.
- abandon de la pression artérielle d’occlusion comme critére et une
amélioration de la capacité a exclure les causes cardiaques d’infiltrats bilatéraux.
Selon le modeéle conceptuel actuel, le SDRA est un type de Iésion pulmonaire sévere et
diffuse associée a un ou plusieurs facteurs de risque prédisposant. Il est caractérisé par
une inflammation conduisant a lI'augmentation de la perméabilité vasculaire et au

collapsus des alvéoles.
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Figure 6. L'induction de la perméabilité repose exclusivement sur la phosphorylation
des VE-cadhérine-Y685, alors que I’extravasation efficace des leucocytes ne dépend que
de la phosphorylation d’Y731.

Panneau du haut. Sous certaines conditions, les VE-cadhérines ne sont pas suffisamment
phosphorylées sur le résidu Y685 mais le sont beaucoup plus sur I’Y731. Des facteurs indui-
sant la perméabilité vasculaire comme le VEGF ou I'histamine augmentent la phosphoryla-
tion sur le résidu Y685 alors que le niveau de base de phosphorylation d’Y731 n’est pas
altéré.

Panneau du bas. Au contraire de la perméabilité induite par des stimuli, les leucocytes
déphosphorylent rapidement Y731. Seulement, Y731 et non Y685 permet |'extravasation
des leucocytes in vivo. Linduction de la perméabilité et I'extravasation des leucocytes régu-
lent la phosphorylation de différents résidus tyrosine sur les VE-cadhérines de différentes
manieres. D’apres (Wessel, Winderlich et al. 2014)
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A. L’hyperperméabilité vasculaire

L'intégrité de la barriere alvéolo-capillaire est essentielle pour empécher la formation
d’cedémes alvéolaires et I'extravasation des leucocytes. Des lésions de la composante
endothéliale de cette barriere, conduisent a I'augmentation de la perméabilité capillaire
qui représente la principale anomalie physiopathologique initiant le SDRA.
L’endothélium des capillaires est constitué de cadhérine endothéliale-vasculaire (VE-
cadhérine) jouant un role trés important dans I'adhésion cellulaire et sont donc
primordiales pour la stabilité des jonctions endothéliales (Wessel, Winderlich et al.
2014). Ce sont des protéines transmembranaires de type | assurant un contact calcique
dépendant entre les cellules vasculaires. La partie extracellulaire de la protéine est
engagée dans un dimére via une interaction homophilique alors que la queue
cytoplasmique est associée a des protéines de la famille des caténines, servant
d’intermédiaire  de liaison avec le cytosquelette. La perméabilité vasculaire et
I’extravasion des leucocytes sont tres contrélées que ce soit dans des conditions
physiologiques ou lors de I'inflammation (Sidibe and Imhof 2014). Les échanges peuvent
se produire par voie transcellulaire (a travers la cellule endothéliale) ou par voie para-
cellulaire c'est-a-dire entre les jonctions cellule-cellule. La voie para-cellulaire est
régulée essentiellement par les protéines des jonctions serrées et adhérentes. Des
facteurs pro-inflammatoires ou induisant la perméabilit¢é comme le Tumor Necrosis
Factor-alpha (TNF-a) ou I'histamine induisent la phosphorylation des résidus Tyrosine
685 (Tyr685) des VE-cadhérines via la protéine steroid receptor coactivator (Src)
conduisant a la perméabilité cellulaire en détruisant la liaison de la cadhérine a la
caténine (Figure 6). De plus, les leucocytes activent la phosphatase SHP-2 (Src
homology-2-domain-containing protein tyrosine phosphatase) qui conduit a la

déphosphorylation du résidu Tyr731 phosphorylé des VE-cadhérine. Le résidu Tyr735
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déphosphorylé associé au complexe adaptator Protein (AP)-2 conduit a I’'endocytose de

la VE-cadhérine permettant I'extravasation des leucocytes.

B. Réle des cellules épithéliales alvéolaires

Le degré de sévérité des lésions des cellules épithéliales alvéolaires est un prédicteur
important de l'issue de la maladie. La monocouche de cellules épithéliales stabilise la
barriére alvéolaire. Elle est plus imperméable que I'endothélium et permet de contenir
I',edéme dans I'espace interstitiel. Les cellules de type | qui la composent sont les plus
facilement abimées. Les cellules de type I, les plus résistantes, produisent le surfactant
pulmonaire qui maintient une tension de surface entre l'interface air-liquide dans les
alvéoles empéchant qu’elles ne s’affaissent sur elles-mémes. Elles assurent également
la clairance des fluides alvéolaires, le transport des ions ainsi que la prolifération et la
différenciation en cellules de type | aprés des Iésions (Ware and Matthay 2000). Chez
les patients souffrants de SDRA, lorsque la barriére épithéliale est rompue, la clairance
est diminuée contribuant a I'engorgement des alvéoles. En effet, une hypoxie ou une
hypercapnie lors de mauvais échanges gazeux, entrainent une diminution du nombre de
pompes sodium-potassium (Na*-K* ATPase) sur la membrane baso-latérale,
normalement responsables du maintien d’un gradient ionique par la réabsorption active
des ions sodiques, chlorures ou de l'eau. La production et le renouvellement du

surfactant pulmonaire sont également diminués.

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont répartis entre le secteur circulant et le
secteur marginal, dans lequel les PNN sont plaqués contre les parois des vaisseaux. C’est
le cas dans les capillaires des poumons, qui stockent une grande proportion du pool des
neutrophiles marginaux. Ceci s’explique par l'anatomie de la microcirculation

pulmonaire, constituée d’un vaste réseau de capillaires de diamétre beaucoup plus petit
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que les PNN. Les neutrophiles doivent donc se déformer, comme les érythrocytes, pour
circuler dans ce réseau. Mais comme les neutrophiles sont larges et peu déformables ils
circulent plus lentement dans les capillaires. De plus, I’activation des PNN diminue leur
capacité a se déformer et augmente celle a adhérer a I'’endothélium, ce qui augmente le
nombre de PNN dans les poumons et diminue le nombre de ceux circulant (Hogg 1987).
De nombreuses études fondamentales et cliniques ont montré que la constitution de
certaines lésions pulmonaires aigués était médiées par ces PNN. Dans la phase précoce
du SDRA, une nette accumulation des PNN est retrouvée notamment sur des coupes

histologiques de poumon (Ware and Matthay 2000).

La ventilation mécanique a été décrite dans le traitement du SDRA a partir de 1971. Elle
est trés souvent le seul recours face a I’hypoxémie présentée par ces patients.

Malheureusement, force est de constater pour les cliniciens au fil du temps, que la
ventilation mécanique a un double réle dans le SDRA : elle sauve des vies mais amplifie

également la gravité des lésions sur le poumon (Frank and Matthay 2003)

éme

L’histoire de la ventilation mécanique commence avec un brillant physicien du 16
siecle, Andreas Vesalius qui a écrit un traité d’anatomie dans lequel il décrit une
expérience menée sur un cochon. Pour cette expérience il relate que la vie a été
redonnée au cochon en introduisant un tube dans sa trachée et en soufflant dans ce

tube jusqu’a ce que les poumons se gonflent et se remplissent d’air. Cette premiere

41



expérience décrite il y a plus de 500 ans, ressemble a ce qui se passe chaque jour dans
les services de réanimation.

Il faut ensuite attendre quelques siécles pour que I'idée de « ressusciter » les patients
intéresse de nouveaux les chercheurs tout en remettant leurs travaux dans le contexte
de connaissances de I'époque, c’est-a-dire avant méme que les concepts d’0,, de CO, et
de ventilation pulmonaire soient connus. Pour ramener a la vie les patients, ils
pensaient donc qu’une forte stimulation était nécessaire. Pour cela, ils faisaient rouler
les patients dans des tonneaux ou ils les brilaient avec du fer chaud ou méme leur
mettaient une lumiére vive dans les yeux. Quand ces techniques ne fonctionnaient pas,
ils en testaient une derniere, le fumigator, lors de laquelle des fumées de tabac étaient
introduites a l'intérieur des patients. Si cette technique avait continué d’étre utilisée, il y
aurait eu plus de cancers du célon que de cancers du poumon.

Dans les années 1800, Alfred Jones a mis au point le premier respirateur (Figure 7), le
« tank respirator », sorte de cuve en bois dont émergeait la téte du malade. La cuve
était équipée d’un levier qui augmentait la pression dans le respirateur lorsque I'on
appuyait dessus. Cette augmentation de pression comprimait la cage thoracique du
patient produisant une expiration. Il suffisait de relacher le levier pour avoir une

inspiration.

Figure 7. Dessin schématique d’un des premiers
respirateur breveté par Alfred Jones en 1864.
D’apres (Slutsky 2005)

Alfred Woillez, dans les mémes années a développé un respirateur beaucoup plus
proche de ceux actuels (Figure 8). Il était placé sur les bords de la Seine pour aider les
personnes qui s’étaient noyées. Le principe de base de ce respirateur était le méme que

celui décrit précédemment, c’est-a-dire que des changements de pression a l'intérieur
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du respirateur permettaient I’entrée et la sortie de gaz des poumons du patient. Ce qui
est intéressant dans le modeéle du Docteur Woillez, c’est qu’une tige en métal repose
sur la cage thoracique du patient, ce qui représentait un indice approximatif du volume

courant.

Figure 8. Représentation d’'un des premiers
poumon d’acier.

Ce respirateur a été construit par le Dr Woillez en
1876. D'apres (Slutsky 2005)

En 1931, John Emerson a développé un poumon d’acier similaire a celui de Woillez mais
en y ajoutant un moteur ce qui permettait au respirateur de gérer seul la ventilation du
patient. Le probléme se posait dans les soins a apporter aux patients qui restaient
difficilement accessibles dans cet appareil. Pour contrer ce probléme, les médecins et
scientifiques de I'époque avaient créé une chambre de ventilation qui était en réalité la
méme chose que le poumon d’acier mais a I'échelle d’une piéce. Le patient avait la téte
hors de cette chambre, mais le personnel soignant pouvait plus aisément pratiquer des
soins et s’occuper de I'hygiene des patients. Il leur suffisait de rentrer par la porte de la
chambre pour avoir acces au corps du malade.

La véritable ére de la ventilation mécanique et des unités de soins intensifs a commencé
lors de I'épidémie de poliomyélite. En 1953, Lassen a publié un article sur I'utilisation de
la ventilation mécanique chez les malades paralysés par la poliomyélite (Lassen 1953).
Le taux de mortalité chez ces patients était trés élevé, de I'ordre de 80% et tous
mourraient des suites de l'insuffisance respiratoire aigué. En AoGt 1953, Lassen a alors
instauré la VM pour ces patients et a permis de diminuer de 50% la mortalité des
patients en détresse respiratoire secondaire a la poliomyélite (lbsen 1954). Des milliers

de malades furent ainsi pris en charge par la VM a pression négative avec des poumons
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d’acier. En 1954, Engstrom décrivit 'Engstrom universal ventilator et son utilisation

dans le traitement des malades atteints d’une paralysie respiratoire (Engstrom 1954).

Depuis des décennies, la ventilation mécanique est utilisée pour suppléer les personnes
en détresse respiratoire. Cependant, bien qu’elle permette de sauver de nombreuses
vies, elle est la source de graves complications appelées lésions induites par la
ventilation mécanique (VILI de I'anglais Ventilation Induced Lung Injury).

Jusque dans les années 90, le traumatisme mécanique lié a la ventilation était considéré
comme le seul initiateur du VILI en détériorant les parois de I'espace aérien (Todd,

Franklin et al. 1989, Dreyfuss and Saumon 1998).

A. Les oedemes induits par la ventilation mécanique

Depuis les toutes premieres utilisations de la VM, un grand intérét était porté a trouver
une ventilation non agressive pour le poumon. Cependant I'opinion sur les effets
déléteres de la VM restait partagée.

Dans les années 60, Greenfield et son équipe ont montré que les poumons de chiens
ventilés deux heures a hautes pressions inspiratoires (Greenfield, Ebert et al. 1964)
présentaient des marques d’atélectasie et une tension de surface plus élevée.

Quelques années plus tard, Sladen et ses colléegues ont mené une étude sur I’'Homme,
dans laquelle des patients avaient été ventilés de longues périodes. lls ont montré que
la fonction de leurs poumons s’était dégradée, que le gradient alvéolo-artériel en
oxygene avait augmenté et que la compliance pulmonaire était diminuée (Sladen, Laver

et al. 1968).
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Figure 9. Aspect macroscopique du poumon de rats aprés une ventilation
mécanique a 45cmH,0 de pression inspiratoire.

A gauche se trouve le poumon a son état normal.

Au milieu se trouve le poumon aprés 5 minutes de ventilation mécanique a
haute pression. Sur I'apex du poumon gauche, on observe des zones d’atélec-
tasie.

A droite, aprés 20 minutes de ventilation mécanique, la taille des poumons a
augmenté et ils apparaissent congestionnés. De plus, des fluides d’'oedeme
remontent le long de la canule. D’apres (Dreyfuss and Saumon 1998).

5"\'.1“? “’2'{1
},‘\ﬁl{\: "
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Figure 10. Poumons de rat vus en coupe sous microscope.

A. Apres 5 minutes de ventilation mécanique a 45cmH20 de pression inspira-
toire, 'oedéme est contenu dans de larges espaces périvasculaires.

B. Apres 20 minutes de ventilation mécanique, I'oedeme s’étend a toute
I'alvéole.
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En 1971, Nash et son équipe, ont montré lors d’une étude chez la chévre (Nash, Bowen
et al. 1971) que la durée de ventilation n’est pas responsable des dommages sur le
poumon lorsque de bas pics de pression inspiratoire sont utilisés. Par la suite, d’autres
études dont celle de Webb et Tierney ont montré que la VM a de fortes pressions
inspiratoires méme sur de courtes durées générait de I'cedéeme pulmonaire (Webb and

Tierney 1974).

a. Quel type d’cedeme : hydrostatique ou de perméabilité ?

Durant leurs travaux, Webb et Tierney ont spéculé que I'cedéme pulmonaire était
d’origine hydrostatique. Mais leurs expériences ont montré la présence de quantités
importantes de protéines dans les liquides d’cedémes interstitiels récoltés laissant alors
penser qu’il s’agissait plutét d’oedemes de perméabilité.

Les preuves expérimentales d’une augmentation de la pression transmurale
vasculaire :

Les premiéres explications avancées sur les oedémes liés a la VM sont 'augmentation
de la pression transmurale vasculaire a la fois au niveau alvéolaire et extra-alvéolaire
mais peu de preuves ont permis de démontrer cette hypothese.

Les preuves d’une altération de la perméabilité alvéolo-capillaire :

Des modeles de poumons isolés, de cages thoraciques ouvertes ou encore d’animaux
entiers soumis a la VM a de hautes pressions, ont permis de montrer une altération de
la perméabilité épithéliale et endothéliale.

Il a été montré qu’il existe bien un lien entre la durée de la Iésion et I'apparence globale
du poumon (Figure9). Les poumons abimés par la VM présentent des marques
d’atélectasie, de congestion importante et un élargissement des espaces aériens
(Dreyfuss and Saumon 1998).

Une observation des poumons au niveau microscopique (Figure 10) confirme également
que le degré d’cedeme est intimement lié a la magnitude de la pression inspiratoire

exercée sur les poumons. Apres quelques minutes de ventilation un cedéme se forme
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mais reste confiné au niveau de I'espace interstitiel puis a presque une heure de VM il

devient alvéolaire.

A. Notion de biotraumatisme

Le concept de biotraumatisme a été inventé pour caractériser |'effet pro-inflammatoire
de la ventilation mécanique et les Iésions qu’il est susceptible de provoquer (Slutsky
2005).
L'hypothese de départ était que des stratégies ventilatoires agressives pouvaient
conduire a la libération de médiateurs inflammatoires comme les cytokines. Un premier
modele de poumons de rat isolés a été utilisé. Il permettait d’utiliser de grands volumes
de ventilation mimant les distensions régionales qui se produisent dans les poumons
des patients sans affecter ’'hémodynamique (Tremblay, Valenza et al. 1997). Quatre
stratégies ventilatoires différentes ont été utilisées :

- un groupe contréle avec une faible PEEP (3cmH;0) et un VT de 7mL/Kg,

- unsecond groupe avec une PEEP de 10cmH;0 et un VT de 15mL/Kg,

- untroisieme groupe avec 0 PEEP et un VT de 15mL/Kg,

- un quatriéme groupe avec 0 PEEP et un grand VT de 40mL/Kg.
Apres deux heures de ventilation dans chacune de ces conditions, ils ont dosé le TNF-a
dans les liquides de lavages broncho-alvéolaires (LBA) et ont trouvé des concentrations
positives en TNF-a dans tous les groupes, avec des concentrations au moins deux fois
jusqu’a soixante fois supérieures pour le quatrieme groupe, comparé au groupe
controle. Ceci prouve qu’en seulement deux heures de ventilation, il y a libération de
médiateurs inflammatoires susceptibles d’induire des dysfonctionnements d’organes a
distance. Tremblay et ses colléegues (Tremblay, Miatto et al. 2002) ont montré que ces

cytokines étaient produites et libérées par les cellules épithéliales pulmonaires.
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De récentes études suggerent que l'incidence du SDRA est supérieure a 5-15/100 000
cas par an. Quasiment tous les patients souffrant de SDRA nécessitent d’étre mis sous
VM et peuvent donc potentiellement développer de nouvelles Iésions induites par cette
VM (le VILI) (Frank and Matthay 2003).

L’augmentation locale de I'inflammation est un des mécanismes par lequel la ventilation
induit des lésions sur le poumon. Des études expérimentales ont montré que
I'utilisation d’un haut volume courant doublé d’une faible PEEP, induisaient la libération
massive de cytokines inflammatoires dans les voies aériennes et dans le sang,
augmentaient l'infiltration des neutrophiles dans les tissus pulmonaires et activaient les
macrophages pulmonaires (Imanaka, Shimaoka et al. 2001). Tremblay et al ont
également montré que la ventilation a grand volume courant augmentait I'expression
de [l'acide-ribonucléique messager (ARNm) de cfos, un facteur de transcription
important dans la phase précoce de la réponse au stress (Tremblay, Valenza et al. 1997).
Dans leur modeéle de Iésions pulmonaires induites par I'aspiration d’acide chez le rat,
Chiumello et al ont également démontré que des stratégies ventilatoires agressives
augmentaient les niveaux en TNF-a et en macrophage inflammatoire peptide 2 (MIP-2)
dans le poumon (Chiumello, Pristine et al. 1999).

D’autres études expérimentales confirment I’hypothése selon laquelle les médiateurs
pro-inflammatoires ont une grande importance dans le développement du VILI. Des
expériences utilisant des anticorps anti-TNF-a ainsi que des antagonistes des récepteurs
a I'lL-1 ont montré que, utilisés en prétraitement chez des lapins déplétés en surfactant
avant la mise en place de la VM, diminuaient les atteintes histologiques pulmonaires et
préservaient I'oxygénation (Imai, Kawano et al. 1999) tout en réduisant également la
perméabilité endothéliale a I'albumine ainsi que linfiltration neutrophilique
(Narimanbekov and Rozycki 1995).

Afin d’identifier les cellules a I'origine de la production des cytokines inflammatoires,
Pugin et son équipe ont reproduit dans des modeéles de cultures cellulaires in vitro,
I’étirement cyclique imposé par la ventilation mécanique. Dans un premier temps, ils

ont soumis des macrophages alvéolaires humains mis en culture, a un étirement
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cycligue pendant 32h. lls ont montré que cet étirement cyclique induisait
I’'augmentation de la sécrétion d ‘IL-8 ainsi que I'augmentation du NF-kB nucléaire dans
les macrophages aprés seulement 30min d’étirement (Pugin, Dunn et al. 1998). Dans
une autre de leur étude, la méme équipe s’est attachée a soumettre au méme
étirement cyclique différents types cellulaires incluant des macrophages alvéolaires, des
cellules A549 (lignée cellulaire transformée a partir de cellules d’'un carcinome
bronchioalvéolaire), deux lignées de cellules endothéliales, une lignée de cellules
épithéliales bronchiques et des fibroblastes pulmonaires primaires. lls ont trouvé que
seulement les macrophages et les cellules A549 secrétaient de I'lL-8 en réponse aux
étirements, en quantité plus importante chez les macrophages. Des données cliniques
(Kurdowska, Miller et al. 1996) (Miller, Cohen et al. 1996) corroborent ces résultats en
montrant notamment des taux importants d’IL-8 dans les liquides d’oedémes
pulmonaires issus de patients souffrant de SDRA et soumis a la VM. Les macrophages
alvéolaires semblent donc étre des cellules importantes dans la réponse au stress
mécanique induit par I'étirement, en initiant la réponse inflammatoire dans le VILI.
Conséquences du biotraumatisme sur les autres organes :
Dans un de leurs travaux, Slutsky et son équipe ont montré que Ila
décompartimentalisation de I'inflammation au niveau systémique (Slutsky and Tremblay
1998), pouvait causer des lésions sur des organes distants du poumon. L'équipe de
Chimulleo a utilisé un modeéle de rats souffrant de graves lésions sur le poumon
induites par une injection intra-trachéale d’acide qu’ils ont ensuite ventilé selon quatre
protocoles différents :

- VT 16mL/Kg, O PEEP,

- VT16mL/Kg, 5cmH,0 PEEP,

- VT 5mL/Kg, O PEEP,

- VT 5mL/Kg, 5cmH,0 PEEP.
lls ont observé que dans le groupe a haut VT et O PEEP, la concentration en TNF-a
sérique était considérablement augmentée. En revanche, la PEEP a une action

protectrice dans ce modele car ils n’ont pas observé d’augmentation significative méme
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Non lésé

Poumon

Fltibhseent TUNEL Stain

Fropidium lodide Stain

Fluorescent TUMEL Stain

Ay

Propidium kodide Stain

Figure 11. Observation des cellules pulmonaires et phré-
niques en apoptose par la technique de marquage TUNEL.
Les fleches blanches indiquent les noyaux des cellules mar-
guées positivement par la technique TUNEL.

Les quatre photos du panneau supérieur montrent les
cellules pulmonaires marquées par la technique TUNEL
(deux du haut) et par I'iodure de propidium (deux du bas).
Les noyaux les plus marqués par la technique TUNEL sont
retrouvés chez le groupe non lésé par la ventilation méca-
nigue.

En revanche, pour le rein (quatre photos du panneau
inférieur) il y a plus de cellules épithéliales marquées par la
techniqgue TUNEL dans le groupe lésé par la ventilation
mécanique. D'apres (Imai, Parodo et al. 2003).
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lorsqu’elle est associée a une ventilation a haut volume (VT 16mL/Kg) (Chiumello,
Pristine et al. 1999). Cette étude a aussi permis de montrer que la ventilation
mécanique peut également avoir un impact sur des organes distants du poumon en
permettant la libération de nombreux médiateurs pro-inflammatoires dans Ia
circulation sanguine.

Une étude autre menée chez le lapin en utilisant le modele d’aspiration d’acide associée
a une ventilation agressive (haut VT et 0 PEEP) ou plus protectrice (bas VT et petite
PEEP) a montré que les reins des animaux soumis a la ventilation agressive présentaient

de nombreuses cellules en apoptose (Imai, Parodo et al. 2003) (Figure 11).

B. Notion de barotraumatisme

En plus de I"'augmentation de I'inflammation dans le poumon, la rupture de la barriere
alvéolo-capillaire participe également a la genése du VILI.

Webb et Tierney ont été les premiers a montrer dans leur étude sentinelle chez le rat
(Webb and Tierney 1974), que les animaux ventilés mécaniquement avec une pression
de pic a 45cmH,0 sans PEEP développaient significativement plus d’cedéme que ceux
ventilés avec la méme pression de pic mais associée a une PEEP de 10cmH,0. De plus, le
volume courant utilisé pour obtenir cette méme pression de pic de 45cmH,0, était
beaucoup plus faible lorsque la PEEP était ajoutée (15mL/Kg avec la PEEP contre
43mL/Kg sans PEEP).

Dreyfuss et son équipe ont par la suite montré que la ventilation a haut volume courant
augmentait 'oedéme de perméabilité et que la formation de ces oedémes était
principalement déterminée par la pression trans-pulmonaire plutét que par la pression
de pic (Dreyfuss, Soler et al. 1988). La cage thoracique et 'abdomen de rats ventilés
étaient maintenus par du caoutchouc pour limiter leur amplitude de mouvement. La
ventilation était effectuée avec la méme pression de pic mais en diminuant

brusquement le VT de moitié. lls n’ont pas retrouvé la formation d’cedeme.
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Dans les années 80, Egan a montré dans ses travaux (Egan 1980, Egan 1982) sur
poumon entier ou lobes isolés que la perméabilité épithéliale, comme endothéliale,
augmentait avec l'augmentation du volume pulmonaire. Cependant, les travaux sur
poumon entier montraient que I'augmentation de la perméabilité était plus modérée
que sur lobe isolé certainement parce que les différences de pression trans-pulmonaires
étaient empéchées. D’apres ces travaux, il apparait que la distension des poumons au-
dela de la normale physiologique génére une hyperperméabilité épithéliale méme dans
des poumons sains. La ventilation mécanique avec des volumes courants proches de la
normale physiologique, peut aussi entrainer des changements dans la perméabilité
épithéliale de poumons déja lésés. Ainsi, dans leur modele de lésions pulmonaires
induites par I'acide chez le rat, Frank et son équipe (Frank, Gutierrez et al. 2002) ont
trouvé qu’une ventilation a 6mL/Kg entrainait moins de remplissage des alvéoles et
moins de lésions de la barriére épithéliale comparée a une ventilation a 12mL/Kg avec le
méme niveau de PEEP. Lorsque le volume courant est abaissé a 3mL/Kg, il y a encore
moins de lésions sur les cellules épithéliales et moins d’cedeme dans les voies
aériennes. Les mémes conclusions sont retrouvées dans un modeéle ou les animaux ont
été déplétés en surfactant pulmonaire (Imai, Nakagawa et al. 2001).

Des études ciblant particulierement les cellules épithéliales alvéolaires de type Il ont
permis de mieux comprendre le mécanisme de Iésions cellulaires dans le VILI. Dans une
de ses études, dans un modele in vitro d’étirement de cellules épithéliales alvéolaires,
I'augmentation de I'amplitude et de la durée ou de la fréquence des étirements
cycliques, entrainent de nombreuses |ésions sur la membrane plasmique de ces cellules
et leur mort (Tschumperlin, Oswari et al. 2000). Le taux de déformation de la cellule
pendant une seule tension n’affecte pas la membrane plasmique. Dans une autre étude,
la perturbation de la membrane induite par I'étirement cyclique in vitro est dépendante
de la fréquence du trafic de la membrane plasmique vers la surface cellulaire (Vlahakis,
Schroeder et al. 2001). L'inhibition du remodelage via le cytosquelette a peu d’impact
sur les lésions de la cellule, indiquant que la perturbation mécanique du cytosquelette

est moins importante que celle de la membrane plasmique. Ces résultats supportent
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I’'hypothése selon laquelle la déformation de la membrane et la perturbation du trafic
lipidique peuvent étre des mécanismes majeurs dans le VILI sans toutefois exclure
I'implication des signaux induits par I'étirement du cytosquelette.

La présence de fluide d’cedeme dans I'espace aérien est a la fois une conséquence des
Iésions pulmonaires mais aussi un mécanisme potentiel par lequel le VILI est amplifié.
En effet le liquide d’oedéme remplissant les alvéoles conduit au collapsus des alvéoles
en inactivant le surfactant (Wyszogrodski, Kyei-Aboagye et al. 1975). Cette diminution
du volume pulmonaire conduit a une hétérogénéité du poumon, résultant en une sur-
distension des unités pulmonaires restantes. C'est ce que I'équipe de Dreyfuss a
également montré chez le rat dont la partie distale des poumons était comblée par du
sérum salé (Dreyfuss, Martin-Lefevre et al. 1999). Ils ont montré que ce comblement
alvéolaire associé a une ventilation a haut volume courant agissait en synergie pour
augmenter la perméabilité endothéliale a I'albumine. Ils ont également trouvé que la
perméabilité a I'alboumine augmentait quand la compliance pulmonaire elle, diminuait,
suggérant que seule une petite partie des poumons étaient ventilée et qu’il en
résulterait donc plus de Iésions.

La clairance de l'cedéme nécessite le transport actif des ions sodium a travers
I’épithélium. Lecuona et son équipe ont montré que la ventilation a haut volume
courant induisait une diminution des transports sodiques dépendant de I'énergie
(Lecuona, Saldias et al. 1999) . Une instillation dans des poumons isolés d’agoniste -
adrénergiques restore les niveaux de clairance des oedemes de I'espace aérien en
augmentant l'activité et la quantité des transports sodium-potassium ATPase sur la
membrane basolatérale. Des études cliniques sur des patients atteints de SDRA ont
montré une corrélation entre la préservation de la clairance des fluides des espaces
aériens et une meilleure survie (Ware and Matthay 2001). Mais ces résultats n’ont

malheureusement pas été confirmés par la suite.

C. Notion de volotraumatisme
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Dreyfuss et son équipe ont par la suite montré que la ventilation a haut volume courant
augmentait les oedemes de perméabilité et que la formation de ces oedemes était
principalement déterminée par l'utilisation de ces hauts volumes plus que par la
pression dans les voies respiratoires (Dreyfuss, Soler et al. 1988). La cage thoracique et
I'abdomen de rats ventilés étaient maintenus par du caoutchouc pour limiter
I'amplitude des mouvements respiratoires. Dans ces conditions, la pression dans les
voies respiratoires était trés forte alors que le VT était lui modéré, cependant ils n’ont
observé aucune lésion sur les poumons. En revanche, la ventilation des animaux sans
restriction de I'amplitude des mouvements respiratoires, a une pression donnée les
volumes atteignent des valeurs trés hautes et ils ont observé que les Iésions sur le
poumon étaient trés séveres.

Cette étude a conduit a la conclusion que le volotraumatisme plus que le
barotraumatisme est le premier déterminant du VILI.

Pour bien comprendre ce qui caractérise le VILI il faut avant tout bien comprendre ce
gu’est la pression trans-pulmonaire (Raby, Le Bouder et al. 2009) qui est susceptible
d’induire des dommages sur le poumon pendant la ventilation mécanique, comme lors
de la ventilation spontanée (Kuchnicka and Maciejewski 2013). C’est en fait la différence
entre la pression dans les voies aériennes respiratoires (Paw) et la pression pleurale
(Ppl). Pendant la ventilation mécanique, la Paw augmente considérablement mais la Ppl
également ce qui permet de garder une pression PL normale et donc aucune séquelle
sur les poumons. Il est important de préciser que pour une pression des voies aériennes
donnée, le développement du VILI va dépendre de la pression transmurale générée
ainsi le terme volotraumatisme est plus adapté. PL est la véritable force de distension
du poumon (Gattinoni 2011). Lorsqu’elle est appliquée au squelette du poumon elle
entraine la formation d’une force de réaction inverse et égale appelée « stress », le
barotrauma. L'expansion du poumon qui en résulte par rapport a sa position initiale de
repos, est appelée «strain», le volotrauma. Ces deux forces, dans la limite
physiologique, sont reliées par une relation linéaire: stress=K x strain ou K est

I’élastance spécifique du poumon qui apparait quand le VT est égal a la capacité
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résiduelle fonctionnelle (CRF). Des études ont montré que I'élastance du poumon valait
(pour un volume pulmonaire équivalent a 2 CRF) environ 13 cmH,0/mL (Chiumello,
Carlesso et al. 2008) aussi bien chez des sujets avec des poumons sains que chez des
patients souffrant de SDRA. Méme en cas de lésion pulmonaire, barotrauma (Network)
et volotrauma (strain) restent dans une relation constante décrite par I'’équation
précédente. L'équivalent clinique du stress serait la pression transpulmonaire alors que
celui de « strain » serait le ratio de la variation de volume sur la CRF.

L’adjonction d’une pression de fin d’expiration positive atténue la sévérité des lésions
pulmonaires via deux principaux mécanismes décrits par I'équipe de Slutsky :

- en limitant les forces de cisaillement induites par les cycles de recrutement-
dérecrutement alvéolaires, qui modifient le surfactant (Bilek, Dee et al. 2003)
provoquant des lésions épithéliales (Tremblay and Slutsky 2006),

- et d’autre part via I'augmentation des pression intra-thoraciques qui réduit la
précharge cardiaque et réduit ainsi I'cedéme pulmonaire (Dreyfuss and

Saumon 1993).

En 1859, Darwin initie la théorie de I'évolution au grand public en compilant le fruit de
ses années de recherche et de son voyage a bord du Beagle s’attirant alors les foudres
des défenseurs du créationnisme. Mais, n’en déplaise a ses détracteurs, une
accumulation de données scientifiques (études géologiques, anatomiques,

embryologiques ou moléculaires) atteste de la validité de la théorie de I’évolution.
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Cellule dendritique CMH-1

Lymphocyte T

Figure 12. Synapse immunologique.

Interactions entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques permettant d’acti-
ver les lymphocytes T et d’induire leur différenciation. Certaines molécules stabi-
lisent leur interaction (LFA-1/ICAM-1,2 ; CD2/LFA-3) favorisant ainsi la liaison du
TCR au complexe CMH-Ag (1er signal) puis I'interaction des molécules de costimu-
lation (CD28/CD80, 86 ; CD40/CD40L) qui permettent l'activation compléte du
lymphocyte T (2éme signal).

56



Stephen Jay Gould, un paléontologue américain, a formulé la théorie des équilibres
ponctués, selon laquelle les transitions évolutives entre les espéces au cours de
I’évolution se font brutalement et non graduellement. L'immunité n’échappe pas a
cette regle et est également soumise aux contraintes de pressions sélectives. De
nombreuses voies de signalisation chez 'Homme étaient déja évoluées au moment du
dernier ancétre commun entre I’'Homme et les nématodes, il y a environ 600 millions
d’années. La réponse immunitaire innée des mammiferes posséde des origines
anciennes, présentant des points communs a celles des arthropodes et des nématodes .
Les barrieres physiques (comme la peau) sont les premiéres en contact avec les agents
infectieux. Elles vont les empécher d’envahir I'organisme. Mais en cas de rupture de ces
premieres barrieres, les pathogénes pénétrant I'organisme vont alors rencontrer une
deuxieme ligne de défense, le systéme immunitaire. Les composantes innées et
adaptatives de la réponse immunitaire vont permettre de protéger I'organisme, d’abord
par la reconnaissance du signal de danger, puis par 'activation des fonctions effectrices,
la régulation de la réponse et enfin la mise en mémoire du contact avec le pathogene
pour permettre une réponse plus précoce et efficace lors d’un second contact.

L'immunité innée se compose de nombreux effecteurs cellulaires. La promptitude de
cette réponse innée dépend de la rapidité d’activation de ces différents acteurs parmi
lesquels nous retrouvons les polynucléaires neutrophiles (PNN), les cellules de la lignée
des monocytes/macrophages et les cellules épithéliales des différents tissus infectés.
Toutes ces cellules ont la capacité tres importante de reconnaitre les pathogenes et
vont permettre la mise en place de la réponse inflammatoire notamment en activant la
production de molécules de linflammation. Elles sont également capables de
phagocyter puis tuer les pathogénes par des mécanismes de cytotoxicité. Parmi ces
cellules, certaines comme les macrophages ou les cellules dendritiques sont qualifiées
de cellules présentatrices d’antigene (CPA) car, comme leur nom l'indique, elles sont
capables de présenter lI'antigéne d’un pathogéne a d’autres cellules du systéme
immunitaire adaptatif au sein d’une véritable synapse immunologique (Figure 12) et

permettre son activation. Ces CPA constituent donc un véritable trait d’union entre le
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systeme immunitaire inné et adaptatif (Murphy et al. 2012). Je développerai plus en

détail 'immunité innée dans le chapitre suivant.

L'immunité adaptative est une réponse plus tardive, secondaire a la réponse innée. Elle
est principalement représentée par les lymphocytes. Il existe de trés nombreuses sous-
populations de lymphocytes, que I'on peut schématiquement classer en lymphocytes B
(Lg) et T (Ly). Chaque type de lymphocytes présente a sa surface des récepteurs
d’antigenes hautement spécialisés fixant des épitopes bien spécifiques, assurant ainsi la
reconnaissance d’un vaste répertoire de pathogenes. Les Lg reconnaissent et fixent les
pathogénes via leurs B-cell receptors (BCRs). Une fois le pathogéne fixé et reconnu, les
Lg s’activent et se différencient en cellules plasmacytoides, qui produisent alors des
anticorps (Ac) dirigés contre le méme antigene que le BCR. Des Lg ont également pour
role de mémoriser les propriétés de I'antigene les ayant activés, on les appelle les Lg
mémoires. lls vont permettre une réponse immunitaire secondaire plus rapide, plus
longue, plus intense et plus spécifique dans le cas d’'une seconde infection par le méme
antigene. lls ont également une durée de vie plus longue que les Lg plasmacytoides. Les
Lt quant a eux peuvent étre sous-classés en trois catégories: les lymphocytes
cytotoxiques (Arbibe, Mira et al.), les T-helpers (Th) et les T-régulateur (Treg). lls
présentent a leur surface un T-cell receptor (TCR). Les signaux envoyés par les Th vont
permettre aux Tc d’éliminer les cellules infectées tout ceci sous le contréle des Treg
(Belkaid et al 2006, Chung et al 2003, Happel 2005, Huang et al 2004). Les mécanismes
de défense anti-infectieuse des lymphocytes sont fondés sur la cytotoxicité, la
production d’'immunoglobulines et la modulation des effecteurs de I'immunité innée

(Kim et al 2007, Reim et al 2009).

Une fois I'assaut donné et le passage de la ligne de front (toutes les barriéres physiques

de notre corps), les pathogenes se retrouvent confrontés a I'immunité innée, véritable
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Figure 13. Représentation schématique de I'hématopoiése aboutissant a la génération des
principaux acteurs cellulaires de 'immunité innée et adaptative.

Les cellules souches hématopoiétiques sont pluripotentes et donnent naissance a des progéni-
teurs lymphoides et myéloides au niveau des organes lymphoides primaires ( moelle osseuse et
thymus) dont dérivent plusieurs populations cellulaires.

Concernant les effecteurs des réponses adaptatives, I'ontogénie des lymphocytes T s’achéve en
périphérie au niveau des organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques, rate...) tandis
que les lymphocytes B sont matures dans le thymus.
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Général de nos défenses, qui va permettre en quelques minutes de mobiliser les
différents acteurs de la réponse inflammatoire. Cette inflammation, sous couvert d’un
certain contrdle, tend a éradiquer les pathogénes tout en limitant les Iésions tissulaires

et a initier les effecteurs de I'immunité adaptative.

Les cellules du systeme immunitaire inné sont les macrophages, les granulocytes (PNN,
éosinophiles et basophiles), les mastocytes, les cellules dendritiques et certains
lymphocytes. A I'exception des lymphocytes, elles sont issues d’un précurseur commun:
le progéniteur myéloide commun (Figure 13). Provenant de la moelle, elles migrent vers
la circulation sanguine (Gordon and Taylor 2005). Les monocytes et les macrophages
constituent, avec les cellules dendritiques et les polynucléaires, les trois principaux
types de cellules phagocytaires (Murphy et al, 2012)

Les macrophages sont en réalité la forme différenciée des monocytes, qui apres
migration par diapédése dans le tissu cible se différencient soit en macrophage soit en
cellule dendritique. Les monocytes contrairement aux macrophages et cellules
dendritiques représentent la forme naive et circulante de ces cellules. Ils contribuent
essentiellement a linflammation, en plus de leur activité phagocytaire, par leur
sécrétion de cytokines inflammatoires comme l'interleukine (IL)-1 ou l'interleukine (IL)-8
qui est une puissante cytokine chemoattractante pour les PNNs au site de l'infection.
Les cellules dendritiques sont a I'interface entre I'immunité innée et adaptative. Ce sont
des CPA et elles exercent leur réle dans les organes lymphoides, ou elles maturent,
présentant alors a leur surface des antigenes reconnus par les lymphocytes T qui
passent d’un état inactif a actif (Murphy et al 2012, Galli et al 2008, Romani 2004,
Tracey 2009, Ulevitch 2004). Elles vont également initier I'orientation de la réponse
lymphocytaire vers des phénotypes TH1, TH2, TH17 ou Treg, par la libération de

médiateurs inflammatoires et I’expression de molécules de co-stimulation.
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Les granulocytes comprennent les PNNs, les éosinophiles et les basophiles. Au cours de
la réponse immune, leur nombre augmente et ils sont attirés par diverses molécules
inflammatoires comme les cytokines et migrent du sang vers les foyers infectieux ou
inflammatoires. Au site inflammatoire, ils phagocytent les pathogénes et meénent
également une action pro-inflammatoire en libérant des radicaux libres oxydants, des
protéases mais également des cytokines pro-inflammatoires.

Les lymphocytes font partie de I'immunité adaptative, mais parmi eux, trois catégories
particuliéres appartiennent a I'immunité innée : les lymphocytes Natural Killer (NK), les
lymphocytes y6 et les lymphocytes NKT. Les cellules NK, non T, non B, ont un
cytoplasme granulocytaire. lls reconnaissent et tuent les cellules anormales par une
activité cytotoxique.

Les mastocytes se différencient dans les tissus. La dégranulation de leurs molécules pro-

inflammatoires est impliquée dans la protection antiparasitaire des muqueuses.

A. Le systeme du complément

Une partie du systeme du complément consiste en un ensemble de protéines qui,
lorsqu’elles sont activées, forment des agrégats qui font des trous dans les membranes
cellulaires des microbes, et les tuent en les lysant. Le systeme du complément
comprend également des glycoprotéines sériques qui, lorsqu’elles sont activées,
permettent la capture des micro-organismes par phagocytose (opsonisation). Le
systeme du complément est a cheval entre les systemes immunitaires inné et adaptatif :
la cascade d’activation du complément conduisant a 'opsonisation ou a la lyse des
micro-organismes envahisseurs, peut étre activée soit par des molécules reconnaissant
des Pathogen-Associated-Molecular Patterns (PAMPs) (Wessel, Winderlich et al.) soit

par des Ac (adaptatifs) qui se fixent a des Ag étrangers spécifiques. De plus, certains des
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sous-produits de l'activation du complément entrainent I'inflammation et de ce fait
apportent des leucocytes au site de I'infection, déclenchant un autre type de réponse.
Le systtme du complément aboutit a la libération des anaphylatoxines pro-
inflammatoires C3a et C5a ainsi qu’a la formation d’un complexe d’attaque
membranaire (C5b-C9). Trois voies distinctes permettent I'activation du complément : la
voie classique, la voie alterne et la voie des lectines. Chacune aboutit a I'activation de C3
qui est le composant central du systeme. Durant la cascade protéolytique, une C3
convertase est produite et clive le composant C3 en deux molécules solubles, C3a et
C3b, qui se lient de maniére covalente a la surface du pathogene.

La voie classique est activée par les immunoglobulines (Ig) G ou IgM fixées a la surface
du pathogene. Dans la voie alterne, le C3 s’active spontanément au niveau des
membranes microbiennes, qui contrairement aux cellules de I'h6te, sont dépourvues de
protéines inhibitrices du complément comme le facteur H. La voie des lectines, quant a
elle, implique la fixation des récepteurs aux mannanes des parois microbiennes, ce qui
initie I'activation de la voie. Le C3b qui résulte de I'activation du C3 induit la formation
d’un complexe d’attaque. En se fixant a la surface du pathogene il agit comme une
opsonine. En parallele, le C3b peut également se fixer a la C3 convertase pour induire
un nouvel effecteur, la C5 convertase, qui clive le C5 en C5a et en C5b. D’autre part, les
produits des clivages successifs (C3a et C5a) participent au recrutement des cellules
inflammatoires, par chimiotactisme, ainsi qu’a I'opsonisation et a la phagocytose (C3b).
Enfin, le C5b intervient tardivement dans la voie du complément en s’assemblant avec
C6, C7, C8 et C9 pour former un complexe d’attaque membranaire qui endommage la
paroi des pathogenes. Quant au C5a, il amplifie les phénoménes inflammatoires en
potentialisant la production de MIF et de HMGBI1. Il active aussi la cascade de
coagulation, augmente I'apoptose des thymocytes et altére les propriétés phagoytaires

des PNN (Denk et al 2012, Flierl et al 2008, Rittirsch et al 2008).

B. Les protéines et peptides antimicrobiens
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Les peptides antimicrobiens inactivent rapidement les agents infectieux. Leur
assemblage forme des pores transmembranaires qui rendent perméable la membrane
bactérienne pour I'eau et les petites molécules, provoquant alors sa déstabilisation.

Deux grandes sous-familles composent la famille des peptides antimicrobiens, les B-
défensines et les cathélicidines. Les B-défensines sont actives contre les bactéries,
certains virus et les champignons (Zhao et al 1996). Leur mode d’action se fait via
I'activation du systéme du complément et la production d’IL-8 notamment par les
cellules épithéliales pulmonaires. Leur production est induite par la stimulation de
certains TLRs par leurs agonistes, comme le TLR2 (Wang et al, 2003). Les cathélicidines,
comme les défensines participent au chimiotactisme des PNNs et stimulent la
production de cytokines par les épithéliums infectés. Elles exercent également un réle
immuno-modulateur en liant le LPS des parois bactériennes et en modulant la voie de
signalisation entre les TLRs et le facteur transcriptionnel NF-kB (Mookherjee, Brown,

2006).

Des mécanismes de surveillance, de défense et de réparation ont été développés chez
les animaux multicellulaires pour détecter quand leurs cellules sont envahies par des
microorganismes mais également pour distinguer leurs cellules mortes de celles encore
vivantes. Ces mécanismes de surveillance, défense et réparation nécessitent la mise en
place de signaux de danger, la présence de cellules qui réagissent via des récepteurs en
réponse a ces signaux de dangers pour obtenir une réponse physiologique (Bianchi
2007).

Un sous-groupe de ces systémes est maintenant bien connu, il s’agit des PAMPs, qui
sont divers groupes de molécules microbiennes identifiables par différents traits

biochimiques (molécule entiere ou le plus souvent des portions ou des assemblages
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polymériques de molécules) et qui vont alerter I'organisme d’une intrusion de
pathogénes.

Cependant les pathogénes ne sont pas les seuls responsables de Iésions sur les tissus et
les cellules. Les traumatismes de type déchirure, écrasement ou étirement par des
forces mécaniques peuvent aussi générer des lésions tissulaires. Des médicaments,
comme les chimiothérapies tuent en plus des cellules tumorales des cellules saines de
I'organisme. Ce genre de lésions génere de I'inflammation dans notre corps. Ces lésions
vont induire la destruction des cellules et la libération de leur contenu dans le domaine
extra-cellulaire. Ces molécules de nature extrémement diverses et de localisation
normalement intra-cellulaire vont générer de l'inflammation une fois déversées en
dehors de la cellule. On les appelle alarmines, terme proposé en 2006 par Joost
Oppenheim a la fin d’'un workshop sur les signaux de danger et HMGB1 a Milan. Ce
terme permet de distinguer les molécules endogénes qui signalent les |ésions sur les
tissus et cellules des PAMPs. Ensemble, alarmines et PAMPs constituent la vaste famille

de Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs).

A. Les signaux de dangers infectieux

Le systeme immunitaire inné reconnait ses cibles principalement via les PAMPs
(Janeway 1989). lls possedent tous des structures communes trés importantes pour leur
reconnaissance. Ce sont des structures moléculaires produites uniquement par les
pathogénes et non par les cellules de I'organisme hote. On peut citer par exemple les
peptidoglycan et les lipopolysaccharide (LPS) qui sont produits uniquement par les
bactéries et pas par les cellules eucaryotes. Cette reconnaissance trés spécifique des
PAMPs permet au systéme immunitaire inné de discriminer le soi du non soi (Medzhitov
and Janeway 2000). Les PAMPs représentent également des motifs moléculaires trés
conservés essentiels a la survie du micro-organisme. Nous pouvons reprendre I'exemple
du peptidoglycan devenu au fil de I’évolution une cible du systeme immunitaire inné. En

effet les bactéries exprimant le peptidoglycan sont sensibles a la pénicilline, qui est

64



PRR Structure Localisation Ligand Source ligand
TLR = sensing des PAMP et DAMP
TLR1 Membrane plasmigue Lipoprotéine triacylée Bacteries
TLR2 ) . . Bacteriens, virus,
Membrane plasmigue Lipoproteine, HSP B .
parasites, soi
M-ter C-ter
TLR3 Endolysosome ARN double brin Virus
. LF5, HSP, HMGBIL, . . .
TLR4 Membrane plasmigue . . . Bactéries, virus, soi
fibronectine, fibrinogéne
TLRS Membrane plasmigue Flagelline Bacteéries
TLRG Membrane plasmigque Lipoprotéine diacylés Bactéries, virus
TLR7 (TLRE humuain) Endolysosome ARM simple brin Virus, bactéries, soi
. R Virus, bactéries,
TLRS Endolysosome ADMN CpiE non méthylé frus, BECEnes,
protozoaires, soi
TLR1O Endolysosome Inconmu Inconnu
TLR11 Membrane plasmigue Molécule Profilin-like Protozoaires
RLR Cytoplasme = sensing des PAMP
RIG- Court ARM:!IJ, ‘Il'll'l.;ls 3 ARN
ARMNdb 5'triphosphate oua ADN
Long ARNdb Virus 3 ARM
Inconnmu Virus 3 ARN

= sensing des PAMP et DAMP

MDF, ATP, cristaux

. ! Bactéries, virus, soi
d'acide urique

iE-DAP, MDP Bacteries
Flagelling Bactéries
ADMN Virus
ADN Virus

= sensing des PAMP et DARMP

Dectine-1 M-ter C-er

Dectine-2

B-glucane Champignons
B-glucane Champignons
SAF130 50i, champignons

Tableau 1. Représentation schématique et classification des PRRs et de leurs ligands.
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capable d’inhiber la synthese de peptidoglycan chez ces organismes. Or, certains
mutants de bactéries sont capables par des mécanismes de résistances tres développés,
d’inactiver la pénicilline. Mais grace au systeme immunitaire inné qui cible le
peptidoglycan, ces mutants sont tout de méme reconnus et éliminés évitant ainsi le
développement d’'une génération de mutants. Les PAMPs sont également partagés par
un large groupe de micro-organismes. Par exemple, toutes les bactéries ont des
peptidoglycans et des lipoprotéines. Cette propriété des PAMPs permet a un nombre
limité de Pattern Recognition Receptors (PRRs) de reconnaitre une vaste variété de
micro-organismes. Les PAMPs représentent souvent la signature d’une classe de
pathogénes. Par exemple le LPS, 'acide lipotéchoique (Lopez Sastre, Perez Solis et al.
2006) ou les mannanes sont la signature des bactéries a Gram-négatif, a Gram-positif et
des champignons, respectivement. La reconnaissance de ces PAMPs informe donc le
systeme immunitaire inné de la présence mais également du type de pathogenes qui
envahit I'organisme. Ceci permet a I'immunité innée de bien choisir quel mécanisme de
défense adopter, quels effecteurs seront les plus efficaces sur une classe donnée de
pathogénes.

Si un micro-organisme franchit I'une des barriéres, il commence a se répliquer dans les
tissus de I’héte. Il y est immédiatement reconnu par les PRRs des cellules phagocytaires
résidentes de ces tissus, via les PAMPs et il représente une des causes principales du
sepsis (Denk, Perl et al. , Vance, Isberg et al. 2009). Parmi les PRRs, les principaux
(Tableau 1) que nous pouvons citer sont les Toll-Like Receptors (TLRs), les C-type lectin
receptors (CLRs), les NOD-Like receptors (NLRs), les protéines de la famille des
galectines et les récepteurs scavenger de classe B. Suite a la fixation des PAMPs, les
TLRs et les CLRs vont activer de multiples voies de signalisation aboutissant a
I'expression de NF-kB, des NODs, a I'activation de I'inflammasome. Ces diverses voies
de signalisation conduisent a la production de cytokines, de chémokines, de défensines,

de radicaux libres oxydants ou de récepteurs du complément 3 (CR3).

B. Les signaux de dangers non infectieux et l'inflammasome
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a. Les alarmines

En dehors des PAMPs, plusieurs hypothéses ont été soutenues quant a l'origine de
I'activation de l'inflammation. En effet le systeme immunitaire de I’h6te doit également
faire face a des signaux de dangers endogénes appelés alarmines ou DAMPs (damage
associated molecular Patterns).

Deux études récentes soutiennent que l'origine est en grande partie mitochondriale.
Les espéces réactives de I'oxygene (Lopez-Medrano, San Juan et al. 2013) et ’ADN
mitochondrial libérés au cours du stress oxydatif, du disfonctionnement mitochondrial
puis de la mort cellulaire semblent jouer un réle clé dans I’activation de I'inflammasome
mais les mécanismes moléculaires restent encore imprécis (Zhou et al., 2011). Il est en
effet probable que le stress cellulaire, ou plus précisément la nécrose cellulaire, induits
par la bactérie et les lésions tissulaires, occasionnent la libération dans le secteur
extracellulaire d’alarmines. Physiologiquement intracellulaires et reconnues par I’'h6te
comme provenant du soi, ces alarmines sont reconnues comme non-soi dés lors qu’elles
migrent en position extra-cellulaire (Matzinger, 2002). Ces signaux endogénes sont
capables de produire une réaction pro-inflammatoire en attirant sur le site de
I'infection, les cellules effectrices comme les macrophages et les polynucléaires
neutrophiles. Les alarmines mitochondriales représentent un sous groupe des DAMPs,
capable de générer une inflammation stérile. Elles comprennent de I’ADN mitochondrial
(mtADN) et du fMLP (N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine) mitochondrial,
normalement situé dans la membrane des mitochondries, qui agissent en synergie avec
I’ATP extracellulaire (Zhang et al., 2010). Chacune de ces alarmines a un mode d’action
différent : ’ADNmt active la transcription du gene du pro-IL-18 via la liaison a TLR9 et
I'activation de NF-kB; I’ATP active I'inflammasome résultant dans la maturation du pro-
IL-1B en IL-1B; le fMLP agit comme un puissant chémoattractant pour les PNNs en liant
un récepteur spécifique présent a leur surface (PRP1), blocable in vivo par la

ciclosporine (McDonald et al., 2010).
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Parmi tous les NLRs qu’il existe, cinq ont été décrits comme étant a |'origine d’un
complexe moléculaire appelé inflammasome. Il s’agit des inflammasomes assemblés
autour de protéines NIrpl, Nilrp3, AIM2, Nlrc4 et tout récemment Nlrp6. Ces
inflammasomes sont des complexes protéiques cytoplasmiques capables d’activer des
caspases pro-inflammatoires et d’activer les cytokines IL-1B et IL-18. Seule sera abordée

ici la description de I'inflammasome NLRP3.

b. L'inflammasome NLRP3

NLRP3 (anciennement NALP3 pour NACHT-, LRR and PYD-containing proteins 3) est un
complexe inactif qui nécessite le recrutement de ASC et Caspase-1 active pour la
maturation de I’ IL-1B (Agostini, Martinon et al. 2004). Cet inflammasome est capable
de répondre a un nombre tres important de molécules endogéenes ou exogénes et de
situations différentes. Méme si I'inflammasome NLRP3 peut étre activé par une large
variété de stimuli, des études récentes ont montré que tous les activateurs de cet
inflammasome engagent un petit nombre de voies partagées comme I’efflux d’ions
potassium a travers le canal ionique P2X7 (Kahlenberg and Dubyak 2004), la production
d’especes réactives a I'oxygéne (ROS) par la membrane plasmique ou la mitochondrie
(Cruz, Rinna et al. 2007, Dostert, Petrilli et al. 2008), ou encore des dysfonctionnements
mitochondriaux conduisant a la libération dans le cytosol du contenu mitochondrial

(Halle, Hornung et al. 2008, Shimada, Crother et al. 2011).

C. Les récepteurs capables de reconnaitre les différents motifs

moléculaires des pathogéenes

Ces récepteurs ou PRRs sont capables de reconnaitre des motifs moléculaires
particuliers retrouvés chez les pathogénes, les PAMPs. Grace a la restriction de la
reconnaissance innée aux profils moléculaires présents sur les microbes, la réponse

innée reste focalisée sur les entités pouvant occasionner des infections plutot que sur

68



des substances qui seraient simplement du non Soi. La capacité des PRRs a distinguer le
Soi du non Soi est parfaite car les PAMPs sont produits uniquement par les pathogenes
et jamais par les cellules de I’h6te. Ceci contraste avec la reconnaissance occasionnelle
d’antigenes du Soi par les cellules de I'immunité adaptative ayant comme lourdes
conséquences le développement de maladies auto-immunes, ce qui est impossible avec
I'immunité innée.

Les PRRs sont des protéines que I'on peut qualifier d’hétérogenes, tant sur le plan
structurel que fonctionnel (Medzhitov and Janeway 1997). Plusieurs types de domaines
protéiques sont impliqués dans la reconnaissance des motifs moléculaires dont les plus
importants sont le domaine C-type lectin, le domaine scavenger receptor cystein-rich et
les domaines leucine-rich repeat (LRR). Les PRRs peuvent étre retrouvés sous forme de
protéines sécrétées libres dans les fluides corporels. lls peuvent également étre
exprimés a la surface des cellules ou dans le cytoplasme. lls possedent 3 fonctions :

- ils sont impliqués dans I'opsonisation des bactéries et des virus permettant
leur phagocytose ou l'activation de la voie des lectines du complément
(Fraser, Koziel et al. 1998);

- permettent la prise en charge des pathogenes par les cellules phagocytaires
et les cellules dendritiques (Stahl and Ezekowitz 1998);

- ils déclenchent les voies de signalisation qui aboutissent a I'induction de la
transcription de nombreux genes de la réponse immune comme ceux des
cytokines inflammatoires ou des peptides antimicrobiens.

Ces PRRs sont apparus tres tot au cours de I'évolution ce qui explique que I'on retrouve
de nombreuses homologies fonctionnelles et structurelles avec des récepteurs dans
diverses espéces allant de la drosophile a 'Homme. L'exemple de la famille des TLRs
illustre parfaitement ce constat. En effet, I'identification et la caractérisation des TLRs
chez les mammiferes (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1997) (Rock, Hardiman et al.
1998) ont révélé de nombreuses ressemblances avec leurs homologues chez la
Drosophile. Chez les deux especes les TLRs sont des récepteurs transmembranaires

constitués d’'un domaine extra-cellulaire LRR et un domaine de signalisation
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cytoplasmique, qui est similaire au domaine cytoplasmique retrouvé dans les récepteurs
a Iinterleukine-1 (IL-1R), et est donc appelé pour cette raison domaine Toll/IL-1R (TIR)

(Kopp and Medzhitov 1999).

D. Les TLRs

Les protéines Toll ont d’abord attiré I'attention pendant les années 1980, lorsque les
chercheurs en Allemagne ont trouvé que les mouches en cours de développement ne
pouvaient pas établir un axe dorso-ventral correct en absence de Toll (Toll se référant
aux mouches mutantes ayant bizarrement une anatomie brouillée). Toll est un
récepteur de signalisation transmembranaire ; les molécules apparentées ayant un réle
dans I'immunité innée ont été appelées les récepteurs Toll-like. Trois découvertes
majeures ont apporté des connaissances sur le réle central des TLRs dans I'immunité
innée. En 1996, Jules Hoffman et Bruno Lemaitre ont trouvé, a partir de leurs
observations chez la drosophile, que des mutations dans Toll, connu pour avoir un réle
dans le développement de la mouche, rendaient les mouches trés sensibles a des
infections létales par Aspergillus fumigatus, un champignon contre lequel les mouches
étaient immunisées (Lemaitre, Nicolas et al. 1996). Elles ne parvenaient plus a induire
I'expression d’un peptide antifongique majeur, la drosomycine. Cette découverte
suggérait que les protéines Toll de la drosophile sont en fait impliquées dans la
reconnaissance des pathogenes fongiques mais pas dans celle des pathogénes
bactériens puisque les réponses antibactériennes chez les mémes mutants étaient
normales. Cette expérience a démontré l'importance des réponses immunitaires
déclenchées par un pathogéne chez un organisme non vertébré. Les mouches porteuses
de mutations sur un autre TLR de drosophile, le 18-Wheeler (18 W), ont montré un
phénotype complémentaire, dans lequel la mutation affectait principalement leur
capacité a reconnaitre les bactéries a Gram-négatif et a induire un peptide contre ces
bactéries, I'attacine (Williams, Rodriguez et al. 1997). Cette observation suggére qu'’il

existe différents membres au sein de la famille des Tolls chez la drosophile et que
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chacun est spécialisé dans la reconnaissance de différentes classes de pathogenes.
Cette reconnaissance est supposément médiée par la reconnaissance de PAMPs
caractéristiques d’une classe donnée de pathogenes. Ces notions ont été reprises
ensuite dans de nouvelles expériences chez des mouches de phénotype sauvage
infectées avec différentes classes de pathogénes. Ces expériences ont montré que les
infections induisaient majoritairement I'expression de peptides antimicrobiens ayant
une activité correspondant au type d’infection, par exemple, la drosomycine (peptide
anti-fongique) est majoritairement produite en réponse a une infection par un
champignon. La conclusion importante de ces études est que la drosophile, un
organisme dépourvu de systeme immunitaire adaptatif, est capable uniquement grace a
son immunité innée, non seulement de détecter la présence d’une infection mais en
plus de déterminer le type du pathogéne qui I'envahit. En 1997, Ruslan Medzhitov et
Charles Janeway ont découvert qu’une certaine protéine humaine, identifiée par
homologie entre son domaine cytoplasmique et celui de Toll, activait I'expression des
geénes de la réponse immunitaire quand elle était transfectée dans une lignée cellulaire
humaine expérimentale. Cette protéine humaine a ensuite été appelée TLR4. Cette
découverte était la premiere preuve qu’une voie de la réponse immunitaire était
conservée entre les drosophiles et les humains. La question était alors de savoir si
comme chez la drosophile les Toll des mammiferes étaient capables de discriminer
différentes classes de pathogénes. La preuve la plus forte est arrivée avec le clonage
positionnel du locus responsable de I’'hypo-sensibilité aux LPS des souris de la souche
C3H/HelJ qui a révélé I'existence d’'une mutation perte de fonction dans le géne tir4
(Poltorak, He et al. 1998). En effet, les souris C3H/HeJ ne répondent pas au LPS et
présentent une sensibilité plus importante aux infections a bactérie a Gram-négatif
(Qureshi, Lariviere et al. 1999). Ainsi, une seule protéine Toll, TLR4, apparait comme
étant responsable pour la détection d’une classe donnée de pathogénes, les bactéries a
Gram-négatif. Dans ce cas, la détection est mediée par la reconnaissance du LPS, la
signature moléculaire des bactéries a Gram-négatif. Un autre membre de la famille des

TLRs, le TLR2, est impliqué dans la reconnaissance des bactéries a Gram-positif par la
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Figure 14. La reconnaissance des signaux de danger par les onze TLRs.

Les bactéries sont détectées par cing TLRs chez I'Homme : le LPS est le ligand principal de
TLR4, le LTA et les lipopeptides di-acétylés sont reconnus par I'hétérodimere TLR2/TLR6, les
lipopeptides tri-acétylés sont reconnus par TLR2/TLR1, les motifs CpG sont reconnus par TLR9 et
la flagelline est le ligand de TLR5. TLR11 n’est exprimé que chez la souris et reconnait les bacté-
ries uropathogenes. Pour les réponses antifongiques, I'hétérodimére TLR2/TLR6 reconnait le
zymosan. Cing TLRs sont impliqués dans la réponse antivirale : TLR4 reconnait la F protéine,
I’ARN double brin (poly | :C) est le ligand de TLR3, I’ADN CpG est reconnu par TLR9, les ARN viraux
simple brins sont les ligands de TLR7 (seulement chez I'Humain) et TLR8. Les protéines a
ancrage GPI| des protozoaires sont reconnues par les dimeres de TLR2. Enfin, les produits de
I'inflammation (comme HSP60) sont reconnus par TLR4. Ce large répertoire de reconnaissance
par les TLRs semble conférer la capacité a reconnaitre tous les pathogenes envahissant le corps
humain. GIPL, glycoinositolphospholipid ; VSV, vesicular stomatitis virus. D'apres (Liew et al.
2005).

72



reconnaissance du LTA et du peptidoglycane, deux PAMPs caractéristiques de cette
classe de bactéries (Schwandner, Dziarski et al. 1999, Yoshimura, Lien et al. 1999).
D’autres membres de la famille des TLRs des mammiféres sont spécifiques de PAMPs
caractéristiques d’autres classes de pathogenes, comme les lipopeptides tri-acylés
bactériens (TLR1), di-acylés (TLR6), les peptidoglycanes bactériens, les zymosan de
levure ou les lipoprotéines de mycobactéries (TLR2), les ARNs double brin des virus
(TLR3), la flagelline des bactéries (TLR5), ou encore les motifs CpG non méthylés (TLR9)
(Akira 2003). Certains TLRs peuvent former des hétérodimeres leur permettant ainsi
d’élargir le champ des molécules reconnues. On peut prendre comme exemple
I’association de TLR1 et TLR2 lors d’une activation cellulaire par les lipopeptides tri-
acylés (Figure 14). En revanche la réponse aux lipopeptides di-acylés implique un dimere
entre TLR2 et TLR6. Certains TLRs, comme TLR3, -4, -5 ou -9 fonctionnent en
homodiméres mais pourraient avoir besoin de s’associer avec des molécules accessoires

pour permettre une reconnaissance et une signalisation optimale.
Les TLRs sont largement exprimés par différents types cellulaires chez de nombreuses
especes animales (Akira, Uematsu et al. 2006). A ce jour, dix différents TLRs (TLR1 a 10)

ont été identifiés chez ’'Homme (Beutler 2009).

a. Les voies de signalisation des TLRs

Les récepteurs de la surface cellulaire regoivent des signaux initiaux qui activent des
réponses complexes du systeme immunitaire inné. L'étape suivante est la transmission
des signaux a l'intérieur de la cellule, appelée transduction du signal. La réponse aux
signaux nécessite trois éléments: le signal lui-méme, un récepteur, et une voie de
transduction du signal qui connecte le détecteur aux mécanismes effecteurs. Dans le cas
de I'immunité innée, le signal sera un produit microbien, le récepteur un PRR et le signal
sera transduit par des interactions entre molécules intracellulaires spécifiques. Le but

ultime étant la clairance de I'organisme pathogene.
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Les TLRs activent une voie de signalisation menant a I'activation de deux facteurs de
transcription, NF-kB et AP1, qui régulent ensuite [|'expression de cytokines
inflammatoires dont TNF-a et IL-8 par exemple ainsi que I'expression des molécules co-
stimulatrices telles-que CD80 et CD86 (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1997).

La voie de signalisation dépendante de MyD88 :

Le domaine TIR des TLRs, joue un role critique dans l'activation des facteurs de
transcriptions. En effet des études ont montré qu’une mutation ponctuelle dans les
séquences codant ce domaine du récepteur pouvait bloquer la réponse a un signal
activateur (Poltorak, He et al. 1998). Les TLRs interagissent via ce domaine TIR, avec le
domaine TIR du facteur MyD88, une molécule retrouvée dans le cytoplasme. Dans sa
partie amino-terminale, cette molécule est composée d’ un domaine de mort (DD pour
Death Domain) via lequel elle va interagir avec les sérine-thréonine kinases a domaine
DD de la famille IRAK (IL1IR Associated Kinase), IRAK4 (Janssens and Beyaert 2002).
MyD88 fonctionne comme un adaptateur entre les récepteurs a domaine TIR et des
kinases impliquées dans la signalisation en aval. Le role majeur de MyD88 dans
I'induction NF-kB dépendante des genes codant pour le TNF-a et I'lL-6 a été confirmé
lors d’expériences menées chez des souris déficientes pour le géne codant MyD88
(Imler and Hoffmann 2003). Lors de ces expériences chez ces souris mutantes, une voie
de signalisation indépendante de MyD88 a été révélée. En effet, chez ces souris MyD88-
/-, l'induction de NF-kB (et AP1) par le LPS (TLR4) et les ARNs double brins (TLR3) n’est
pas abolie mais seulement retardée. Il a ainsi pu étre démontré qu’il existe deux
groupes de TLRs, dont I'un, qui inclut TLR3 et TLR4, ne dépend pas seulement de MyD88
pour la signalisation. On sait également que TLR3 et TLR4 peuvent utiliser une autre
molécule a domaine TIR, connue sous le nom de TRIF, pour activer NF-kB et APA et le
facteur IRF3, qui régule I'expression de I'IFN-B (Hoebe, Du et al. 2003, Yamamoto, Sato
et al. 2003). La voie de signalisation dépendante de TRIF sera détaillée par la suite.

Deux autres molécules cytoplasmiques a domaine TIR sont impliquées dans la
signalisation par certains TLRs. Une d’elle, TIRAP ou MAL, fonctionne comme cofacteur

de MyD88 en aval de TLR2 et TLR4 uniquement (Yamamoto, Sato et al. 2002). La
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Figure 15. Les voies de signalisation dépendantes de MyD88 et de TRIF.

Apres la stimulation par un ligand adapté, les TLRs, exepté TLR3, recrutent MyD88, IRAKs et TRAF6 pour activer leur voie

de signalisation.

Par la suite, la voie de signalisation des TLRs diverge a partir de TRAF6 en deux voies différentes pour produire les

cytokines inflammatoires.

TLR3 utilise TRIF pour I'activation de la voie dépendante de TRIF pour produire 'interféron de type | et les cytokines

inflammatoires.
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seconde, appelée TRAM, fonctionne comme un cofacteur de TRIF en aval de TLR4 (mais
pas de TLR3) (Yamamoto, Sato et al. 2003). Un réseau complexe de molécules
cytoplasmiques a domaine TIR est impliqué dans la signalisation via par les TLRs.

En aval de MyD88, on trouve la kinase IRAK4 (IL1R Associated Kinase 4) qui, en réponse
a I'activation des TLRs, active d’autres membres de la famille IRAK, IRAK1 et IRAK2, qui
s’autophosphorylent, se dissocient alors de MyD88 et interagissent avec le facteur
TRAF6 (Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factor 6) (Suzuki, Suzuki et al. 2002).
TRAF6 est une molécule a domaine RING qui active a son tour les facteurs Uevl et
Ubcl13 qui catalysent la polyubiquitination de TRAF6. Cette polyubiquitination implique
une polymérisation de I'ubiquitine sur la lysine en position 63 (K63) et non sur la lysine
en position 48, habituellement utilisée pour marquer les protéines dégradées par le
protéasome (Wilkinson 2003). TRAF6 catalyse également la formation d’une chaine
d’ubiquitines libre. Un complexe, composé par TAK1 (TGF-b-activated kinase), TAB1
(TAK1-binding protein), TAB2 et TAB3, est activé par la chaine d’ubiquitines libre de
TRAF6. Il phosphoryle alors IKKB (IkB Kinase) et la MAPK kinase 6 (MAPKK6). D’autre
part, il résulte de la phosphorylation d’IKKb, que le complexe IKK (composé d’IKKa, IKKf
et NEMO (NF-kB essential modulator) phosphoryle IkBa, une protéine inhibitrice de la
voie NF-kB. La phosphorylation d’IkB induit sa dégradation par le systéme ubiquitine
protéasome, ce qui libére NF-kB. NF-kB se transloque alors dans le noyau et active la
transcription des génes codant pour des cytokines, des mécanismes pro-inflammatoires
(Takahashi, Kawai et al. 2006) mais aussi les costimulateurs déclenchants I'induction de
la réponse adaptative (CD40, CD80, CD86). La phosphorylation de MAPKK6 active la
voie des MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase), qui est composée de trois sous-
familles, les JNKs ( c-Jun-N-terminal Kinase), les ERKs (Extracellular-Regulated Kinase) et
les p38. Cette activation est responsable de I'engagement d’un autre facteur de
transcription, AP1 qui cible des genes codants pour des cytokines (Takeuchi and Akira
2010). Ce facteur de transcription est composé de protéines Jun et Fos qui forment des
homo- ou des hétérodimeres (Figure 15).

La voie de signalisation dépendante de TRIF :
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Comme abordée plus haut, I'étude des souris déficientes pour MyD88 (myd88-/-) a
révélé I'existence d’une voie indépendante de MyD88. Cette voie est engagée suite a la
liaison de TLR3 et TLR4 avec leurs agonistes (ARN double brin ou LPS). Chez ces souris
on observe une diminution de I'activation de NF-kB apres injection intra-péritonéale de
LPS, mais en revanche la production d’IFN-B et I'expression des genes régulés par IRF3
sont conservées (Kawai, Adachi et al. 1999). La molécule adaptatrice TRIF (Tir-containing
adaptater producing IFN-B) s’est avérée étre impliquée dans la voie indépendante de
MyD88 (Hoebe, Du et al. 2003).

En réponse a la stimulation, TLR4 recrute TRIF par lintermédiaire de TRAM
contrairement a TLR3 qui le recrute directement. TRIF est associée a TRAF3 et TRAF6 a
travers ses motifs TRAF-binding dans la partie amino-terminale. TRIF est constituée
également d’un motif RHIM (RIP (Receptor-interacting protein) homotypic interaction
motif), qui interagit ainsi avec RIP1 et RIP3 (Carty, Goodbody et al. 2006). TRAF6 et RIP1
activent NF-kB alors que TRAF3 active TBK1 (TANK (TRAF family member-Associated NF-
KappaB activator)-Bonding Kinase)/IKK-i par I'intermédiaire de NAP1 et SINTBAD. TRAF3
phosphorylée est transloquée dans le noyau pour y induire I'expression des génes des
IFNs de type | (Tenoever, Ng et al. 2007, Takeuchi and Akira 2010).

En parallele, TRADD (TNFR (TNF Receptor) associated death domain), un adaptateur
essentiel de la voie des TNF récepteurs est impliqué dans la voie de signalisation de
TRIF. TRADD va former un complexe avec FADD (FAS-associated death domain
containing protein) et RIP1 (Figure 15). Ce complexe est impliqué dans la voie de
signalisation dépendante de TRIF. Par la suite, I'ubiquitination de RIP1 sera essentielle a
I'activation de NF-kB pour permettre a FADD d’activer la caspase 8 ou la caspase 10
dont la forme clivée activera NF-kB (Takahashi, Kawai et al. 2006)

Depuis la découverte du réle critique joué par Toll chez la drosophile en 1996, il a été
clairement établi que les TLRs contrélent de multiples aspects de la réponse
immunitaire, a la fois innée et adaptative. De ce fait ces récepteurs sont
potentiellement impliqués dans plusieurs types de pathologies affectant le systeme

immunitaire, allant du choc septique a I'asthme ou aux maladies auto-immunes.
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b. Le TLR2 en particulier

L'identification, la caractérisation moléculaire et le clonage de TLR2 ont été publiés pour
la premiere fois en 1998 (Rock, Hardiman et al. 1998). Des années de recherche
intensive ont permis de démontrer I'importance de TLR2 dans I'immunité des vertébrés.
Il est le seul capable de former des hétérodimeres fonctionnels avec plus de deux autres
types de TLRs. Il est également capable d’interagir avec de nombreuses molécules non-
TLRs, permettant ainsi la reconnaissance d’'une grande variété de PAMPs d’origine
bactérienne, fongique, virale ou parasitaire (Zahringer, Lindner et al. 2008). Son
expression est ubiquitaire, on le retrouve aussi bien sur des cellules immunitaires,
endothéliales ou encore épithéliales ce qui lui confere un large éventail de réles et de
fonctions (Flo, Halaas et al. 2001).

Les ligands du TLR2 :

Les TLRs sont regroupés en six familles principales en fonction du nombre de LRR, et
TLR2 fait partie de la sous famille TLR1 (Matsushima, Tanaka et al. 2007). La
reconnaissance spécifique de ligands entraine I’'hétérodimérisation de TLR2 avec TLR1
ou TLR6 et la transduction du signal. Cette aptitude résulte en la formation de poches
de fixation distinctes qui facilitent la reconnaissance des lipopeptides diacétylés et
triacétylés. Les lipopeptides sont fixés de maniere forte mais non spécifique au TLR2.
Les hétérodimeres TLR2/TLR1 et TLR2/TLR6 seraient préformés a la surface des cellules.
En I'absence de TLR1 et TLR6, TLR2 formerait un homodimere (Jin, Kim et al. 2007) mais
ceci na pour le moment jamais été observé. Au sein des deux hétérodimeres, les
modules LRR conférent une structure en forme de fer a cheval a I'ecto-domaine et
chaque hétérodimere forme un complexe en forme de « M » avec le ligand, stabilisant
alors les deux récepteurs. Sans le ligand, il n’y a pas d’interaction entre les domaines
intracellulaires des hétérodimeéres préformés et pas d’activation en conséquence de la
voie de signalisation. L'interaction entre ligand et TLR2 se fait au niveau des LRR9 a
LRR12, par les résidus hydrophobes, entre les ponts ester des acides gras et la poche

interne de TLR2. Cette conformation suffit a I'induction du signal intracellulaire par la
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Figure 16. Reconnaissance par TLR2 et réponse aux lipoprotéines
bactériennes.

TLR2 forme un hétérodimere avec TLR1 ou TLR6. TLR1 a un canal
hydrophobe qui fixe le troisieme acétyl, ce qui lui permet de lier les
lipopeptides triacétylés. Ce canal hydrophobe est clos dans TLR6
par la présence de phénylalanine, de maniere a ce que I'hétérodi-
mere TLR2/TLR6 reconnaisse les lipopeptides diacétylés. Chacun
de ces hétérodimeres induit une cascade d’activation aboutissant a
I'induction du systéeme immunitaire inné, incluant 'instruction de
la réponse immunitaire adaptative par la libération de cytokines,
de la phagocytose et de la réponse antimicrobienne. D’apres
(Schenk et al. 2009).
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fixation des lipopeptides di-acétylés. La reconnaissance du lipopeptide tri-acétylé par
TLR2 et I’'hétérodimérisation requiérent l'interaction entre un acide gras en C-terminal
du lipopeptide et un canal hydrophobe d’une LRR de TLR1. Ce canal hydrophobe est
bloqué pour TLR6, par deux phénylalanines ce qui I'empéche de se fixer a la troisieme
acétylation d’un lipopeptide (Schenk, Belisle et al. 2009) (Figure 16).

Les principaux ligands du TLR2 sont les lipoprotéines retrouvées sur toutes les bactéries
et en particulier sur la membrane externe des bactéries a Gram-positif. Elles présentent
un unique acide aminé NH3-terminal, la N-acyl-S-diacyl-glycérol-cystéine, et trois
chaines lipidiques (sauf les lipoprotéines des mycobactéries qui possédent seulement
deux chaines lipidiques). Les triacyl-lipoprotéines sont reconnues par le complexe
TLR2/TLR1 et les diacyl-lipoprotéines par le complexe TLR2/TLR6 (Beutler, Jiang et al.
2006).

Des complexes endogenes peuvent également activer le TLR2. Ils sont libérés en cas de
Iésions tissulaires, de nécrose ou en présence de cellules tumorales (comme les heat
shock proteins (HSP), la high mobility group box 1 (HMGB1) (Curtin, Liu et al. 2009), la
B-defensine 3 (Funderburg, Lederman et al. 2007), des fragments d’acide hyaluronique
(Scheibner, Lutz et al. 2006)) correspondant aux alarmines décrites précédemment.

La signalisation par le TLR2 :

Les hétérodiméres TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6 reconnaissent leurs agonistes. Ills engagent
alors deux voies de signalisation, qui aboutissent a l'activation de I'hétérodimeére
p50/p65 de NF-kB (Akira and Takeda 2004). La premiére voie est MyD-88 dépendante.
La seconde voie nécessite |‘engagement de Racl, de la PI3-K et Akt (Arbibe, Mira et al.
2000).

Suite a la stimulation par son agoniste, le domaine TIR de TLR2 est phosphorylé
induisant le recrutement rapide de Racl, ainsi que de la PI3-K. La PI3-K de type IA est
composée de deux sous-unités: la sous-unité régulatrice p85a et la sous-unité
catalytique p110. La sous-unité p85a de la PI3-K porte des domaines SH2 qui lui
permettent de se lier aux motifs phosphorylés au niveau des tyrosines des domaines TIR

de TLR2 (Arbibe, Mira et al. 2000, Neel, Gu et al. 2003, Troutman, Bazan et al. 2012). La
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Figure 17. Voie de signalisation a partir de TLR2.

Les hétérodimeres TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6 reconnaissent leurs agonistes ce qui engage deux
voies de signalisation. Ces voies aboutissent a l'activation de I'hétérodimere p50/p65 de
NF-kB. La premiere voie est la voie MyD88-dépendante. La seconde voie nécessite I'engage-
ment de Racl, de la PI3-K et Akt. Cette voie conduit a la phosphorylation de sous-unité p65 de
NF-kB. D’apres (Aribe et al. 2000).
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sous-unité catalytique phosphoryle le PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) en
PIP3 (Phosphatidylinositol 3, 4,5-triphosphate). Le domaine PH (Pleckstrin Homology) de
la sérine/thréonine kinase Akt est tres affin pour le PIP3. Ce recrutement membranaire
d’Akt permet aux kinases PDPK1 (Phosphoinositide-Dependent Protein Kianse) et PDPK2
de la phosphoryler sur ses sérines 308 et 473 (Cantley 2002). Akt, ainsi activée, induit la
phosphorylation de la sous-unité p65 de NF-kB sur sa sérine 536. Cette étape est
indispensable a I'activation de NF-kB, sans pour autant influencer la translocation
nucléaire du facteur de transcription (Arbibe, Mira et al. 2000) (Figure 17).

Le complexe TLR2-molécules accessoires :

Il existe un certain nombre de corécepteurs et de molécules accessoires du TLR2 qui ont
la fonction de concentrer les produits microbiens au niveau de la surface cellulaire ou a
I'intérieur de phagosomes pour faciliter la réponse du TLR2.

Les lipopeptides sont concentrés et transportés par la molécule CD14 (Cluster of
Differenciation 14) vers I’"hétérodimere TLR2/TLR1 (Nakata, Yasuda et al. 2006). Le CD14
ne se lie pas directement au dimere et peut contribuer a la réponse inflammatoire des
phagocytes.

Le CD36 lui, peut interagir avec des diacylglycérol-lipopetides et les transférer vers la
molécule accessoire CD14 (Hoebe, Georgel et al. 2005) qui a son tour facilite leur
interaction avec les hétérodimeéres TLR2/TLR6 (Drage, Pecora et al. 2009) (Jimenez-
Dalmaroni, Xiao et al. 2009). Bien que non indispensables pour l'interaction entre TLR2
et son ligand ou pour la signalisation, les molécules accessoires CD14 et CD36 ont pour
role de stimuler les réponses en abaissant le seuil de concentration du ligand,
nécessaire pour |'activation du récepteur et la signalisation (Hoebe, Georgel et al. 2005,
Nakata, Yasuda et al. 2006).

La reconnaissance des bactéries entieres par le systeme immunitaire inné, repose sur la
phagocytose, étape grace a laquelle sont produits des phagosomes pouvant recruter les
TLRs de différents complexes réceptoriels. Il est possible que le CD36 maintienne son
role de transporteur a l'intérieur des phagosomes, sa présence étant indispensable a la

phagocytose de S. aureus (Stuart, Deng et al. 2005)
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La molécule soluble MBL (Mannose Binding Lectin) peut interagir avec l'acide
lipotéichoique de la membrane de Staphylococcus aureus (ainsi qu’avec le
peptidoglycane (lp, Takahashi et al. 2009) et activer de maniéere synergique le complexe
TRL2/TLR6 avec internalisation du complexe, ce qui augmente la réponse inflammatoire
(Ip, Takahashi et al. 2008).

La Dectine-1, récepteur principal pour le B-Glucane (molécule retrouvée sur la plupart
des levures), est la seule molécule non-TLR pour laquelle a été prouvée une interaction
physique avec le TLR2, capable d’activer la voie de signalisation. La signalisation
dépendante de la Dectine-1 a une action synergique a celle du TLR2 et du TLR4 dans
I'induction de la synthése de TNF-a dans les monocytes humains circulants, quand ces
trois récepteurs sont activés par leurs ligands respectifs (Ferwerda, Meyer-Wentrup et
al. 2008).

Il est important de signaler que les réponses du TLR2 membranaire peuvent étre
modulées par le TLR2 soluble (Raby, Le Bouder et al. 2009), retrouvé dans le plasma
humain, dans le lait ainsi que dans le liquide amniotique (Dulay, Buhimschi et al. 2009).
Son réle dans la défense contre les infections reste peu clair a ce jour, mais il semble
que les variations des niveaux circulants de TLR2 soluble puissent moduler la réponse
immunitaire.

TLR2 et la ventilation mécanique :

Dans un contexte d’infection pulmonaire bactérienne a Gram-positif, il apparait que le
niveau d’expression de TLR2 est déterminant quant a I'amplitude et I'efficacité de la
réponse inflammatoire, ce qui implique une régulation fine. Il a été montré dans un
modele in vitro, que cette régulation positive de TLR2 était induite par I'étirement
cyclique des cellules pulmonaires (Charles, Tissiéres et al. 2005).

Des études chez I'animal ont montré que la ventilation mécanique pouvait fortement
augmenter |'expression pulmonaire de certains TLRs, en particulier le TLR2 (Charles,
Tissieres et al. 2011). Une autre étude chez la souris a montré le réle de la signalisation
via le TLR4 dans le développement d’une inflammation induite par la VM (Vaneker,

Joosten et al. 2008). Cette étude a révélé que la VM a faible volume courant augmente
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I'expression de ligands endogénes du TLR4 dans les LBA des souris et augmente les
niveaux d’ARNm de TLR4 dans les homogénats de poumon. D’autres études dans des
modeles animaux de VILI (Hillman, Moss et al. 2007, Villar, Cabrera et al. 2010) ont en
effet montré que les ARNm des TLR2 et 4 entre autres étaient retrouvés en plus grande
concentration dans les LBA de foetus de moutons ayant recu une ventilation mécanique
bréve mais a haut volume courant. Ils ont également démontré que la sur-expression
de TLR2/TLR4 semblait dépendante de la ventilation mécanique. Tous les TLRs dont le
TLR2 ont en commun MyD88 comme protéine adaptatrice intracellulaire (hormis
I’'hétérodimere TLR3 dont le signal est relayé par la molécule TRIF). L’activation de
MyD88 recrute des kinases et facteurs activateurs tels que IRAK et TRAF qui stimulent
rapidement les voies de NF-kB et des MAPK (p38, p44/42, INK). De cette activation de
la voie des MAPK dépend la production et secrétion de cytokines inflammatoires
comme I'IL-8. Oudin et Pugin ont montré que I'étirement cyclique de cellules humaines
épithéliales bronchiques induisait une secrétion d’IL-8 dépendante de la voie des MAPK.
En effet la kinase p38 est rapidement activée apres l'initiation de I'étirement cyclique.
De plus ils ont montré que le blocage de p38 par un composé pharmacologique

abolissait la production d’IL-8 (Oudin and Pugin 2002)

Dans les services de réanimation, les pneumonies infectieuses sont la premiere cause
d’infection nosocomiale. Une pneumonie infectieuse nosocomiale est définie comme
une infection pulmonaire acquise apres au minimum 48 heures d’hospitalisation.

Le terme de pneumonies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) caractérise des
infections acquises aprés au moins 48 heures de ventilation mécanique invasive (c’est-
a-dire avec une intubation orotrachéale). Le risque de développer une pneumonie chez
le malade intubé est corrélé notamment a la durée de la VM. Le risque de pneumonie

nosocomiale peut en revanche étre diminué si le malade est ventilé de maniére non
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invasive, avec un masque par exemple au lieu d’'une sonde d’intubation (Antonelli, Conti

et al. 1998).

Le développement d’'une PAVM implique généralement trois étapes. Tout d’abord Ia
colonisation des voies aériennes par des bactéries. Elle se produit suite a la colonisation
oropharyngée ou gastrique. Ensuite, l'altération des mécanismes de défense va
permettre a ces germes présents au niveau trachéobronchique de persister. Enfin, si ces
pathogénes atteignent les alvéoles pulmonaires, une véritable pneumopathie va se
développer.

Les pneumonies acquises sous ventilation mécanique se produisent chez 30 a 60% des
patients admis en unité de soins intensifs (Craven, Kunches et al. 1986). Malgré de
nombreux progres dans les techniques de gestion des patients sous VM et la mise en
place de procédures de prévention efficaces, les PAVM continuent de compliquer la
prise en charge de beaucoup de patients recevant une ventilation mécanique (Chastre
and Fagon 2002) et sont responsables d’une surmortalité (Fagon, Chastre et al. 1993).
Les taux de pneumonie sont beaucoup plus élevés parmi les patients hospitalisés en
unité de soin intensif en comparaison a ceux dans les autres services hospitaliers, et le
risque de pneumonie est augmenté de 3 a 10 fois chez les patients soumis a la VM
(Chevret, Hemmer et al. 1993, Chastre and Fagon 2002). Le taux de mortalité des PAVM,
définit comme étant une pneumonie se produisant plus de 48h aprés l'intubation
endotrachéale et l'initiation de la VM, s’étend de 24 a 50% et peut dépasser les 76%
dans certaines conditions particulieres ou lorsque l'infection des poumons est causée
par des pathogénes a haut risque (Celis, Torres et al. 1988, Rello, Rue et al. 1997). De
nombreuses études ont montré que le traitement par un antibiotique approprié des
patients souffrant de PAVM améliorait leur devenir, a condition d’identifier le plus
rapidement possible les patients infectés et de sélectionner précisément l'agent

antimicrobien (Torres, Aznar et al. 1990, Rello, Gallego et al. 1997, Kollef 1999).
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m Pseudomonas aeruginosa

m Acinetobacter spp

m Stenotrophomonas maltophilia

M Enterobacteriaceae

m Haemophilus spp

m Staphylococcus aureus
Streptococcus spp

m Streptococcus pneumoniae

m Coagulase-negative staphylococci
Neisseria spp
Anaerobes
Fungi

Autres germes

Figure 18. Etiologie des pneumonies acquises sous ventilation mécanique documentées
par techniques bronchoscopiques lors de 24 études portant sur 1689 épisodes et 2490
pathogenes.

Pseudomonas aeruginosa 24,4%; Acinetobacter spp. 7,9%; Stenotrophomonas maltophilia
1,7%; Enterobacteriaceae 14,1%; Haemophilus spp. 9,8%; Staphylococcus aureus 20,4%;
Streptococcus pneumoniae 4,1%; Coagulase-negative staphilococci 1,4%; Neisseria spp.
2,6%; Anaerobes 0,9%; Fungi 0,9%; autres germes dont les virus 3,8%. D’apres (Chastre and
Fagon 2002).
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Les microorganismes responsables des PAVM peuvent différer en fonction de Ia
population de patients étudiée dans les services de soins intensifs, la durée de
I’hospitalisation et le séjour en soins intensifs, et enfin en fonction de la méthode
diagnostique utilisée. Il existe également d’importantes différences écologiques d’un
pays a l'autre, d’une région a 'autre, d’une ville a I'autre et d’un service de réanimation

a un autre (Papazian PDF ECM).

La distribution des germes responsables des PAVM (Figure 18) (Chastre and Fagon 2002)
est également influencée par le délai d’apparition de la pneumonie. En effet, une
eme

pneumonie est dite précoce si elle se développe avant le 5°" jour de VM (on retrouve

les germes suivant: Staphylococcus aureus résistant a |'oxacilline, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumanii). Une pneumonie acquise pendant ou apres le geme
jour de VM est dite tardive (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp,
Stenotrophomonas sp, Staphylococcus aureus résistant a I'oxacilline).

Le taux élevé d’infections respiratoires dues a des bactéries a Gram-négatif dans le
cadre des PAVM a été de nombreuses fois documenté (Fagon, Chastre et al. 1989,
Torres, Aznar et al. 1990, Horan, Culver et al. 1993, Rello, Ausina et al. 1993, Spencer
1996). Beaucoup d’études ont montré que plus de 60% des PAVM sont causées par des
bactéries aérobies a Gram-négatif. Par la suite, d’autres études ont rapporté que les
bactéries a Gram-positif devenaient plus communes dans cette pathologie,
Staphylococcus aureus étant le principal Gram-positif isolé.

Cependant, dans prés de 50% des cas de PAVM, la cause est polymicrobienne (Rouby,

Martin De Lassale et al. 1992).

87



En fonction de toutes ces différences, il est trés important d’identifier précisément et
rapidement les agents responsables de PAVM et de bien différencier ceux responsables
de pneumonies précoces ou tardives pour adapter au mieux les antibiothérapies.
Certaines PAVM peuvent étre dues a des bactéries multirésistantes comme
Staphylococcus aureus résistant a I'oxacilline, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumanii, Stenotrophomonas spp et les entérobactéries productrices de B-lactamases a
spectre élargi.

Les bactéries anaérobies sont rarement mises en évidence en raison des difficultés
techniques pour les identifier (conditions de cultures difficiles) et sont en fait le plus
souvent des co-pathogénes dans la phase précoce des PAVM (Dore, Robert et al. 1996).
Les bactéries intracellulaires comme Legionella species (Kirby, Snyder et al. 1980), les
anaérobies (Dore, Robert et al. 1996) et aussi Pneumocystis carinii peuvent étre
considérés comme des agents potentiellement en cause dans les PAVM mais ils sont

surtout les causes principales des pneumonies communautaires.

L'isolation de champignons, le plus fréquemment ceux de lI'espece Candida, a des
concentrations significatives pose des problémes d’interprétation. Des maladies
invasives ont été reportées dans les PAVM mais le plus souvent, les levures sont isolées
a partir d’échantillons des voies respiratoires en |I'absence de toute maladie. Une étude
prospective a examiné la pertinence d’isoler Candida spp a partir de 25 patients non-
neutropéniques qui ont été ventilés mécaniquement pendant au moins 72 heures (el-
Ebiary, Torres et al. 1997). Cette étude a révélé que les méthodes d’échantillonnage
respiratoire couramment utilisées (bronchoscopiques ou non) chez les patients soumis a
la VM sont insuffisantes pour diagnostiquer une pneumonie a Candida. La seule
méthode vraiment fiable pour établir que Candida est bien le primo pathogene
responsable de la PAVM, est de trouver des levures ou des pseudo-hyphes dans des

biopsies pulmonaires.
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Soixante-dix pour cent des pneumonies nosocomiales virales seraient causées par des
virus respiratoires tels que Influenza, Parainfluenza ou encore Adenovirus (American
Thoracic and Infectious Diseases Society of 2005). En pratique ils sont rarement
recherchés.

Dans une étude menée sur une période de cing ans, le cytomegalovirus (CMV) a été
identifié comme une cause possible des PAVM chez 25 des 86 patients de I'étude en se
basant sur I'examen histologique des tissus pulmonaires obtenus a I'autopsie ou lors
des biopsies de poumon (Papazian, Fraisse et al. 1996). Le CMV ne doit donc pas étre
exclu des pathogénes potentiellement responsables de PAVM chez les patients de
réanimation, méme chez ceux sans syndrome d’immunodéficience acquise, sans
hémopathie maligne ou sans thérapie immunosuppressive en particulier dans le cas de

PAVM tardives. Il s’agit alors d’une réactivation virale le plus souvent.

Les PAVM résultent de I’association de trois mécanismes nécessaires :
- la colonisation trachéobronchique : des pathogenes colonisent les voies
respiratoires basses, normalement stériles;
- la persistance des germes : une pathogénicité particuliere des germes ayant
pénétré I'arbre aérien est nécessaire au développement de I'infection;

- l'altération des mécanismes de défense de I'hote.
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A. Implication de la colonisation oropharyngée

La colonisation oropharyngée semble étre la porte d’entrée la plus courante a la
colonisation trachéobronchique et semble impliquée de maniére prépondérante dans la
genese d’une PAVM. En effet comme suggérée par la rare association entre PAVM et
bactériémie, la majorité de ces infections apparait résulter de I'aspiration de potentiels
pathogénes naturellement présents a la surface des muqueuses de I'espace
oropharyngé, et non d’une dissémination pulmonaire par voie hématogene. Plusieurs
études plaident d’ailleurs en faveur de ce mécanisme de colonisation et ont montré que
dans 76% des cas de PAVM en moyenne, on retrouve la méme bactérie aussi bien au
niveau buccal que pulmonaire (Brennan, Bahrani-Mougeot et al. 2004). La flore buccale
composée majoritairement de bactéries anaérobies peut étre modifiée par différents
facteurs aboutissant a la colonisation de la cavité oropharyngée par des germes
impliqués dans les PAVM. L'intubation des patients ne compromet pas seulement la
barriére naturelle entre I'oropharynx et la trachée, mais facilite également I'entrée des
bactéries dans le poumon par la fuite de secrétions contaminées le long de la sonde
endotrachéale (Craven and Steger 1996, American Thoracic and Infectious Diseases
Society of 2005). La position en décubitus dorsal des patients intubés facilite ce
phénoméne.

L’hospitalisation de maniére générale mais surtout le séjour en réanimation favorise la
colonisation par Staphylococcus aureus et certaines bactéries a Gram-négatif aérobies
et anaérobies. On retrouve dans la flore colonisante essentiellement les bactéries a
Gram-positif en début de séjour. Ces bactéries sont ensuite progressivement
remplacées par des bactéries a Gram-négatif dont la proportion croit avec la durée de

séjour (Bonten, Gaillard et al. 1994).

B. Implication de la colonisation gastrique

Les PAVM peuvent survenir d’'une autre maniere (Craven 2000). Les entérobactéries a

Gram-négatif sont les germes les plus fréquemment impliqués dans le développement
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des PAVM. Cette observation a conduit a penser que le tractus digestif pouvait jouer un
role majeur dans la genese des PAVM. Une prolifération bactérienne existe dans
I’estomac des patients de réanimation mais le réle du tractus gastro-intestinal comme
source de la colonisation oropahryngée et trachéobronchique par les bactéries a Gram-
négatif est trés controversé (Torres, el-Ebiary et al. 1993, Bonten, Gaillard et al. 1997,
Garrouste-Orgeas, Chevret et al. 1997). Cette colonisation a différentes origines
possibles : reflux duodéno-gastrique (présence d’entérobactéries a Gram-négatif,
augmentation du pH lié a une forte concentration de bilirubine), une contamination par
la sonde gastrique et une contamination par les liquides instillés dans cette sonde
gastrique. Le mécanisme par lequel les voies respiratoires peuvent étre colonisées via le
tractus digestif est le suivant: les germes progressent de maniere rétrograde de
I’estomac vers I'cesophage puis I'oropharynx. Ensuite, I'arbre trachéobronchique est
contaminé parce que des troubles de la déglutition se produisent avec micro- ou macro-
inhalations répétées et ceci méme lorsqu’une sonde avec ballonnet gonflé est mise en
place. Un pH gastrique au-dessus de 4,5 dont I'élévation est principalement due a
I'utilisation d’antiulcéreux (Donowitz, Page et al. 1986), favorise cette colonisation
(Atherton and White 1978, du Moulin, Paterson et al. 1982, Hillman, Riordan et al.
1982).

C. Autres voies de colonisation

De nombreux travaux ont montré une colonisation trachéale premiére qui pourrait
concerner jusqu’a la moitié des colonisations. On retrouve une contamination exogéne
par inoculation intratrachéale directe de germes manuportés par le personnel soignant
(transmission horizontale croisée). En effet des études comme celle de Maki, montrent
que 64% du personnel soignant des soins intensifs ont les mains contaminées par
Staphylococcus aureus (Maki 1978). Ou encore dans I'étude de Larson, ou il est montré
que 21% des personnels hospitaliers étaient porteurs de germes a Gram-négatif au

niveau des mains (Larson 1981). D’autres sources de contamination existent comme les
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vétements portés par le personnel soignant, leurs stéthoscopes, les brassards a pression
artérielle, mais leur implication est difficilement appréciable. Enfin les sources de
contamination environnementales (air, surfaces, eau) en réanimation peuvent

également étre a I'origine de PAVM.

Une fois pénétrées dans I'arbre aérien, pour que l'infection puisse se développer, les
bactéries doivent adhérer aux cellules épithéliales. Certains micro-organismes comme
Pseudomonas aeruginosa ou encore Klebsiella pneumoniae ont des capacités
d’adhérence particuliéres. Les immunoglobulines A (Bernard, Artigas et al. 1994)
sécrétoires sont capables de diminuer cette adhérence. L'adhérence est également plus
marquée sur |'épithélium cilié de la trachée que sur I'épithélium squameux de
I'oropharynx. En comparant des patients de réanimation a des sujets sains, les travaux
de Johanson ont montré une adhérence préférentielle des bactéries sur les cellules
buccales des patients (Johanson, Higuchi et al. 1980). Il a mis au point un index
d’adhésion de I'épithélium. Plus cet index est élevé plus les patients ont une incidence
élevée de PAVM (Todd, Franklin et al. 1989). Dans le cas d’un index élevé il est
beaucoup plus probable que la séquence adhésion-colonisation-infection se produise,
liée en majeure partie a une modification des surfaces cellulaires et du glycocalyx
hydrocarboné protecteur qui tapisse I'épithélium. En effet, il a été montré que chez les
patients soumis a la VM, on retrouvait une élévation de I'activité des exoglycosidases
dans leur salive et leur trachée. Ces enzymes sont responsables de la libération des
monosaccharides du glycocalyx. L'élévation de [I'activité des exoglycosidases
s’accompagnait d’'une augmentation de l'adhésion des bactéries a Gram-négatif.

(Donati and Papazian 2008).
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Les voies aériennes supérieures des patients intubés ne sont plus capables de filtrer les
particules de plus de 10um de diameétre. De plus, les réflexes de toux sont diminués
voire completement inhibés si les patients sont fortement sédatés ou sous curare. Ces
sujets présentent également un dysfonctionnement mucociliaire et I’évacuation des
sécrétions est altérée. Des |ésions sur la muqueuse en sont la cause, conséquences de la
présence de matériel étranger, d’aspirations trachéales et d’inhalations répétées de
liquide gastrique. La dysfonction mucociliaire est de plus majorée en cas d’insuffisance
d’humidification des gaz inspirés ou par des concentrations élevées en oxygene. Les
moyens de défense locaux, cellulaires et biochimiques, sont également altérés lors
d’une PAVM. Chez un sujet sain, I'action conjointe des macrophages (action bactéricide
par la phagocytose), des leucocytes et des lymphocytes par I'intermédiaire de cytokines
ou d’'immunoglobulines opsonisantes, empéchent le développement d’une infection.
Parmi les Ig impliquées, les IgA sécrétoires seraient les plus importantes dans les
processus de défense contre les infections pulmonaires. Des études ont montré une
augmentation croissante avec la durée de VM, du rapport IgA/albumine dans les
sécrétions bronchiques. Or il a été observé une élévation 6 fois moins importante de ce
rapport en comparant les patients développant une PAVM a ceux qui n’en développent
pas (Annane, Clair et al. 1996). Il a également été rapporté, qu’'une des composantes du
surfactant pulmonaire, la protéine A, principalement impliquée dans les processus
alvéolaires de destruction bactérienne, serait significativement diminuée dans les
liquides de lavages bronchoalvéolaires des patients souffrant de PAVM, en comparaison
a des sujets sains et a des malades atteints de fibrose idiopathique (Baughman,

Sternberg et al. 1993).

Les patients soumis a la VM sont immobilisés en décubitus dorsal. Cette position
entraine une diminution de la CRF liée a la fermeture alvéolaire et a I'accumulation de

mucus dans les zones dépendantes, par diminution de la clairance mucociliaire. Ces
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ouvertures fermetures cycliques des alvéoles ainsi que la surdistension des espaces
alvéolaires, favorisent I'atélectasie et par conséquent les infections pulmonaires. Le
décubitus dorsal favorise également l'inhalation. De surcroit, I'étirement du poumon
conduirait a la libération massive de cytokines inflammatoires causant a leur tour des
Iésions sur le tissu pulmonaire, en particulier par le recrutement de PNN via I'lL-8
(Kawano, Mori et al. 1987, Charles, Tissieres et al. 2011). Enfin, d’autres études
montrent que la capacité de I’h6te de limiter la croissance bactérienne peut étre altérée
par les forces mécaniques appliquées sur le poumon soumis a la VM (Charles, Piroth et
al. 2002, Pugin, Dunn-Siegrist et al. 2008). Néanmoins, en limitant les contraintes sur les
alvéoles en réduisant le VT et en évitant que les alvéoles ne se collapsent par
I’application d’une PEEP, des expériences ont montré une protection des poumons dans
des modeles animaux mais également chez des patients souffrant de graves lésions
pulmonaires (Whitehead, Zhang et al. 2004, Villar 2006). Cependant il a été montré que
malgré la mise en place d’une ventilation protectrice, les lésions et I'inflammation sont
inégalement distribuées dans le poumon (Pavone, Albert et al. 2007, Otto, Markstaller
et al. 2008). Ainsi, les zones non gravito-dépendantes ont tendance a étre plus
distendues, et les régions pulmonaires dépendantes sont susceptibles d’étre faiblement
aérées. Des lésions lobaires causées par une pneumonie bactérienne pourraient
aggraver ces caractéristiques.

Il a été montré que le décubitus ventral (Arendrup, Chryssanthou et al.) améliorait les
échanges gazeux et la mécanique du poumon chez les patients souffrant de SDRA
(Blanch, Mancebo et al. 1997). Ceci semble particulierement vrai pour les patients
souffrant de SDRA lobaire (Galiatsou, Kostanti et al. 2006). Toutefois, des modeles
animaux de lésions pulmonaires diffuses montrent que le DV peut améliorer le
recrutement alvéolaire grace a une meilleure distribution de la ventilation dans le
poumon, retardant ainsi si ce n’est pas en les atténuant, le développement de Iésions

de VILI (Broccard, Shapiro et al. 2000, Richard, Bregeon et al. 2008).
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Les pneumopathies bactériennes acquises sous ventilation mécanique font partie des
infections nosocomiales les plus fréquentes en réanimation. Une mortalité de I'ordre de
40% est généralement observée chez ces patients, et ce malgré I'administration d’une
antibiothérapie active sur le germe responsable. Parmi ces bactéries, Staphylococcus
aureus occupe une place importante. En effet, S. aureus est impliqué dans pres de 20%
des PAVM. La mortalité associée a ces infections est particulierement élevée,
témoignant notamment de la virulence de ce microorganisme. Il semblerait de plus que
les souches résistantes a la methicilline (SARM) seraient responsables d’infections plus
séveres, avec des taux de succes clinique de I'antibiothérapie de I'ordre de 57%. Le
linézolide est en passe de devenir I'antibiothérapie de référence des PAVM a SARM
(ECCMID 2011). Certaines données cliniques montrent que le degré d’inflammation
systémique associé a la survenue d’une PAVM pourrait conditionner le devenir des
patients qui en sont atteints. De plus, les PAVM bactériémiques seraient plus séveres
que celles au cours desquelles les hémocultures restent négatives. Ainsi, sur la base de
ces données cliniques, la décompartimentalisation de la réponse inflammatoire
pulmonaire et des microorganismes qui I'ont induite déterminerait la gravité de la
PAVM.

Au cours d’'une pneumopathie bactérienne, I'efficacité et la promptitude de la réponse
immune de I'hote conditionnent le controle de linfection. La reconnaissance des
pathogénes responsables par les cellules épithéliales et les macrophages alvéolaires est
une étape précoce et cruciale dans le déterminisme de cette réponse inflammatoire.
Elle met notamment en jeu les récepteurs Toll-Like capables de lier spécifiquement
certains motifs moléculaires présents a la surface des microorganismes puis d’induire
via l'activation de voies de signalisation intracellulaires une réponse inflammatoire a
travers la libération de différents médiateurs dont le TNF-q, I'IL-8, I'IL-6, etc... Au cours
des infections bactériennes pulmonaires, les TLRs 2 et 4 semblent jouer un réle majeur

sachant que TLR2 reconnait spécifiquement les bactéries a Gram-positif dont S. aureus.

95



Les études expérimentales montrent que selon les modeéles, TLR2 peut étre protecteur
ou délétere pour I’h6te au cours d’une infection a Gram-positif. Ces résultats suggérent
que le niveau d’expression de TLR2 chez I'h6te est déterminant quant a son devenir
dans ce contexte et qu’une régulation fine est requise. De fagon récente et intéressante,
il a été observé que des molécules de la classe des statines pouvaient
expérimentalement réduire I'inflammation médiée par TLR2 et TLR4. Les mécanismes
sous-jacents restent peu clairs. Cet effet anti-inflammatoire des statines pourrait
néanmoins rendre compte de leur effet bénéfique décrit en clinique humaine au cours
de diverses situations inflammatoires, dont les états septiques incluant les pneumonies.
En outre, de nombreuses observations suggerent que la VM, support vital indispensable
dans les situations de détresse respiratoire, peut étre délétere pour le poumon de
I’h6te, notamment en aggravant des lésions pulmonaires préexistantes. De plus, il
semblerait que les contraintes mécaniques anormales et notamment I'étirement que la
VM impose au poumon, aient un effet pro-inflammatoire a la fois local et systémique.
Enfin, des données expérimentales incluant nos travaux montrent que la VM pourrait
diminuer les défenses antibactériennes du poumon et promouvoir le passage
systémique des produits bactériens et des bactéries elles-mémes au cours des

pneumonies.

L'objectif du premier travail a été de regarder, dans un modele animal de
pneumopathie bactérienne unilatérale, si la position en décubitus ventral pouvait
réduire la sévérité des lésions sur le poumon infecté. Nous avons également évalué

I'impact du DV sur les caractéristiques du VILI sur le poumon controlatéral non infecté.

Le second projet a eu pour but de tester I'hypothese selon laquelle la VM module
I'expression de TLR2. Ce projet fait suite a une premiéere étude montrant que
I’étirement cyclique in vitro reproduisant la VM augmente I'expression de TLR2 et

augmente la réactivité de TLR2 au Pam3CSK, des cellules épithéliales humaines.
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Ces résultats in vitro sont en partie reproduits dans le modéle animal ou la VM

augmente les Iésions sur le poumon en réponse au Pam3CSKj.

Le projet suivant s’est fixé plusieurs objectifs. Il s’est inscrit dans la suite du travail de
notre groupe ayant montré que I'étirement cyclique des cellules pulmonaires in vitro
comme in vivo était susceptible d’induire I'hyperexpression de TLR2 avec pour
conséguence une augmentation de la réponse inflammatoire a ses agonistes (Charles et
al, 2011). Nous nous sommes demandés dans quelle mesure ces phénomeénes
pouvaient impacter le développement d’une pneumopathie a S. aureus sous VM. C'est
pourquoi dans un premier temps nous avons mis au point un modele de pneumonie a
SARM et nous nous sommes attachés a regarder si la VM altérait la réponse
immunitaire de I'hote et le role éventuel de TLR2. Aprés 24 heures de VM non
protectrice (VT=12mL/Kg et PEEP=OcmH,0 et F,0,=50%), les animaux ont regu un
inoculum calibré de SARM (9LogCFU/mL). La pneumonie a été évaluée 24 heures plus
tard a lissue du sacrifice des animaux. L’hypothese de cette premiere partie d’étude
était qu’une VM non protectrice qui induit un étirement modéré des alvéoles puisse
amorcer une réponse inflammatoire latente au niveau pulmonaire via I'hyper-
expression de TLR2, qui deviendrait rapidement patente voire excessive en cas
d’exposition des voies aériennes a S. aureus. Les premiers résultats ont montré que la
VM non protectrice pourrait réduire la clairance bactérienne et promouvoir la
translocation systémique des bactéries. La VM apparait de plus comme un facteur
accélérant la survenue des lésions pulmonaires, sachant que celles-ci étaient plus
importantes que dans le modele d’agression pulmonaire par I'agoniste TLR2 (Pam3CSK,)
décrit précédemment.

Dans la seconde partie de ce projet, I'objectif était d’explorer le possible effet
protecteur sur I'hote d’une thérapie préalable aux statines dans notre modele de
pneumonie a SARM en association avec une antibiothérapie au linezolide. Nous avons
regardé quel était I'impact sur la réponse inflammatoire ainsi que sur les lésions

pulmonaires et la clairance bactérienne. Des expériences in vivo ont encore été
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réalisées chez le lapin, avec un groupe soumis a la ventilation mécanique et un groupe
témoin en respiration spontanée. Les résultats démontrent qu’une exposition préalable
aux statines, avant le développement d’'une pneumonie, a des effets anti-
inflammatoires aussi bien a I’étage pulmonaire que systémique chez les lapins souffrant

d’une pneumonie a SARM traités par linézolide.

Afin de mieux comprendre les effets pro-inflammatoires et déléteres de la VM par le
biais de I'étirement cyclique des voies aériennes, une autre voie de I'inflammation a été
explorée. Ce projet mené parallelement aux précédents s’est intéressé aux roles
éventuels de certaines alarmines, les alarmines mitochondriales, dans les deux modeles
de stretch cellulaire pulmonaire, in vitro et in vivo (Vlahakis and Hubmayr 2000, Stroetz,
Vlahakis et al. 2001, Zhang, Raoof et al. 2010, Gross, Thomas et al. 2011). Ce projet a été
réalisé a l'initiative de I'équipe du Professeur Jéréme Pugin a I’'Hbpital de Genéve, avec
lequel nous avons activement collaboré. Ainsi nous avons réalisé dans notre laboratoire
a Dijon, la partie in vivo de I'étude, dans un modele de VILI chez le lapin. Les lapins ont
été ventilés (VT=12mL/Kg; PEEP=0cmH,0 ; F0,=50%) pendant 4 ou 8 heures. Les
résultats du modele in vivo de VILI montrent que I’ADN mitochondrial et les
concentrations d’ATP dosés dans les LBA de lapins sont plus élevées que chez les
animaux non ventilés. Ces alarmines semblent induire la production d’IL-1B8 par les
cellules pulmonaires. Ainsi, ces médiateurs pourraient représenter le lien entre
I’étirement cyclique des cellules pulmonaires et la libération de cytokines
inflammatoires. Libérées par les cellules épithéliales pulmonaires, ces alarmines

agiraient comme des médiateurs endogenes dans le VILI et le SDRA.
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RESULTATS
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« Impact of the prone position in an animal model of unilateral bacterial

pneumonia undergoing mechanical ventilation. »

Un premier travail, initié par le Professeur Charles et le Docteur Ladoire, a consisté en
I’étude de l'impact de la position en décubitus ventral sur le développement d’une
pneumonie bactérienne unilatérale sous ventilation mécanique. J'ai pu y participé
activement lors de ma premiére année de these de Recherche. Ce travail a abouti a la
publication d’un article scientifique en Mai 2013 dans le journal Anesthesiology.

Pour cette étude, nous avons utilisé des lapins non immunodéprimés chez lesquels nous
avons induit une pneumonie a Enterobacter aerogenes puis dans une premiére série
d’expériences nous avons évalué l'impact du DV lors d’'une VM agressive (PIP=
30cmH,0; PEEP= 0cmH,0). Enfin dans une deuxiéeme série d’expériences, pour se
rapprocher des pratiques cliniques, nous avons évalué I'impact du DV lors d’'une VM

protectrice (VT= 8mL/kg ; PEEP= 5cmH,0).

Ces travaux mettent en évidence qu’une ventilation mécanique en décubitus ventral
peut étre protectrice pour I’héte dans le cas d’une pneumonie bactérienne unilatérale.
Cette position améliore les lésions sur le poumon et ceci méme si elle est mise en place
aprés que les lésions se soient développées et dans le cadre d’une ventilation

mécanique non protectrice.
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Au niveau des parameétres physiologiques des animaux, nous avons observé que la
compliance du systéme respiratoire (Cgs) était améliorée en position DV dans le cas ou
une VM agressive était appliquée. Nous avons également montré que les
concentrations sanguines en lactate restaient dans des valeurs normales tout au long
de I'expérience lorsque les animaux sont ventilés en position DV, tandis que ces
concentrations augmentent chez les animaux ventilés en décubitus dorsal (DD) (Table
1).

Au niveau microbiologique, nous montrons que les concentrations bactériennes
pulmonaires sont plus faibles dans les groupes ventilés en DV en comparaison aux
groupes ventilés en DD, que la ventilation mécanique soit protectrice ou non (Figure
2A). Nous avons également évalué I'impact extra-pulmonaire de la pneumonie en
prenant comme marqueur de diffusion des pathogenes la dissémination splénique.
Ainsi, nous avons retrouvé dans les cultures de rate des concentrations bactériennes
plus faibles dans le groupe DV en ventilation agressive que chez les animaux ventilés sur
le dos (Figure B). En revanche nous n’observons pas ces résultats dans le cas d’une
ventilation protectrice.

Sur le plan inflammatoire, nous retrouvons des concentrations pulmonaires en IL-8 plus
faibles dans le groupe DV quel que soit le type de ventilation mécanique, que dans le
groupe DD (Figure 3A-a). Nous avons observé des concentrations plus faibles en IL-8
dans le groupe DV lorsque les lapins sont soumis a une ventilation agressive. Chez les
animaux soumis a une ventilation protectrice, nous n’observons pas de diminution
significative dans le groupe DV (Figure 3A-b). Au contraire, méme si une ventilation
protectrice diminue significativement les concentrations pulmonaires en TNF-a quelle
que soit la position de ventilation, la position DV ne la diminue pas plus (Figure 3B-a).
Les concentrations en TNF- a dans la rate sont similaires dans les deux groupes quelle
que soit la stratégie ventilatoire (Figure 3B-b). Dans le sang des animaux, nous avons
observé que les concentrations en IL-8 augmentaient plus lentement au cours du temps

chez les animaux ventilés en position DV (Figure 4A).
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Au niveau du poumon controlatéral non infecté, nos observations microscopiques ont
révélé que les lésions sur ce poumon dépendaient a la fois de la stratégie ventilatoire et
de la position (Figure 5). La ventilation protectrice est associée a moins de lésions sur le
tissu (Table 2). Nous n’avons pas mis en évidence de différence dans le ratio WW/DW
en fonction de la position du corps quelle que soit la stratégie de ventilation.En
revanche, nous avons montré que ce ratio est significativement plus bas dans le groupe
DV lorsqu’une ventilation protectrice est appliquée, ce qui correspond probablement a

une diminution des lésions de VILI.
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Background: The prone position (PP) has proven beneficial in the patients with severe
lung injury subjected to mechanical ventilation (MV), especially in those with lobar
involvement. We assessed the impact of the PP on unilateral pneumonia in rabbits
subjected to MV.

Methods: After endobronchial challenge with Enterobacter aerogenes, adult rabbits
were subjected to either "adverse" (peak inspiratory pressure = 30 cm H20, zero end-
expiratory pressure; n = 10) or "protective" (tidal volume = 8 mL/kg, 5 cm H20 positive
end-expiratory pressure; n = 10) MV and then randomly kept supine or turned to the
PP. Pneumonia was assessed 8 hours later. Data are presented as median [Inter-
Quartile Range].

Measurements and main results: Compared with the supine position, the PP was
associated with significantly lower bacterial concentrations within the infected lung,
even if a "protective" MV was applied (5.93 [0.34] vs. 6.66 [0.86] log10 cfu/g,
respectively; p = 0.008). Bacterial concentrations in the spleen were also decreased by
the PP if the "adverse" MV was used (3.62 [1.74] vs. 6.55 [3.67] log10 cfu/g,
respectively; p = 0.038). In addition, the non-infected lung was less severely injured in
the PP group. Finally, lung and systemic inflammation as assessed through Interleukin-
8 and Tumor Necrosis Factor-a measurement was attenuated by the PP.
Conclusions: The prone position could be protective if the host is subjected to MV and
unilateral bacterial pneumonia. It could be subsequent to enhanced antibacterial
defences and improvements in lung mechanics, thereby blunting overwhelming
inflammation.
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Response to Reviewers (RevisionsOnly)
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Answers to reviewers :
Reviewer 1:
We thank the reviewer for his comments.
a) we agree with the reviewer that our adverse strategy is far from the clinical
practice. However, since we report now the same results, to a lesser extent if a
« protective » MV is applied, the « adverse MV » group allows us to consider that
lung bacterial impairment is related to the degree of mechanical stretch applied
to the lung through MV. This point is now developed within the discussion
section (p. 14).
b) We agree with the fact that sample size i slow. This appears now more clearly as
a limitation within the discussion section (p. 14).
c) We have checked our data and found the same results.
d) The Figure 1 has been corrected.

Reviewer 3 :

We agree with the reviewer when he is suggesting that the abstract can be improved.
Accordingly, quantitative data have been added to the results section.

« pneumonia main features » : we mean bacterial lung and extra-pulmonary
concentrations, histological aspects, lung mechanics, etc... We did not develop this point
in order to shorten the abstract.

“antibacterial defense enhancement”: We mean that in the prone position, since lung
bacterial clearance is likely to be increased together with a modulation of the
proinflammatory lung response, we hypothesize that the lung mechanics improvements
resulting from PP enhance the pulmonary innate immune response.

Introduction, 1. 18: “irrelevant settings”: this has been clarified in the text.

P.6 1.5-20: we have used a pressure-controlled ventilator for the first set of experiments.
We have then acquired a new ventilator (a volume-controlled one), which allowed us to
apply clinically relevant settings in the second set of experiments (i.e., to set the VT
according to the body weight of each animal). A sentence has been added in the Methods
section in order to clarify this point.

p.6 1.25: PV-curves were constructed immediately after sacrifice because we wanted to
avoid any adverse effect from apnea and lung inflation which could have lead to the
animal death.

p.6 L.31: “most” = 7 animals out of 9. This information has been added to the text.

p.6 1.58: “bacteria concentration calculation” We thank the reviewer for this comment.
Accordingly, we should deem that when comparing 2 animals, despite the same bacterial
growth within their lung, if greater amounts of edema have been produced, lower lung
bacterial concentrations would be measured. However, it is worth noting that in our
study, the WW/DW ratio was the same regarding the position in the “adverse MV”
group. Differences in bacterial concentrations between these animals (PP vs. SP) could
not be thus explained. In contrast, we should acknowledge that since a lesser amount of
permeability edema was measured in SP than in PP animals subjected to the “protective
MV”, one cannot exclude that bacteria were more “diluted” in these latter rabbits.
However, this should be considered as a conservative bias, likely to blunt the differences
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of bacterial concentrations we report within the infected lungs. Given the high
variability of the lung weight from one animal to another, considering the control
rabbits (i.e., without lung edema) for such calculation is not realistic.

P.7, L.29: Given the high variability of the lung weight from one animal to another, we
have chosen to use this ratio rather than the total lung weight.

P.9,1.20 to 31: Once more, given the high variability of these parameters from one
animal to another, it was more informative to present the results like this (i.e.,
differences rather than absolute values). We considered therefore that presenting the
data as kinetics was more relevant. In addition, the reviewer 4 preferred that we present
our findings in terms of mean differences.

Reviewer 4:
We thank the reviewer for his comments.

1.

Nk W

®©

We agree with the reviewer about the best way to present our findings within the
abstract. We have checked the manuscript accordingly. Our main findings are
now clearly presented and numeric data are shown.

The number of animals is now given in the abstract.

We apologize. The name of our software is now given.

All our tests were 2-tailed as now indicated in the text.

We apologize for such a mistake which has been corrected.

“significant use”: the results section has been revised accordingly.

We agree with the reviewer comment and we apologize for such missing data.
Accordingly, we have changed the legend of the Table 1 since as written in the
text, arterial blood gases were not obtained in all the animals of the “adverse MV”
group butin 7 of them.

The “+” have been deleted from the text and the Table 1 as well.

Since most of our analysis compared groups included 5 animals, to ensure
uniformity of the presentation of our findings, we prefer to keep the same plots.

10. The “#” symbols and the corresponding p values greater than 0.05 have been

removed from the figures 3, 4 and 6, but also from the Table 2.

“missing parts”

TITLE PAGE:
1. “the” has been deleted
2. Academic titles have been added
3. This work comes from my own affiliation that is: U.M.R. 1347, p6le « Microbiologie
Environnementale et Risque Sanitaire » (M.E.R.S.), EA562, Université de Bourgogne, Faculté
de Médecine, 7 boulevard Jeanne d’Arc, 21000 DIJON, FRANCE
4. The acknowledgments have been moved to the title page
5. Full name, etc... have been added to the acknowledgment section
6. An abbreviated titled has been added
7. A summary statement is now available
8. Fundings used for this study are now detailed
REFERENCES:
1. the requested typographical changes have been made
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2. journal abbreviations have been corrected when mandatory
3. thereference has been updated
4. the reference list is now double spaced

ABBREVIATIONS
The guidelines have been followed.

STRUCTURED ABSTRACT:

The requested changes have been made in addition to the reviewers ‘s ones. Some parts
of sentences have been deleted thereafter in order to keep the abstract within the 250
words range.

The key words have been deleted.

TABLES:

1. Tables have been uploaded as single word files

2. One brief title has been added to each table.

3. Abbreviations have been listed within the Table legends in alphabetical order. In
table 1, the double* has been deleted since the exact number of animals with
available measurements is now provided as demanded by one reviewer.

4. Tables ‘legends have been double-spaced

TEXT

1. Drugnames have been checked and the generic name is given. The drugs brand
name have however been deleted because we considered them as useless. The
exact location and the full name of any mentioned manufacturer are now given.
Primer3 is however not a manufacturer but a free downloaded app. The www
address has been added as a footnote.

2. The web address is now given into a footnote. However, the last date accessed is
unknown.

3. The text has been modified when mandatory to avoid using grammatical forms
such as “see above, etc...”

FIGURES:
1. Figures have been uploaded as single files
2. All abbreviations are now properly defined and symbols as well.
3. Figures legends are now double spaced
4. Guidelines for creating art works have been followed
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Abstract

Background: The prone position (PP) has proven beneficial in the patients with severe lung
injury subjected to mechanical ventilation (MV), especially in those with lobar involvement.
We assessed the impact of the PP on unilateral pneumonia in rabbits subjected to MV.
Methods: After endobronchial challenge with Enterobacter aerogenes, adult rabbits were
subjected to either “adverse” (peak inspiratory pressure = 30 cm H,O, zero end-expiratory
pressure; n = 10) or “protective” (tidal volume = 8 mL/kg, 5 cm H,O positive end-expiratory
pressure; n = 10) MV and then randomly kept supine or turned to the PP. Pneumonia was
assessed 8 hours later. Data are presented as median [Inter-Quartile Range].

Measurements and main results: Compared with the supine position, the PP was associated
with significantly lower bacterial concentrations within the infected lung, even if a
“protective” MV was applied (5.93 [0.34] vs. 6.66 [0.86] logso cfu/g, respectively; p = 0.008).
Bacterial concentrations in the spleen were also decreased by the PP if the “adverse” MV was
used (3.62 [1.74] vs. 6.55 [3.67] logio cfu/g, respectively; p = 0.038). In addition, the non-
infected lung was less severely injured in the PP group. Finally, lung and systemic
inflammation as assessed through Interleukin-8 and Tumor Necrosis Factor-a measurement
was attenuated by the PP.

Conclusions: The prone position could be protective if the host is subjected to MV and
unilateral bacterial pneumonia. It could be subsequent to enhanced antibacterial defences and

improvements in lung mechanics, thereby blunting overwhelming inflammation.

243 words
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Introduction

Mechanical ventilation (MV) is widely used in critically ill patients with respiratory failure.
Cumulative evidence suggests however that MV could be harmful for the lung. Thus, both
overdistension of the airways and intra-tidal alveolar cyclic opening and closing are likely to
cause tissue damage, called ventilator-induced lung injury (VILI) . In addition, lung stretch
could lead to the release of inflammatory cytokines, thereby causing additional injury,
particularly through the recruitment of polymorphonuclear neutrophils (PMNSs) mediated by
interleukin (1L)-8%*. Finally, some experimental findings have raised the possibility that the
ability of the host to keep bacterial growth in check could be hampered by the mechanical
forces applied to the lung subjected to MV >°. Although these VILI features were primarily
described in animals with preinjured lungs subjected to ventilator settings never applied to the
patients (i.e., very large tidal volumes [V1]), more recent data support the hypothesis that mild
but consistent tissue damages as well as activation of pulmonary inflammation could appear
with usual MV parameters %,

Nonetheless, limiting alveolar strain by reducing Vt as well as preventing alveolar expiratory
collapse through the application of positive end-expiratory pressure (PEEP) have proven to be
lung protective in animals as well as in patients with severe lung injury ®****. However, it has
been shown that despite “protective” MV, both injury and inflammation were unevenly
distributed within the lung ***°. Thus, while the non-dependent areas tend to be over
distended, the dependent lung regions are likely to be poorly aerated. Lobar injury caused by
bacterial pneumonia could worsen these features *°. In addition, although some experimental
studies have shown that “protective” MV strategy was likely to improve the outcome of
pneumonia, if compared with an “adverse” one (high V1 plus ZEEP), some issues remain
unsolved *"2, First, despite being considered “protective” MV is not necessarily safe since it
could worsen tissue damage and increase bacterial growth in animals with pneumonia >°. In
addition, setting the right level of PEEP remains a great matter of concern. Actually, raising
the PEEP could lead to lung overdistension in patients with lobar ARDS %%, Animal models
have shown that high PEEP was associated with overdistension around pneumonia foci and
within the contralateral lung as well, thereby promoting lung inflammation and pulmonary-to-
systemic bacterial translocation 4%

The prone position (PP) has been shown to improve gas exchanges and lung mechanics in the
patients with acute respiratory distress syndrome (ARDS) %°. This seems especially true in

patients with lobar ARDS . However, available animal models of diffuse lung injury showed
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that the PP could safely improve alveolar recruitment through a better tidal ventilation
distribution within the lung, thereby delaying if not attenuating VILI features %', However,
it has not been tested in models of lung injury with lobar involvement so far.

We hypothesized therefore that the PP could reduce the severity of unilateral bacterial

pneumonia in rabbits subjected to either “adverse” or “protective” MV.
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Materials and methods

Objectives
An experimental study was carried out in order to assess the impact of the prone position on
bacterial pneumonia with 2 main endpoints:

- the severity of the unilateral pneumonia;

- the VILI features within the non-infected contralateral lung.

Animals

Male New Zealand White rabbits (body weight, 2.7-3.0 kg) were obtained from Elevage
scientifiqgue des Dombes (Romans, France). These animals were not immunosuppressed and
were free of both virus antibodies and specific pathogens. They were placed in individual
cages and had free access to water and fed in accordance with current recommendations
mentioned in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National Institutes of
Health No. 92-23, revised 1985. The Dijon Faculty of Medicine Ethical Committee approved
the experimental protocol.

A central venous catheter was surgically inserted into every rabbit the day before MV.

Experimental protocol

The animals were intubated as previously described °. Briefly, under general anaesthesia
provided by iterative intravenous injections of propofol, a cuff tube of 3.0 mm was orally
inserted into the trachea under view control. The animal was put in the supine position and
connected to a pressure-controlled respirator. During the first 30 minutes, the V+ was set at 8
mL/kg with zero end-expiratory pressure (ZEEP), a respiratory rate of 30 bpm and an inspired
fraction of O, (FIO,) of 0.5 (Figure 1). Throughout the experiment, a continuous infusion of
ketamine (1 mg:-kg 1-hr) and pancuronium bromide (0.3 mg:-kg 1:-hr 1), was given. Hydration
with isotonic serum was provided intravenously so that the rabbits remained at a constant

weight.

Enterobacter aerogenes pneumonia was induced as previously described >2*. Briefly, one 10
logio cfu inoculum of a clinical strain of E. aerogenes was instilled through the left stem
bronchus. According to previous data, it takes 3 hours for histologically proven lobar

pneumonia to develop.
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Then, in the first set of experiments, the impact of the PP was tested in animals subjected to
“adverse” MV strategy. Thus, 1 hour after bacterial challenge, the PIP was set at 30 cm H,O
and the animals were randomly kept in the supine position (SP)(n = 4) or turned to the PP (n =
5). The animals were subjected to MV for 8 hours before being killed by an overdose of

thiopental.

In the second set of experiments, in order to match with the clinical practice, the animals were
subjected to “protective” MV (V1 = 8 mL/kg; PEEP =5 cm H,0), once inoculated and kept in
either the SP (n = 5) or turned to the PP (n = 5), similarly to the first set of experiments.

Assessment of respiratory system compliance and other physiological measurements
Inspiratory pressure-volume (PV) curves were constructed post mortem according to the
supersyringe method. Respiratory system compliance (Crs) was deduced from the slope of the
linear portion of the PV curve.

An arterial catheter was inserted in most of the animals subjected to “adverse” MV for blood
sampling and blood pressure monitoring in order to ascertain the safety of our protocol (n =
7). Thus, arterial blood gases and lactate levels were measured at randomization and before
sacrifice. Variations in PaO,, PaCO; from HO (randomization to the SP or the PP group) to
H8 (sacrifice) were thus measured as surrogates for the alveolar recruitment. Arterial blood
lactate was measured to ascertain the safety of our “adverse” MV.

It is worth noting that none of the animals subjected to “protective” MV was thus monitored.
Actually, we had previously checked the safety of these settings as well as the lack of
hypoxemia and hyperlactatemia in mechanically ventilated rabbits with this type of

pneumonia >,

Evaluation of unilateral pneumonia

The animals were exsanguinated by venous puncture. Autopsies were carried out and the
lungs and spleen were harvested aseptically.

Each lung was isolated and homogenized in sterile water. Ten-fold dilution cultures were then
performed. The mean bacterial concentration of the infected lung was calculated according to
the lung weight. The spleen of each rabbit was also crushed and cultured since a positive E.
aerogenes spleen culture was considered a marker of bacteremia.

The remaining lung and spleen homogenates were then frozen, batched and stored at -80°C
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until tissue concentrations of cytokines were measured. Accordingly, Interleukin (IL)-8 and
Tumour Necrosis Factor- o (TNF-a) were assessed using a rabbit specific enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) following the manufacturer’s instructions (Euromedex®,
Strasbourg, France).

Blood samples were obtained before bacterial inoculation (HO), at H1 and H8 only in animals
in the 2" set of experiments (i.e., “protective” MV), in order to assess systemic inflammation
according to the position. Thus, IL-8 and TNF-a blood concentrations were measured using
the above-mentioned ELISA test.

Assessment of ventilator-induced lung injury and inflammation within the non-infected
lung

For microscopic examination, approximately 1 cm® of tissue was fixed in formalin and
embedded in paraffin. Four-um sections were obtained and stained with hematoxylin-eosin. A
pulmonary pathologist blinded to the treatment group examined ten fields of each section and
an injury score was calculated as previously described 22, Briefly, lung injury assessment was
based on the degree of neutrophilic infiltration, haemorrhage and oedema. Lung injury was
considered absent (0), mild (1), moderate (2) or severe (3). In addition, the presence or the
absence of hyaline membranes as well as emphysema-like lesions was systematically sought.
Another lung sample was harvested for RNA extraction using the GenElute kit (Sigma®,
Dorset, UK) according to the manufacturer’s instructions. RNA extraction was performed
using the RNA GenElute kit accordingly. Complementary DNA (cDNA) was obtained by
reverse transcription using random primers, RNAsin treatment, and ImProm Il reverse
transcriptase (Promega®, Madison, WI). Quantitative PCR was performed using the 1Q5
thermocycler (Biorad®, Hercules, CA) and the 1Q Sybergreen Supermix (Biorad®) and
rabbit-specific primers, designed using Primer3 (version 0.4.0)% and the rabbit (Oryctolagus
cuniculus) sequence database”. Melting curves were plotted to check the specificity of the
amplifications. The following primers were used: rGapdh forward: 5’-ATG TTT GTG ATG
GGC GTG AAC C-3’, reverse: 5’-CCC AGC ATC GAA GGT AGA GGA-3’; rll-8 forward:
5’-AAC CTT CCT GCT GCT TCT GA-3’, reverse: 5’-TCT GCACCCACT TTT TCC TTG-
3’. The results were expressed as expression levels normalized to a reference gene (rGapdh).
The corresponding protein assessment could not however be achieved since the all of the

remaining tissue had to be used for gravimetric evaluation of the lung as described below.

awww.primer3plus.com
b www.ensembl.org
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The remaining fresh tissue was weighed in order to measure the lung wet weight (WW) and
warmed to 37°C until desiccation before recording the dry weight (DW). The wet weight to
dry weight ratio (WW/DW) was then calculated as a surrogate for lung permeability oedema.

Previously healthy rabbits with normal lung tissue (n = 4) were killed and used as controls.
Statistical analysis

Data are presented as median [Inter-Quartile Range (IQR)] except otherwise stated. The Mann
Whitney U test was used to compare continuous variables between groups. All tests were two-

tailed. A p <0.05 was considered significant. The Statview software was used (SAS Institute,
Cary, N.C., USA) for all analysis.
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Results

Respiratory system compliance, gas exchanges and hemodynamics

Respiratory system compliance (Crs) was measured post mortem in all rabbits with
pneumonia (Table 1). Crs was greater in the animals that had undergone “protective” MV
than in the others but remained unchanged by the body position. In addition, Cgrs was
improved by PP if “adverse” MV strategy was applied (2.8 [1.4] vs. 5.2 [1.1] mL/cm H,0; p
=0.001).

Differences were also observed regarding gas exchanges in the animals subjected to “adverse”
MV in which blood gases could be obtained. An increase of 235 [244] mmHg in the
PaO,/FIO, ratio was recorded in the PP group whereas a decrease of 69 [77] mmHg was
measured in the supine animals (p = 0.04). No difference was seen regarding blood arterial
pressure and heart rate measured just before sacrifice. However, the blood lactate level in the
SP increased throughout the experiment while it remained within the normal range in the PP
(Allactate]= 2.1 [3.1] vs. -0.4 [0.7] mmol/L, respectively; p = 0.034) (Table 1).

Assessment of unilateral pneumonia

All of the animals but one (SP) survived until they were killed 8 hours after having being
turned prone or kept supine.

The size of the E. aerogenes inoculum in the SP and PP groups was found to be comparable,
regardless of the MV strategy (data not shown).

Quantitative lung culture results showed high mean concentrations of E. aerogenes 8 hrs after
inoculation (figure 2). Lower concentrations were found in the PP group than in the SP group
(8.38 [0.91] vs. 9.81 [0.52] logo cfu/g of tissue, respectively; p = 0.002) when an “adverse”
MYV strategy was used. Although “protective” MV decreased the bacterial pulmonary burden
regardless of the position, the lowest bacterial concentrations within this group were found in
animals in the PP (5.93 [0.34] vs. 6.66 [0.86] logio cfu/g, respectively; p = 0.008). When the

lung inflammatory response was considered, the PP was associated with the release of smaller
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amounts of 1L-8, regardless of the MV strategy (Figure 3). In contrast, although a “protective”
MV significantly decreased pulmonary concentrations of TNF-a regardless of the position
(2155 [830] vs. 3955 [1412] pg/g of tissue, respectively; p = 0.014), the PP did not decrease
cytokine release further.

The extra-pulmonary impact of the pneumonia was also assessed. Like the lung, spleen
culture results showed lower bacterial concentrations in the animals turned to the PP than in
those kept supine within the “adverse” MV group (3.62 [1.74] vs. 6.55 [3.67] logio cfu/g,
respectively; p = 0.038). However, pulmonary-to-systemic translocation of E. aerogenes was
not lower in prone than in supine animals subjected to “protective” MV (2.93 [1.59] vs. 3.24
[1.51] logio cful/g, respectively; p = 0.684). The systemic inflammatory response was
evaluated by the measurement of two of its key mediators within the blood compartment
(Figure 3). Although concentrations of TNF-a in the spleen were similar in both groups
regardless of the MV strategy, lower amounts of IL-8 were found in the PP than in the SP
group when the rabbits underwent “adverse” MV (1910 [784] vs. 3005 [1290] pg/g of tissue,
respectively; p = 0.038). In the animals subjected to “protective” MV, only a trend towards
lower IL-8 release was found in the PP group (1561 [274] vs. 1930 [1022] pg/g of tissue,
respectively; p = 0.124). Similarly, blood concentrations of IL-8 rose more slowly with time

when the rabbits were turned to the PP than when they were kept supine (Figure 4).

Assessment of lung injury and inflammation in the non-infected lung

The microscopic examination revealed that lung injury within the non-infected lung depended
on both the MV strategy and the body position (Figure 5). As expected, “protective” MV was
associated with less tissue damage. The histologic scores tended to be greater in the animals
from the SP group than in those from the PP group, regardless of the MV strategy (Table 2).
Thus, there was an obvious loss of aeration within the lower lobe in the animals kept supine
while the airspaces within the upper lobe appeared enlarged, especially if the MV was
“adverse”. In contrast, lung aeration in the upper and lower lobes of the animals ventilated in
the PP was quite similar. In addition, features like hyaline membranes and emphysema-like
lesions were mainly seen in the animals kept supine.

However, no difference was found according to the body position regarding the WW/DW
ratio when the animals were ventilated adversely. This suggests the formation of comparable

amounts of permeability oedema in the two groups since far lower values were measured in
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the healthy rabbits (Table 2). In contrast, the WW/DW ratio was significantly lower in the PP
than in the SP when “protective” MV was applied.

The evaluation of pulmonary inflammation within the non-infected lung was based on IL-8
gene expression. We observed that there was a stronger induction of I1L-8 gene expression in
the non-infected lung from SP animals than in those from PP animals regardless of the MV

strategy (Figure 6).
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Discussion

In the present study, we showed that turning animals from the supine to the prone position
was likely to improve the features of E. aerogenes unilateral pneumonia regardless of the MV
strategy (i.e., “adverse” or “protective”). Most of all, bacterial concentrations within both the
instilled lung and the spleen were found to be lower in rabbits from the PP group than in those
kept supine. In addition, IL-8 concentrations, a powerful chemoattractant for PMNs, were
greater in the infected lung of the supine animals, as well as in an extra-pulmonary organ, the
spleen, suggesting that both lung and systemic inflammation were blunted by the PP. Taken
together, these findings suggest that in our model, the PP improved lung bacterial clearance,
reduced pulmonary-to-systemic translocation of bacteria and mitigated the host inflammatory
response. In addition, we showed that in this model of lobar lung injury, the PP was likely to
diminish the damage inflicted by MV to the non-infected lung and to modulate inflammation
as well. Moreover, our findings illustrate the hypothesis that although pneumonia is less
severe when using clinically relevant ventilator settings, further improvements could be

obtained by turning the animals to the PP.

The best way to ventilate patients with lung injury remains a matter of concern. Improving
gas exchanges and optimizing alveolar recruitment are key issues in this setting. However,
animal models of VAP similar to ours have shown that pneumonia could induce airway
overdistension within the infected as well as the “healthy” lung in animals subjected to MV
1632 This deleterious effect of MV has been attributed to the loss of aeration within the
infected pulmonary area, which could not be easily recruited by positive pressure. The
magnitude of the local inflammatory response could account for this decrease in lung
compliance *. As a result, although protective if set at a moderate level, PEEP may become
harmful if higher levels are reached since it could create lung overdistension %,

Prone positioning has been proposed primarily as an efficient way to improve gas exchanges
in patients with the most severe forms of acute lung injury *>. More recently, it has been
shown that the PP allows better distribution of lung inflation along the cranio-caudal axis
through improvement in respiratory system compliance, together with lung recruitment 2",
Interestingly, some authors have shown that the patients in whom compliance of the
respiratory system improved once turned to the PP were more likely to present with lobar lung
injury including pneumonia #'. In addition, some recently published clinical studies showed

that PP could either prevent VAP or improve the outcome of existing VAP, whenever patients
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had lung injury prior to pneumonia 3. Altogether, these findings suggest that PP could be of
particular interest in the setting of lobar lung injury including bacterial pneumonia. Our
results provide additional insights likely to improve our understanding of such data since they
draw a link between the well-known beneficial effects of the PP on lung mechanics, and a
possible improvement in the host response against bacterial infection. We were however
unable to determine the underlying mechanisms as far as the host innate immunity is
concerned. Further studies are necessary since as shown by our group and others the toll-like
receptors pathway could be altered by the unusual mechanical stretch applied to the lung
subjected to MV ****!_ One could only speculate that the PP attenuates lung distension
leading in turn to the release of smaller amount of IL-8, thereby protecting the host from the
detrimental effects of an overwhelming inflammatory response.

In addition to such beneficial effects of the PP on the infected lung regarding bacterial
clearance and the inflammatory response, we showed that the PP was likely to reduce lung
injury within the non-infected lung. The decrease in PCO; subsequent to the increase in tidal
ventilation (i.e., when PIP was set from 12 to 30 cm H,0) was the same regardless of the
body position, indicates that the PP did not necessarily increase the end expiratory volume, as
reported previously in ARDS patients *>*?. However, strikingly, the distribution of lung
aeration appeared to be different in the SP and the PP groups. In the SP group, there was a
marked loss of aeration within the lower lobe whereas the airspaces of the upper lobe were
enlarged. This resulted in the presence of emphysema-like lesions. In addition, the presence of
hyaline membranes, one of the hallmarks of VILI was encountered exclusively in the animals
that were ventilated supine. Similar findings were obtained when the “protective” ventilator
settings were applied, though tissue injury was less severe. Interestingly, IL-8 gene expression
was markedly higher in the non-infected lung of the supine animals than in those turned to the
PP, and this was independent of the MV strategy. This could be considered a surrogate for
biotrauma induced by MV, thereby indicating a greater level of lung distension in the SP
group *. Surprisingly, there was no difference between SP and PP animals subjected to the
“adverse” MV regarding the formation of lung permeability oedema within the non-infected
lung as assessed by gravimetric measurements. We can only hypothesize that its distribution
within the lung was different between groups since our approach (i.e., WW/DW
measurement) provided only an overall assessment. However, as expected, Vr reduction
together with PEEP probably decreased the WW/DW ratio. In addition, we showed that
further improvement was achieved by turning the animals in the PP. Altogether, these
findings suggest that the PP improves V+ distribution within the lung and in turn reduces
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airspace overdistension thus preventing VILI, as already demonstrated in animal models of

diffuse lung injury 234,

Our study has several limitations. First, any extrapolation of our findings should be done very
cautiously since small animals are known to be more prone to VILI than larger ones.
Moreover the MV settings used in the “adverse MV “ group 1s far from the clinical practice.
The way the pneumonia was induced as well as the short duration of MV were also specific to
our model and further experimental studies are necessary before our findings can be
generalized. Second, one could argue that bacterial growth was better controlled in the PP
because of improved drainage of bronchial secretions regardless of any alteration of lung
strain *°. However, this could hardly account for the worsening of the lung injury within the
contralateral lung. Third, the hemodynamic assessment was not performed extensively. As a
result, we cannot exclude the possibility that the lower pulmonary-to-systemic translocation
of both bacteria and mediators was subsequent to a drop in cardiac output in the PP group.
However, previous clinical and experimental studies failed to show any difference regarding
this point 223°%¢4¢ Finally, we should acknowledge the small size of our experimental groups
and the lack of any a priori calculation. Our study is therefore underpowered, making

therefore statistics difficult to interpret.

Conclusion
In a model of lobar lung injury, the prone position may not only improve lung mechanics and
blood oxygenation, but also enhance antibacterial defences and mitigate inflammation while

protecting the contralateral lung.
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Table(s)

TABLES

Table 1. Physiological parameters recorded in rabbits with unilateral Enterobacter aerogenes

pneumonia submitted to adverse MV in either supine (SP) or prone position (PP).

Crs APaO,/FIO, APaCO, MAP (mmHg) Heart rate (bpm)  Aflactate]
(mL/cm H,0) (mmHg) (mmHg) (mmol/L)
Adverse MV
(Suplg;? position 2 81.4] -69 [77] A1[4]  79.0[12.7] 276 [30] 2.1[31]
n=
Prone position 5.2 [1.1]* 235 [244]* -11[2] 75.3 [4.7] 262 [24] -0.4 [0.7]*
(n=4)
Protective MV
Supine position
(n = 5) 13.5[0.9]
Prone position
(n=5) 11.4[3.8]

Results are presented as median = IQR. The delta values mean variation from HO
(randomization to the SP or the PP group) to H8 (sacrifice).

* indicate p value lower than 0.05 between SP and PP.

IQR: Inter-Quartile Range; MV: mechanical ventilation; PP: prone position; SP: supine

position.
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Table(s)

Table 2. Lung injury assessment within the non-infected lung of rabbits with unilateral

Enterobacter aerogenes pneumonia submitted to adverse or protective MV in either SP or PP.

Histologic score Hyaline membranes Emphysema-like lesions WW/DW

Control - - - 1.7[0.4]*
(n=4)

Adverse MV
?upim)e position 4.0 [3.5] 3/4 2/4 5.3[1.4]
n=4
Prone position 1.5[2.7] 0/5 1/5 5.2 [1.4]
(n=9)

Protective MV
(Snug'g§ position 2.2 [1.0] 4/5 3/5 3.8[L.3]
Prone position o
(n=5) 1.1[0.45] 1/5 0/5 2.710.8]

Results are presented as median + IQR. Healthy spontaneously breathing animals were used

as controls.

*indicates p value lower than 0.05 between C and either PP or SP; **indicates p value lower
than 0.05 between SP and PP.

MV: mechanical ventilation; SP: supine position; PP: prone position; WW: wet weight; DW:

dry weight.
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Figure Legends

FIGURES LEGENDS

Figure 1. Timeline representation of the experimental protocol.

MV: mechanical ventilation; PP: prone position; SP: supine position.

Figure 2. Bacterial burden (infected lung, panel A; spleen, panel B) in animals with
Enterobacter aerogenes pneumonia submitted to an adverse (n = 9) or a protective (n = 10)
MV in SP, or turned from supine to PP. There is a bacterial overgrowth in the lung of the
animals from the SP group, whenever the MV is protective or not. The pulmonary-to-systemic
translocation is increased by SP in the only animals submitted to an adverse MV strategy, as
reflected by the larger amount of bacteria recovered from the spleen culture in this group.
Results are expressed as median + IQR. *indicates a p value lower than 0.05 between SP and
PP groups.

IQR: Inter-Quartile Range; MV: mechanical ventilation; PP: prone position; SP: supine

position.

Figure 3. Interleukin (IL)-8 (panel A) and Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) (panel B)
concentrations in the infected lung (a), and the spleen (b) of rabbits with Enterobacter
aerogenes unilateral pneumonia according to the MV strategy (i.e., “adverse” or “protective”),
and the position (i.e., SP or PP). Results are expressed as median = IQR. It is worth noting

that IL-8 release was decreased within the pulmonary and the systemic compartment in the
animals turned into PP. In contrast, no significant difference was seen regarding TNF- a.

* indicates a p value lower than 0.05 between SP and PP groups.

IQR: Inter-Quartile Range; MV: mechanical ventilation; PP: prone position; SP: supine

position.
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Figure 4. Interleukin (IL)-8 (panel A) and Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) (panel B) serum
concentrations in rabbits with Enterobacter aerogenes unilateral pneumonia submitted to the
“protective” MV according to the position (i.e., SP or PP). Results are presented as median +
IQR. There was a trend toward increased IL-8 levels within the blood compartment in the
animals in PP compared to those kept supine.

IQR: Inter-Quartile Range; MV: mechanical ventilation; PP: prone position; SP: supine

position.

Figure 5. Light photomicrographs of the non-infected lungs from animals with Enterobacter
aerogenes pneumonia submitted to either an adverse (Panel A) or a protective (Panel B) MV
in SP (upper lobe, a; lower lobe, b), or PP (upper lobe, c; lower lobe, d). (Original
magnification, x10; hematoxylin-eosin). Neutrophil infiltration was greater in the animals
submitted to an adverse MV, especially if kept supine. In addition, SP lead to a significant
loss of aeration within the lower lobe while the tidal volume looked evenly distributed in the
animals turned into PP, regardless of the MV strategy.

MV: mechanical ventilation; PP: prone position; SP: supine position.
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Figure 6. Interleukin (IL)-8 mRNA levels in the non-infected lung of rabbits with
Enterobacter aerogenes unilateral pneumonia according to the MV strategy (i.e., “adverse” or
“protective”), and the position (i.e., SP or PP). All values are reported as fold increase
compared with control spontaneously breathing healthy animals normalized to 1. Results are
expressed as mean = SD. There was an obvious decrease of the IL-8 gene expression within
the non-infected lung of the animals turned into PP, regardless of the MV settings.

* indicates a p value lower than 0.05 between SP and PP groups.

MV: mechanical ventilation; mMRNA: messenger Riboxynucleic Acid; PP: prone position; SP:

supine position.
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Ce travail de recherche a permis de mettre en évidence que dans un modeéle de
pneumonie bactérienne unilatérale, la position DV :

v' améliore la mécanique pulmonaire et I’'oxygénation du sang,

v' augmente les défenses antibactériennes,

v diminue l'inflammation tout en protégeant le poumon controlatéral.
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« Impact of mild-stretch mechanical ventilation on the development of

Staphylococcus aureus pneumonia in rabbit»

Durant mon stage de Master 2 Recherche et lors de ma premiére année de These, j'ai
eu l'opportunité de collaborer sur le projet du Docteur Saber Barbar. Les recherches
gu’il menait dans I'équipe du Professeur Charles visaient a évaluer I'impact de la

ventilation mécanique sur I'expression du TLR2 et sur la réponse a S. aureus.

Dans un premier groupe d’expériences, aprés 24 heures de ventilation mécanique, les
animaux ont recu un inoculum de SARM (9Log CFU/mL) puis ont été sacrifiés au terme
de 8 heures supplémentaires de VM. Dans un second groupe d’expériences, des
animaux ventilés 24 heures et inoculés au SARM (9 Log CFU/mL), sont remis pour 24
heures sous VM puis sacrifiés. Nous avons également conduit des expérience ex vivo sur
sang total de lapins, ventilés ou non, stimulé soit par un agoniste synthétique de TLR2,

le Pam3CSKjy, soit par une bactérie inactivée par la chaleur, a savoir S. aureus (HKSA).

Ainsi, nous avons observé que 32 heures de VM seule induisent des dommages sur le
poumon incluant un épaississement des septa alvéolaires, des infiltrations de cellules
inflammatoires et une perte d’aération dans les alvéoles (Figure 1A, 1B). Le groupe sous
VM présente un score histologique significativement supérieur (Figure 2). Huit heures
apres l'instillation des SARM, nous avons pu observé dans le groupe en VM la encore,
les marques d’'une pneumonie (Figure 1C, 1D), avec des valeurs péjoratives du score
histologique. Ces premieres données nous ont montré que les dommages pulmonaires
sont plus précoces et plus séveres chez les animaux soumis a la VM et a la pneumonie
(Figure 1E, 1F) que chez ceux en ventilation spontanée. Nous avons également mis en

évidence que la charge bactérienne est plus importante dans le groupe sous VM que ce
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soit 8 ou 24 heures apres l'inoculation (Figure 3A, 3B). De méme chez les animaux
ventilés la clairance bactérienne est diminuée (Figure 4). Une bactériémie précoce (8‘\3me
heure de VM) a été mise en évidence (Figure 3C, 3D) comme en témoignent les
résultats des cultures quantitatives de rate positives pour le SARM.

De fagon surprenante, il a également été observé dans notre modéle que la ventilation
mécanique n’altere pas significativement la réponse inflammatoire pulmonaire a SARM.
Les niveaux de transcrit il-8 ainsi que les concentrations protéiques en IL-8 sont plus
élevés chez les animaux ventilés pendant 8 heures que chez les contréles en respiration
spontanée (Figure 5A, 6A, 6C). Chez les animaux présentant la double agression, a la fois
I’expression de ’ARNm et de la protéine IL-8 sont supérieures dans les homogénats du
poumon et LBA, en comparaison au groupe non-infecté (Figure 5A, 6A, 6C). Nous
n‘avons en revanche pu mettre en évidence aucune différence significative entre les
animaux du groupe en respiration spontanée et ceux du groupe en VM.

En nous intéressant a une autre cytokine inflammatoire, le TNF-a, nous avons trouvé
que l'expression pulmonaire de son ARNm n’était pas significativement augmentée
dans le groupe d’animaux soumis a la VM, infectés ou non par le SARM (Figure 5B).
Cependant nous avons retrouvé dans les broyats de poumons, des concentrations
protéiques en TNF- a supérieures dans le groupe des animaux ventilés en comparaison
aux animaux en respiration spontanée et infectés (Figure 6B). Nous n’avons pas observé
de différences significatives dans le dosage du TNF- a dans les LBA (Figure 6D).

Nous avons également mis en évidence que la VM exacerbe la réponse inflammatoire
systémique 3 SARM. Les niveaux d’IL-8 dans le plasma a la 8°™ heure post infection
chez les animaux sous VM ont augmenté (de maniere non significative) en comparaison
au dosage réalisé au méme temps chez les témoins non ventilés (Figure 7A). En
revanche, nous avons trouvé une concentration sérique significativement plus haute en
TNF-a chez les animaux sous VM en comparaison aux animaux en respiration spontanée
(Figure 7B).

Dans une autre série d’expérimentations ex vivo, nous avons stimulé du sang obtenu

d’animaux sous VM ou non, avec soit du PamsCSK; soit du HKSA mimant ainsi la
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libération de produit de la paroi cellulaire et une bactériémie respectivement. En
I’'absence de toute stimulation microbienne, nous retrouvons une légére élévation non
significative des concentrations sériques en IL-8 et TNF-a chez les animaux sous VM
(Figure 8A et 8B). Le Pam3CSK, induit une forte réponse inflammatoire dans le sang total
d’animaux sous VM, ce que nous n’observons en revanche pas du tout dans le sang
d’animaux non ventilés. De plus, nos données suggerent un effet synergique de la
combinaison VM et agoniste de TLR2 si I'on considére la libération de TNF-a. De la
méme maniéere, la libération de I'lL-8 et du TNF-a est significativement plus élevée chez
les animaux sous VM lorsque leur sang est stimulé ex vivo par le HKSA.

Dans un souci d’explication concernant les différences sur la réponse inflammatoire a
SARM entre les animaux en respiration spontanée et ceux sous VM, nous avons regardé
dans les compartiments pulmonaire et systémique, I'expression du géne tir2 dans les
homogénats de poumon et rate. Nous avons noté que I'expression pulmonaire du gene
tlr2 est significativement augmentée sous VM (Figure 9A). De la méme maniere, la VM
augmente I'expression de I’ARNm TLR2 dans la rate (Figure 9B). Etrangement, le blocage
ex vivo de TLR2 n’a pas empéché la libération massive de cytokines inflammatoires dans
le sang obtenu de lapins soumis a la VM, excepté pour le TNF-a en réponse au SARM

tué par la chaleur (HKSA) (Figure 8A et 8B).
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Background: Ventilator-associated pneumonia (VAP) is common in patients subjected
to mechanical ventilation (MV). Lung stretch could orient host immune response
towards a pro-inflammatory pattern through toll-like receptor (TLRs) up-regulation. We
tested this hypothesis in a rabbit model of Staphylococcus aureus VAP.

Methods: Pneumonia was caused by airway challenge with one clinical S. aureus
strain, in either spontaneously breathing (SB) or MV rabbits (12 mL/kg). Pneumonia
assessment regarding both pulmonary and systemic bacterial burden, as well as
inflammatory response was done 8 and 24 hours after S. aureus challenge. In addition,
ex vivo stimulations of whole blood taken from SB or MV rabbits with either
Pam3CSK4, a specific TLR2 agonist, or heat-killed S. aureus were performed.
Measurements and main results: At the early stage of infection, lung injury was more
severe in MV animals. MV animals also had lower lung bacterial clearance and a
greater likelihood of systemic diffusion of S. aureus. In addition, although serum
concentrations were similar during the first 8 hours following bacterial challenge, both
circulating interleukin (IL)-8 and tumour necrosis factor (TNF)-a rose significantly
thereafter only in MV animals. Interestingly, whole blood obtained from MV animals
released larger amounts of both cytokines if stimulated with either Pam3CSK4 or heat-
killed S. aureus. Gene expression assays showed that MV induced TLR2
overexpression in both lung and spleen tissue.

Conclusions: Mild-stretch MV impaired lung bacterial clearance, hastened tissue injury
and promoted a systemic inflammatory response. Both pulmonary and peripheral blood
TLR2 overexpression could account for such an impact.
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Abstract

Background: Ventilator-associated pneumonia (VAP) is common in patients subjected to
mechanical ventilation (MV). Lung stretch could orient host immune response towards a pro-
inflammatory pattern through toll-like receptor (TLRs) up-regulation. We tested this hypothesis
in a rabbit model of Staphylococcus aureus VAP.

Methods: Pneumonia was caused by airway challenge with one clinical S. aureus strain, in either
spontaneously breathing (SB) or MV rabbits (12 mL/kg). Pneumonia assessment regarding both
pulmonary and systemic bacterial burden, as well as inflammatory response was done 8 and 24
hours after S. aureus challenge. In addition, ex vivo stimulations of whole blood taken from SB or
MV rabbits with either Pam3CSK,, a specific TLR2 agonist, or heat-killed S. aureus were
performed.

Measurements and main results: At the early stage of infection, lung injury was more severe in
MV animals. MV animals also had lower lung bacterial clearance and a greater likelihood of
systemic diffusion of S. aureus. In addition, although serum concentrations were similar during
the first 8 hours following bacterial challenge, both circulating interleukin (IL)-8 and tumour
necrosis factor (TNF)-a rose significantly thereafter only in MV animals. Interestingly, whole
blood obtained from MV animals released larger amounts of both cytokines if stimulated with
either PamzCSK, or heat-killed S. aureus. Gene expression assays showed that MV induced
TLR2 overexpression in both lung and spleen tissue.

Conclusions: Mild-stretch MV impaired lung bacterial clearance, hastened tissue injury and
promoted a systemic inflammatory response. Both pulmonary and peripheral blood TLR2

overexpression could account for such an impact.
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Key words: ventilator-induced lung injury — stretch — ventilator-associated pneumonia —

Staphylococcus aureus —interleukin-8.
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Introduction

Although, mechanical ventilation (MV) is sometimes the only way to care for critically ill
patients with respiratory failure, many adverse effects, including ventilator associated pneumonia
(VAP), are common [1, 2]. Actually, VAP occurs in up to 27% of these patients (23.5 per 1,000
ventilator-days) [3]. During bacterial pneumonia, a rapid immune lung response is necessary to
ensure microbial clearance. In the airways, both bronchial and alveolar epithelial cells take part in
the host innate immune response, mainly through their ability to produce inflammatory mediators
[4]. It is now clearly recognised that innate immunity is activated through pattern recognition
receptor (PRR)-related pathways [5]. Among the PRRs, toll-like receptors (TLRs) play a key role
in the recognition of the so-called pathogen-associated microbial patterns (PAMPSs). TLRs can
recognize a wide range of PAMPs and generate inflammatory signals to modulate innate immune
responses [6]. Among the bacteria causing VAP, Gram-positive bacteria, especially
Staphylococcus aureus, are frequently responsible for infection and mortality [7]. Cell wall
components of Gram-positive bacteria, such as bacterial lipopeptides (BLPs), activate TLR2.
TLR2 expression has been detected in immune cells, as well as in endothelial or epithelial cells
[8]. Ligand-specific recognition and signalling occurs via heterodimerisation with TLR1 or TLR6
[6, 9]. Interestingly, TLR2 expression seems to be sensitive to mechanical stress, as shown in the
endothelium [10].

Both in vitro and in vivo experimental studies have demonstrated that MV, in particular
adverse ventilatory strategies with high tidal volume and zero end-expiratory pressure could
activate lung cells, thus leading to a proinflammatory response, even in the absence of bacterial
stimuli. This is the biotrauma paradigm, which is responsible, at least in part, for so-called

Ventilator Induced Lung Injury (VILI), the hallmark of which is the infiltration of
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polymorphonuclear neutrophils (PMNSs) into the lungs [11]. Although low-stretch MV does not
lead to such apparent tissue damage or inflammation, it could prime airway cells to respond
massively to a second proinflammatory insult, through the subsequent release of large amounts of
cytokines, thus leading to additional lung injury, particularly through the recruitment of
neutrophils as a result of interleukin (IL)-8 secretion [12]. This has been clearly demonstrated in
several animal models based on airway challenge with lipopolysaccharide (LPS) combined with
MV. It has been shown that MV increased lung injury and promoted pulmonary-to-systemic
endotoxin translocation [13-15]. Innate immunity activation thereby plays a major role in the
development of VILI [5]. The involvement of toll-like receptors, especially TLR4, has been
suggested by several experimental studies [16, 17]. Moreover, it has been hypothesized that MV-
dependent lung priming depended on the TLR4 pathway when LPS models were used, thus
illustrating the “two-hit” paradigm [13-15, 18]. However, little is known about the possible
implication of other TLRs and related microbial ligands in MV-dependent lung injury.

Indeed, we have previously demonstrated in vitro that cyclic stretch of human pulmonary
cells resulted in TLR2 overexpression and enhanced TLR2 reactivity to Gram-positive cell wall
components [19]. These findings were confirmed in a rabbit model since mild-stretch MV
increased lung injury in response to the instillation of Pam3CSK,, a specific TLR2 agonist. Taken
together, our findings provided new insights into the underlying mechanisms of lung priming.
MV could thus promote the over-activation of pulmonary cells in the presence of either Gram-
negative or Gram-positive bacteria within the airways in a TLR-dependent manner, and thus
worsen lung injury.

In an attempt to determine the relevance of these hypotheses in our in vivo model of VAP,

we conducted experiments using live bacteria specifically recognized by TLR2 (i.e., S. aureus).
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Materials and methods

Bacterial Challenge

The USA 300 PVL(-) clinical strain of S. aureus (kindly provided by G. Lina, Lyon, France) was
used in this study. Working stock cultures were kept frozen in a 15% glycerol-supplemented
brain-heart infusion (BioMérieux Laboratories, Marcy-1’Etoile, France). They were changed
monthly. Colonies isolated from infected rabbits’ spleen cultures were used to preserve bacterial
virulence. At 48 hours before experimentation began, several colonies were taken, cultured on
MRSAZ2 agar plates (BioMérieux) and then incubated for 24 hours at 37°C. One colony was
inoculated into 10 mL of brain-heart infusion and was incubated for 6 hours at 37°C before being
cultured on MRSA2 agar plates for 18 hours at 37°C. The inocula concentration was estimated by
optical densitometry, in reference to a standard curve, and systematically checked by a
quantitative culture by plating successive ten-fold dilutions. A mean titer of 9.5 logio colony-
forming units per millilitre (CFU/mL) was used in this study since pneumonia obtained with

lower values was too mild and transient.

Animal experiments

Male New Zealand White rabbits (body weight 2.8 to 3.2 kg) were obtained from the “Elevage
scientifique des Dombes” (Romans, France). They were placed in individual cages and were fed
ad libitum with water and food, according to current recommendations [20]. The Ethics
Committee of Dijon Faculty of Medicine approved the experimental protocol. A central venous
catheter was surgically inserted into the left jugular internal vein 24 hours before randomization

[21].
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The animals (n=50) were randomly allocated to the SB group (n = 25) or the MV group (n
= 25).

In the SB group, the rabbits were orally intubated as previously described [22, 23].
Briefly, under general anaesthesia provided by an intravenous injection of ketamine 3.3 mg/kg
(Panpharma, France) and xylazine 1mg/kg (Rompun®, Bayer, Germany), a cuff tube of 3.0 mm
was orally inserted into the trachea under view control.

The rabbits then received an intrabronchial instillation of 9.5 log10 cfu/mL of S. aureus
diluted in 0.5 mL of saline (n=5), through a silicon catheter (Sigma Medical, Nanterre, France)
inserted into the tracheal tube. The inoculum was gently flushed through the catheter until one
lower lobe bronchus was reached. SB controls received 0.5 mL of saline (n=5). The catheter was
immediately removed, the animals were rapidly extubated, and were then allowed to go back to
their cage before being killed 8 or 24 hours later.

In the MV group, the animals were intubated as described above, and then were connected
to a volume-controlled ventilator (Servo ventilator 900C®, Siemens, Germany). MV was
performed in the supine position with a continuous infusion of midazolam (0.06 mg.kg-1.h-1)
(Hypnovel®, Roche, Switzerland) and cisatracurium besilate (0.3 mg.kg-1.h-1) (Nimbex®,
GlaxoSmithKline, U.K.). The tidal volume was set at 12 ml/kg with zero end-expiratory pressure,
the respiratory rate at 25/minute and the inspired fraction of oxygen at 0.5. During the MV, the
animals were positioned on a heating blanket to maintain body normothermia, and hydration with
isotonic serum was provided intravenously to maintain a stable hemodynamic status in the
context of MV, anaesthesia, and paralysis. An arterial catheter was inserted in most of these
animals for blood sampling and blood pressure monitoring. Arterial blood gas was analysed
every 8 hours and the respiratory rate adjusted to keep PaCO, within a 35-45 mmHg range.

Plateau pressure was monitored hourly.

156



O©CoO~NOOOITAWNE

The animals were subjected to MV for 24 hours before being given an intrabronchial
instillation of 9.5 logl0 CFU/mL of S. aureus diluted in 0.5 mL of saline, as described above.
MYV controls received 0.5 mL of saline (n=5). The animals were then kept under MV for 8 or 24

hours before being killed.

Material Harvesting

Blood samples were collected from the arterial catheter (at the start of the experiment, after 24
hours of MV and then 1,2,4 and 8 hours after the intrabronchial instillation) and centrifuged at
1,000g for 15 minutes at 4°C; the supernatant was divided into 0.5 ml aliquots and stored at -
80°C for cytokine concentration measurements.

At the end of the experiment, the animals were killed by an intravenous overdose of
thiopental.

In both groups, the animals were exsanguinated by venous puncture. Autopsies were
carried out so that the lungs and spleen were aseptically taken. Immediately after exsanguination,
the heart and lungs were carefully removed en block via midline sternotomy.

The left lung was lavaged with 2 mL of sterile saline. The broncho-alveolar lavage fluid
(BALF) was centrifuged at 400 g and 4°C to pellet the cells and the supernatant was stored at -
80°C for further cytokine determination.

The lungs were harvested for RNA extraction. Additional samples were obtained for microscopic
examination.

The remaining lung tissue was homogenized for the determination of cytokine
concentrations and for bacterial culture.

The spleen was harvested for RNA extraction, and the remaining spleen tissue was

homogenized for cytokine concentration measurements and bacterial culture.

10
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Cytokine Measurements

TNF-alpha and IL-8 concentrations were measured in plasma, whole blood supernatants, lung
homogenates and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) supernatants using rabbit specific
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (Uscn Life Science Inc., Wuhan, China). The

lower limits of the assays were 15.6 pg/mL for both TNF-alpha and IL-8.

Quantitative RT-PCR
All gene expression analyses were done 8 hours after lung exposure to either saline, Pam3;CSK,
or S. aureus, since peak values were achieved within this timeframe in previous studies [19].
RNA was extracted from lung samples using the RNA GenElute kit (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA). Quantitative PCR was performed using 1Q Sybergreen Supermix (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Melting curves were performed to ensure the presence of a single amplicon. The
following primers were used: rTlt2, forward 5’-TGT CTG TCA CCG AAC CGA ATC CAC-3’
and reverse 5’-TCA GGT TTT TCA GCG TCA GCA GGG-3’ [24]; rlI-8, forward 5°-AAC CTT
CCT GCT GCT TCT GA-3’ and reverse 5’-TCT GCA CCC ACT TTT TCC TTG-3’; TNFa,
forward 5°-CAA GCC TCT AGC CCA CGT A-3’ and reverse 5’- GGC AAT GAT CCC AAA
GTA G-3’; and rGapdh, forward 5’-ATG TTT GTG ATG GGC GTG AAC C-3’ and reverse 5°-
CCC AGC ATC GAA GGT AGA GGA-3".

The results are expressed as the fold induction using the ACt method [25] since the

spontaneously breathing (SB) animals were always considered as the baseline condition.

11
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Histological Analysis

A tissue sample of 1 cm?® that focused on a macroscopic lesion from the cranial and caudal lobes
was fixed in formalin and embedded in paraffin. Five-micrometre sections were obtained and
coloured with haematoxylin and eosin. Two pathologists blinded to the group assignment
examined all slides. After viewing approximately five fields per sector under low and high
power, each section was assigned a numerical histologic score ranging from 0 to 3 as previously
described [26] according to the degree of neutrophilic infiltration, haemorrhage, and oedema in
the interstitial and alveolar spaces: 0 (normal), normal-appearing lung; 1 (mild), mild congestion,
interstitial oedema, and interstitial neutrophilic infiltrate with occasional red blood cells and
neutrophils in the alveolar spaces; 2 (moderate), moderate congestion and interstitial oedema with
neutrophils partially filling the alveolar spaces but without consolidation; 3 (severe), marked
congestion and interstitial oedema, with neutrophilic infiltrate nearly filling the alveolar spaces,
or with frank lung consolidation. Atelectasis per se was disregarded and not scored as abnormal.
For each criterion, when disagreements occurred between the observers, the definite score was

defined as the mean of each pathologist’s score.

Microbiological Evaluation of Pneumonia
Each pulmonary lobe was isolated from the whole lung, homogenized in sterile H,O, and used for
serial ten-fold dilution cultures. For each lobe, the bacterial concentration was adjusted to its
weight.

The mean bacterial pulmonary concentration was calculated according to each lobar

concentration with lobar weight (e.g., mean concentration =X [lobar concentration x lobar

12
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weight]/ lobar weights). The spleen of each rabbit was also removed, crushed, and cultured. An S.

aureus-positive spleen culture was considered a marker of bacteraemia.

Reagents

The a-Human TLR2 monoclonal antibody (mAb) T2.5 (mouse IgG1x) was a gift from Novimune
(Plan-les-Ouates, Switzerland), and its relevant isotype control was purchased from Becton
Dickinson Biosciences (Franklin Lakes, NJ, U.S.A.).

Synthetic triacyled lipoprotein Pam3sCSK, was purchased from Invivogen (San Diego, CA,

US.A)).

Whole blood assay

Fresh heparinized blood from either SB or MV rabbits (12 mL/kg, ZEEP over a 48 hour-period)
was obtained by venipuncture and diluted 1:2 with RPMI 1640. Blood was immediately plated at
120 pL/well in a 96-well plate and incubated for 15 minutes at 37°C.

In some experiments, either mAb T2.5 or IgG1lx were diluted with RPMI 1640 (10 pg/mL in 60
pL final volume) and added to rabbit whole blood at room temperature [27]. One hour later 60
pL of Pam3CSK, (100 ng/mL) or heat-killed S. aureus (USA300 strain; 9 log CFU warmed at
90°C for 60’) were added and the blood was then incubated for 24 hours at 37°C. This
concentration corresponded to the maximal response observed with the TLR2 agonist in
preliminary experiments (data not shown). Cell culture supernatants were finally removed and

kept frozen at -80°C until IL-8 and TNF- o concentrations were determined.
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Statistical analysis

All data were expressed as the mean + SD or median [IQR] as specified.

Data were tested for normal distribution with the D'Agostino-Pearson normality omnibus K2 test
or with the Kolmogorov—Smirnov test when n was too small.

The differences in the values among the four study groups were compared using
parametric one-way analysis of variance for normally distributed data. When the difference
between groups was significant with the above tests, the group or groups that differed from the
others were identified using the Bonferroni multiple comparison test.

When the data were not normally distributed, the medians were compared using the
nonparametric Kruskal-Wallis test. When the difference between groups was significant with the
above tests, the group or groups that differed from the others were identified using the Dunn
method for pairwise multiple comparisons.

For temporally repeated data (i.e. for serum cytokine concentrations), changes over time
were assessed in each group using one-way repeated-measures analysis of variance for normally
distributed data. Differences between the times were identified using the Bonferroni multiple
comparison test after repeated-measures analysis of variance when significance was reached.

GraphPad Prism software was used (GraphPad Software, San Diego California, USA).

14
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RESULTS

Mechanical ventilation worsens lung damage and impairs bacterial lung clearance

We developed an animal model of S. aureus VAP in lungs previously subjected to mild-stretch
MV.

As previously reported, 32 hours of MV alone induced lung damage, including inter-
alveolar septa thickened by cell infiltrate and alveoli loss of aeration (Fig 1A, 1B). The
histological score (Fig 2) was significantly greater in the MV group (0.13+0.20 vs. 0.86+0.10,
p=0.002). In the setting of pneumonia, 8 hours after tracheal instillation of S. aureus, we
observed increased cellularity, predominantly neutrophils, and fibrin stranding in alveoli, once
again predominantly in the MV group (Fig 1C, 1D), resulting in a worse histological score
(1.40+0.33 vs. 2.40+0.55, p=0.007). Later during the course of infection, (i.e., 24 hours after
bacterial challenge), lung injury was still greater in the MV group (Fig 1E, 1F), but the scores did
not differ significantly anymore (2.35+0.42 vs. 2.67+0.49, p=0.113). Altogether, these findings
suggest that lung damage was more severe and earlier in animals subjected to MV and
pneumonia than in SB animals with pneumonia.

The bacterial burden was higher in the MV group both after 8 hours (5.00+£1.02 vs.
5.87+0.38 CFU/g, p=0.028) and 24 hours of MV (4.96+1.313 vs. 6.13+0.63 CFU/g, p=0.002)
(Fig 3A, 3B).

Similarly, when S. aureus lung concentrations were expressed as percentages of the
inoculum size, bacterial clearance was found to be impaired in MV animals (Fig 4).

In addition, MV probably promoted early pulmonary-to-systemic translocation during S. aureus

pneumonia, as indicated by the quantitative spleen culture results, which reflected the occurrence
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of bacteraemia (Fig 3C, 3D). Actually, cultures became positive as early as the 8" hour solely in
some rabbits in the MV group. Interestingly, S. aureus spleen concentrations became comparable

thereafter (1.48+0.66 vs. 1.47+0.82 log;oCFU/g, p=0.440).

Mechanical ventilation does not significantly alter the lung inflammatory response to S.
aureus

In animals subjected to MV alone, lung expression of the inflammatory cytokine IL-8 gene (Fig
5A) was significantly greater than that in their SB counterparts (p=0.031). The corresponding IL-
8 protein level within lung homogenates (Fig 6A) and BALF (Fig 6C) tended to be greater in MV
animals at the 8" hour. However, the difference was only significant for BALF (71.82+21.80 vs.
189.22483.92, p=0.010) but not for lung homogenate (135.5+11.3 vs. 823.6+544.1, p=ns). In the
animals infected with S. aureus, both IL-8 gene expression and protein release were higher than
in non-infected ones (Fig 5A, 6A, 6C). However, we did not find any significant difference
between SB and MV groups.

Regarding TNF-a, another inflammatory mediator of paramount importance, lung gene
expression was not significantly increased in animals subjected to MV, whether or not they were
infected with S. aureus (Fig 5B). However, the TNF-a protein level within lung homogenates
(Fig 6B) was higher in MV than in SB non-infected rabbits (150.5+24.3 vs. 533.1+198.8,
p=0.001) but there was no difference between the two groups of S. aureus-infected rabbits at both
time points. In contrast, no significant difference was found when BALF concentrations were

considered (Fig 6D).
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Mechanical ventilation exacerbates the systemic inflammatory response to S. aureus

Plasma concentrations of 1L-8 and TNF-a were measured in animals‘ plasma at baseline and
several time-points thereafter (i.e., 1, 2, 4, 8, 12, 18 and 24 h after S. aureus instillation). Changes
over time were assessed by repeated-measures analysis of variance. Time course analysis showed
that levels of IL-8 (Fig 7A) at the 8" hour of MV had increased to a greater extent than those
measured in SB rabbits, though the difference was not statistically significant. However, a
significantly higher TNF-a. level was measured in the serum of MV animals than in serum from
their SB counterparts (95% CI: -104.7 to -7.547), in spite of the recovery of similar amounts of
bacteria from spleen cultures at the last time-point, as described above (Fig 7B).

In another set of experiments, IL-8 and TNF-a were measured in whole blood obtained
from either SB or MV rabbits. Ex vivo stimulations by the synthetic bacterial lipopeptide
Pam3;CSK,, a specific TLR2 agonist, as well as heat-killed S. aureus were performed in each
group in an attempt to mimic S. aureus cell-wall products release from the lung and bacteraemia,
respectively. As expected, in the absence of any microbial stimulation, a mild but not significant
elevation of both IL-8 and TNF-o was measured in blood obtained from MV animals when
compared to SB ones (Fig 8A & 8B). Whereas Pam3;CSK, alone failed to elicit the release of
inflammatory mediators from the whole blood drawn in SB animals, it mounted a significant
response in the MV group. Moreover, our data suggest a synergic effect of the combination of
MV with the TLR2 agonist if considering TNF-a release. Similarly, the responsiveness of whole
blood from MV animals to heat-killed S. aureus, in terms of both I1L-8 and TNF-a elevation was

significantly greater that in blood from SB animals.
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Mechanical ventilation increases both lung and systemic expression of TLR2
Attempting to explain in vivo differences regarding inflammatory responsiveness to S. aureus
between SB and MV rabbits in both the pulmonary and systemic compartment, TLR2 gene
expression was evaluated in lung and spleen homogenates, respectively. Spleen was actually
considered a surrogate for peripheral blood mononuclear cells [28]. In addition, TLR2 blockade
was achieved through media incubation with the T2.5 Mab prior to stimulation during ex vivo
experiments.

It is worth noting that lung expression of the TLR2 gene was significantly increased under
MV (Fig 9A). Similarly, and to a greater extent, MV promoted TLR2 gene expression in spleen
homogenates (Fig 9B). However, interestingly, TLR2 ex vivo blockade failed to abrogate the
excessive release of inflammatory mediators by whole blood obtained from MV animals,
excepting TNF-a in response to heat-killed S. aureus (Fig 8A & 8B). These findings suggest that
TLR2 overexpression in MV animals could account, at least in part, for the overwhelming

systemic inflammatory response.
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Discussion

In line with our previous data regarding stretch-dependent lung TLR2 overexpression, the aim of
this study was to find out to what extent MV could alter the immune and inflammatory response
to S. aureus in a rabbit model of VAP. To this purpose, we challenged the airways with a strong
S. aureus inoculum in animals subjected to a 24 hour-MV prior to infection, and compared them

to SB infected controls at both “early” (i.e., 8 hours), or “late” (24 hours) stages of pneumonia.

We report herein the following findings:
mild-stretch MV probably impairs bacterial lung clearance and to a lesser extent promotes early
pulmonary-to-systemic translocation during S. aureus pneumonia
mild-stretch MV worsens lung damage including PMN infiltration, without increasing the local
release of inflammatory mediators including IL-8. It is therefore unclear whether stretch-
dependent TLR2 up-regulation could account for this phenomenon, thus suggesting that other
PMN chemoattractant mediators are involved,
in contrast, systemic inflammation was strongly exacerbated by MV, perhaps reflecting an
increased responsiveness to bacterial products within this compartment as suggested by the
results of ex vivo experiments. Interestingly, TLR2 overexpression may not be the only
underlying mechanism.

These results are consistent with our previous findings [19, 22, 23, 29, 30]. However, it is
worth noting that some differences exist with respect to the pathogen involved. In addition, the

present study provides new insights regarding the impact of MV on bacterial pneumonia.
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First, the present data show that the lung’s ability to keep S. aureus growth in check is impaired
by MV. This deleterious effect of MV becomes obvious at the early stage of infection (i.e., at the
8" hour). Interestingly, these findings are in accordance with previous reports from our group
concerning other pathogens (e.g., Enterobacter sp. and Streptococcus pneumoniae). Moreover, to
the best of our knowledge, this is the first study to demonstrate such major deleterious effects of
MV in a MRSA VAP model, thereby illustrating the peculiar severity of these infections.
Dhanireddy et al. failed to demonstrate any significant impact of lung stretch on S. aureus
clearance in mice with pneumonia subjected to 12 hours of MV [14]. Our model, however, is
more relevant to the clinical scenario of VAP since animals were subjected to 24 hours of MV
prior to bacterial challenge. In addition, it has been shown that rabbit TLRs are more closely
related to human TLRs than to mouse TLRs [24]. In addition, if translated into the clinical area,
our findings might reflect the reported quite high treatment failure rate despite the administration
of highly active drugs [31]. Similarly, we showed that MV could promote pulmonary-to-systemic
bacteria translocation but only at the earliest stage of infection. Actually, similar spleen bacterial
concentrations were found in SB and MV rabbits after 24 hours despite significantly greater lung
concentrations in MV animals. This result was not expected since cumulative experimental
evidence supports the hypothesis that MV promotes bacterial spill over from the lung [13, 22,
32]. Moreover, clinical data showed that S. aureus VAP was more likely to be associated with
bacteraemia than was pneumonia caused by other pathogens [33, 34]. Our findings are, however,
in line with those obtained previously in mice [14]. In addition, the propensity of bacteria to
reach the bloodstream depends on the host immune response as well as virulence factors [35].
Indeed, in this study we used a PVVL-deleted USA300 strain. Interestingly, our group has recently
shown in rabbits that bacteraemia was achieved in every animal if pneumonia was caused by the

original USA300 strain (i.e., PVL+), thus emphasizing the role of the toxin [36].
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Regarding lung damage, the present findings confirmed previous ones, since S. aureus caused
significantly greater injury in animals subjected to MV than in their SB counterparts. However,
although this difference was obvious at the early stage of pneumonia (i.e., 8 hours after bacterial
challenge), lung disease severity was similar at the 24™ hour, suggesting that lung stretch might
have hastened the spread of tissue injury, especially PMN infiltration. This phenomenon has
already been described in animal models of VILI, which showed that the more adverse the MV
settings, the earlier the VILI features became obvious [37]. Moreover, these findings provide
evidence to support the hypothesis that MV primes the lung before bacterial challenge occurs
within the airways, thus driving lung overreaction, in accordance with the “two-hit” paradigm
[38]. We have hypothesized and demonstrated previously in both human cells and rabbit lung that
stretch-dependent TLR2 overexpression in the lung could account for the phenomenon [19].
Stretch-dependent TLRs 2 and 4 have also been demonstrated in other animal models of VILI
[17, 39]. We should, however, admit that the data provided by the present study using live
bacteria instead of one specific TLR2 agonist were not so consistent. Although pulmonary S.
aureus concentrations were quite similar at the early time-point (i.e., 8" hour), it is worth noting
that the release of neither IL-8 nor TNF-a in the lung was significantly increased by the
combination of MV and infection, despite the fact that greater amounts of bacteria were
simultaneously recovered from the lung. Several explanations could be considered. Firstly, some
authors have discussed the relevance of biotrauma in animal models of VILI, arguing that the
mechanical insult per se could account for tissue injury [40]. Secondly, lung reactivity to S.
aureus might depend on the bacterial strain, as recently reported [41]. We cannot therefore
exclude the possibility that lipoprotein expression within the S. aureus wall changes not only with

time but also according to the underlying environmental conditions (e.g., according to lung
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stretch). Moreover, it has been shown that the activation profile of circulating neutrophils in the
pulmonary and extra-pulmonary blood flow varies according to lung conditions [42]. It is
therefore possible that the excess lung damage was subsequent to primed neutrophil retention
rather than to TLR2 overexpression, as described in patients with acute respiratory distress
syndrome (ARDS). Finally, pro-inflammatory signals other than the usually assessed
chemokines and cytokines might have been released within the lung of animals subjected to MV.
Indeed, the involvement of so-called alarmins in the onset of VILI has recently been raised and

needs further investigation [43].

Our study also addressed the issue of systemic inflammatory response in the setting of S. aureus
VAP. As mentioned above, we failed to demonstrate clearly that MV associated with bacterial
challenge increased lung inflammation, as reflected by pulmonary gene expression or cytokine
concentrations. However, and in contrast, we observed a rising systemic inflammatory response
(i.e., plasma levels of 1L-8 and TNF-a), as early as the 8" hour only in animals with pneumonia
subjected to MV. It is worth noting that the amount of circulating live bacteria, according to
spleen cultures, was mild over this period, regardless of ventilation. One cannot exclude,
however, the possibility that lung stretch promoted the translocation of killed bacteria or bacterial
products (e.g., cell wall components) from the lung, as shown with LPS, since lung damage was
found to be more severe in the MV group [13]. Inflammatory mediator spill over from the lung
should not be ruled out but seems unlikely since similar concentrations were measured within the
tissue.

In order to investigate this issue, a second set of experiments was carried out, with special
emphasis on the role of TLR2. Our results suggest that the systemic inflammatory response

observed in this model of VAP depended, at least in part, on a TLR2 pathway in peripheral white
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blood cells. Actually, we showed that MV alone led to TLR2 gene overexpression in the spleen.
Indeed, the results of ex vivo experiments suggest that the whole blood obtained from rabbits
subjected to MV overreacted to one TLR2 agonist and to heat-killed S. aureus as well. However,
blocking TLR2 with a specific monoclonal antibody did not completely abrogate the release of
IL-8 in this setting, in contrast with TNF-o which concentrations dramatically fell until reaching
levels near from baseline values.

Altogether, these data suggest that the activation of pathways different from TLRs could
also be involved, accounting thereby for the overwhelming and protracted systemic inflammatory
response we measured in animals with both MV and pneumonia. Indeed, we could hypothesize
that in the context of S. aureus pneumonia, other pro-inflammatory signals are released in much
larger amounts into the blood compartment of animals subjected to MV than in SB ones. These
could be alarmins, released by the injured lung and likely to activate the host response through
the inflammasome. Interestingly, as previously described, each pathway could drive the
production of different inflammatory mediators. Indeed, IL-8 and TNF-a behaved differently in
our ex vivo experiments when TLR2 was blocked, suggesting that IL-8 production did not depend
on the TLR2 pathway alone.

In addition, a recently published study showed that if “primed” PMNs crossed the
alveolo-capillary barrier, they were “deprimed” thereafter as leaving the pulmonary circulation,
provided the lungs were healthy [42]. In contrast, the authors observed that in ARDS patients,
this depriming process was impaired, thus leading in turn to the circulation of activated
inflammatory cells toward extra-pulmonary organs. Of course, further experiments are necessary
to clarify these issues. It is worth noting for instance that the PMN activation profile was not

assessed in the present study.

23

170



OCoO~NOOUOhA,WNE

OO0 DIMBIAMBAEADIMDIDMIAEDNOWWWOWWWWWWWNNNNNNNNNNRPRRREPRERERRRER
ARAWONPFPOOONOUURAWNPFPOOWONOUAWNPFPOOONOOUORARWNRFRPOOONODURARWNRFRPROOONOOUDMWNEO

Nevertheless, our data suggest that in addition to the lung, the systemic compartment was likely
to overreact to microbial challenge, thus accounting, at least in part, for the greater degree of
inflammation measured in MV animals.

Several limitations of our study should be mentioned. First, the “mild stretch” ventilation
without PEEP we used could be considered as non-clinically relevant. However, it has recently
been reported that such settings were still used, especially in the operating room [44]. In addition,
it is known that lung injury is heterogeneous in ARDS patients. As a result, poorly aerated areas
of the lung usually coexist with overstretched ones, even if “low-V1” (i.e., 6 mL per ideal body
weight) is applied, as shown in human studies [45]. Although cautiously, one could assume that
such parts of the lung may react as described in the present study if bacterial challenge with S.
aureus occurred in patients subjected to MV. Second, TLR2 assessment was limited to gene
expression. We cannot therefore draw any strong conclusions regarding this point since the
corresponding protein was not measured directly within the lung or the spleen. Moreover, it is
uncertain whether epithelial cells, macrophages or PMNs expressed TLR2 the most. We should
also acknowledge that by using SB animals as controls, lung stretch was not the only factor
evaluated. Actually, one cannot exclude the possibility that other mechanisms, such as impaired
airway drainage, could account, at least in part, for the lower bacterial clearance rate we report
here. However, we have previously published data showing that when mild-stretch MV was
compared with low-stretch MV in a Gram-negative bacteria VAP model, the latter strategy was
likely to favour the host regarding this point [30]. Further experimental studies are therefore
needed.

Even although the first experimental evidence of VILI was published 40 years ago [46],
the so-called lung-protective MV settings became the recommended standard of care only in the

early 2000s thanks to the ARDS network publication [47]. This strategy thus remains restricted
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to patients with ARDS. However, most preclinical studies showed that MV using low tidal
volumes was likely to dampen the injurious effects of MV in animals with previously healthy
lungs [48, 49]. Today, there is growing evidence that the use of lower tidal volumes also benefits
patients who do not have obvious lung injury. In a recent meta-analysis, some authors showed a
significantly lower incidence of pulmonary infection with the use of lung-protective ventilation
with lower tidal volumes [50]. Others showed a reduction in major pulmonary complications
requiring MV (i.e. pneumonia) with lung-protective MV in patients who underwent major
abdominal surgery [51]. Finally, despite the growing knowledge in this field, up to 16% of
patients continue to receive non-protective ventilation in the operating room [44]. Altogether,
these data strongly suggest that MV-related lung-stretch could be harmful, even if applied to
apparently healthy tissue, maybe because of an increased risk of severe pneumonia if the airways
are challenged with bacteria. Our findings thus send a word of warning to physicians who deal

with mechanically ventilated patients, especially if these patients develop bacterial pneumonia.

Conclusions

In a rabbit model of S. aureus VAP, we showed that mild-stretch MV was likely to impair lung
bacterial clearance, hasten tissue injury, and promote a systemic inflammatory response. TLR2
overexpression in both pulmonary and peripheral blood may play a role, but other factors likely

to drive such overwhelming inflammation should be sought.
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Figure Legends

FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Lung injury main features according to the experimental condition.

Six representative light microphotographs of rabbit lungs in various conditions fixed at the same transpulmonary pressure
(hematoxylin and eosin x400): (A) spontaneously breathing (SB) healthy rabbit (SB); (B) healthy rabbits submitted to a 32-
hours mechanical ventilation (MV); (C) SB rabbits 8 hours after tracheal instillation of 10° CFU of Staphylococcus aureus;
(D) MV rabbits 8 hours after tracheal instillation of 10° CFU of bacteria; (E) SB rabbits 24 hours after tracheal instillation of
10° CFU of S. aureus; (F) MV rabbits 24 hours after tracheal instillation of 10° CFU of S. aureus.

We observed interalveolar septa thickened by an interstitial cell infiltrate and several alveoli collapsed mainly in the MV
groups (B, D, F).

Fig. 2. Histologic score according to the experimental condition

Histologic score ranging from 0 to 3, based on the degree of PMN infiltration, haemorrhage, and oedema in the
interstitial and alveolar spaces, following tracheal instillation of saline (controls) (n=5) or of 109 CFU of S. aureus in
either spontaneously breathing (SB) rabbits or animals subjected to mild stretch mechanical ventilation (MV). After
bacterial challenge animals were under MV for 8 hours (n=5) and 24 hours (n=10). The histologic score was higher
under MV; ** denotes p<0.010.

Controls SB vs MV p=0.002; Mann-Whitney U test, one-tailed
S. aureus pneumonia SB vs MV 8 hours p=0.007; Mann-Whitney U test, one-tailed
S. aureus pneumonia SB vs MV 24 hours p=0.113 ; Mann-Whitney U test, one-tailed

Fig. 3. Pulmonary and systemic bacterial burden of S. aureus.

(3A) S. aureus lung concentrations 8 and 24 hours after bacteria instillation.

Pulmonary bacterial burden according to the experimental group in either spontaneously breathing (SB + S. aureus)
or mechanically ventilated (MV + S. aureus) animals with Staphylococcus aureus pneumonia 8 hours after inoculation
(n =5 in each group) and 24 hours after inoculation (n = 10 in each group). The bacterial burden was higher in the MV
group both after 8 hours (5.00+1.03 vs. 5.87+0.38 CFU/g, p=0.028) and 24 hours of MV (4.96+1.31 vs. 6.13+0.63
CFU/g, p=0.002).

(3B) S. aureus spleen concentrations 8 and 24 hours after bacteria instillation.

Spleen bacterial burden according to the experimental group in either spontaneously breathing (SB + S. aureus) or
mechanically ventilated (MV + S. aureus) animals with Staphylococcus aureus pneumonia (n = 4 in each group).
Interestingly, MV appears to promote early pulmonary-to-systemic translocation during S. aureus pneumonia, as
indicated by the quantitative spleen cultures, as an indirect marker of bacteraemia, which were positive only in
ventilated animals at 8H, even though there was no longer any difference at 24H (1.48+0.66 vs. 1.47+0.82 CFU/g,
p=0.44).

Lung S. aureus concentrations SB vs MV 8 hours p=0.028; Mann-Whitney U test, one-tailed
Lung S. aureus concentrations SB vs MV 24 hours p=0.0025; Mann-Whitney U test, one-tailed
Spleen S. aureus concentrations SB vs MV 8 hours p=0.25; Wilcoxon test, one-tailed

Spleen S. aureus concentrations SB vs MV 24 hours p=0.44; Wilcoxon test, one-tailed

Fig. 4. Lung bacterial clearance

Pulmonary bacterial clearance expressed as a percentage of the reduction of Log CFU in either spontaneously
breathing (SB + S. aureus) or mechanically ventilated (MV + S. aureus ) animals with Staphylococcus aureus pneumonia
(n =15 in each group).

Fig. 5. Inflammatory cytokine gene expression in the lung

(5A) IL-8 mRNA expression in the lung

Inflammatory cytokine IL-8 gene expression in lung homogenates following tracheal instillation of saline (controls) or
of 109 CFU of S. aureus (+S. aureus) in either spontaneously breathing (SB) rabbits or animals subjected to mild-
stretch mechanical ventilation (MV) (n =5 in each group). All values are reported as fold increase compared with SB
rabbits. Results are expressed as mean+SD. IL-8 gene expression was increased under MV in all groups, *denotes
p<0.05.

Controls SB vs MV p=0.031, Wilcoxon test, one-tailed
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S.aureus SB vs MV p=0.312, Wilcoxon test, one-tailed

(5B) TNF-ao mMRNA expression in the lung

Inflammatory cytokine TNF-a gene expression in lung homogenates following tracheal instillation of saline (controls)
or of 109 CFU of S. aureus (+S. aureus) in either spontaneously breathing (SB) rabbits or animals subjected to mild-
stretch mechanical ventilation (MV) (n =5 in each group). All values are reported as fold increases compared with SB
rabbits. Results are expressed as mean+SD.

Controls SB vs MV p=0.062, Wilcoxon test, one-tailed

Fig. 6. Inflammatory cytokines in the lung

Inflammatory cytokines (IL-8 and TNF-a) in lung homogenates and in BALF following tracheal instillation of saline
(controls) and of 109 CFU of S. aureus (+SA 8H and +SA 24H) in either spontaneously breathing (SB) rabbits (n=5) or
animals subjected to mild-stretch mechanical ventilation (MV) for 8 hours (n=5) or for 24 hours (n=10).

IL-8 levels were increased in lung homogenates (135.5+11.3 vs. 823.6£544.1, p=ns) and in BALF (71.82+21.80 vs.
189.22+83.92, p=0.010) under MV in controls, but we did not find any significant difference between SB and MV
groups after bacterial challenge.

Similarly, TNF-a levels were increased in lung homogenates (150.5+24.3 vs. 533.1+198.8, p=0.001) under MV in
controls, but not after bacterial challenge.

** Denotes p<0.01. ND: concentration below the limits of detection of the assay.

Fig. 7. Time course of mean serum inflammatory cytokine concentrations during experiment.

Serum concentrations of IL-8 (Fig 7A) and TNF-a (Fig 7B) measured by enzyme-linked immune-sorbent assay at
baseline, just before intra-tracheal instillation of 109 CFU of S. aureus, in the spontaneously breathing (SB+S.aureus)
and the mechanically ventilated (MV+S.aureus) animals, and then 1, 2, 4, 8, 12, 18 and 24 h after instillation (n=15).
Significant changes over time in each group were assessed by repeated-measures analysis of variance followed by the
post hoc Bonferroni multiple comparison test when significance was reached.

*Denotes significantly different values as assessed by the post-analysis of variance comparisons between MV groups
versus SB groups at the same time (p<0.010). ns: not significant.

Fig 8. Inflammatory cytokines in whole blood stimulated ex vivo by either the TLR2 agonist PamzCSKy, or S. aureus
Interleukin-8 and TNF-a levels in total blood stimulated ex vivo by PamsCSKas (Fig 8A) or S. aureus (Fig 8B) in either
spontaneously breathing (SB) rabbits or animals subjected to mild-stretch mechanical ventilation (MV) (n=10 in the
SB group, n =5 in the other groups), with or without the anti-TLR2 monoclonal antibody T2.5.

Interleukin-8 levels were not significantly greater in blood obtained from rabbits under MV than in controls (p=0.392)
but the difference reached statistical significance after stimulation by Pam3CSK4+ (p=0.032) and S. aureus as well
(p=0.030). Similarly, TNF-a levels were not significantly higher in blood taken from MV animals than in blood from SB
animals (p=0.075). In contrast, Pam3CSK4 stimulation led to the release of significantly larger amounts of TNF-a in the
MV than in the SB group (p=0.030), as did S. aureus stimulation (p=0.050).

Although TLR2 blockade by T2.5 Mab did not abrogate the release of inflammatory mediators by the whole blood
obtained from either SB or MV animals after Pam3CSKs stimulation, TNF-a but not IL-8 release reached baseline
values when Mab was added to media prior to S. aureus stimulation.

One-tailed Mann-Whitney U-test. * Denotes p<0.05 between SB and MV animals.
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Figure 1
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Le but de ce travail, en lien direct avec nos précédents résultats sur la surexpression de
TLR2 dépendant de I'étirement, était d’investiguer en quoi la VM pouvait altérer la

réponse immunitaire et inflammatoire a SARM dans un modéle de PAVM chez le lapin.

Les résultats mis a jour suite a ces travaux sont les suivants :

v' Un étirement cyclique modéré par la VM diminuerait la clairance
bactérienne et faciliterait la translocation systémique des bactéries
durant la pneumonie.

v" Une VM modérément agressive aggraverait les dommages sur le poumon
incluant une infiltration des PNN, sans toutefois augmenter la libération
locale des médiateurs inflammatoires dont I'lIL-8.

v' La VM exacerbe la réponse inflammatoire systémique. La surexpression

de TLR2 ne peut pas étre le seul mécanisme responsable.
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« Impact of prior exposure to Atorvastatin on Linezolid efficacy in a rabbit
model of ventilator-associated pneumonia caused by methicillin-resistant

Staphylococcus aureus »

Ce projet s’inscrit dans la continuité du précédent travail. Il nous a permis d’évaluer quel
pouvait étre I'impact d’une exposition aux statines sur I'efficacité du linézolide dans un
modeéle de PAVM a SARM chez le lapin.

Les expériences ont été menées dans le méme modele animal que I'étude précédente
portant sur I'impact de la ventilation sur le développement d’une pneumonie a S.
aureus. Les lapins ont été intubés ventilés selon les mémes parametres de ventilation
(VT= 12mL/Kg, PEEP= 0 cmH,0 et FiO,= 50%). La pneumonie a été induite via
I'instilation de SARM dans les voies aériennes des animaux en respiration spontanée ou
sous ventilation mécanique, aprés qu’ils aient recu une fois par jour pendant 3 jours, de
I’atorvastatine ou un placebo. lls ont ensuite été traités ou non par linézolide. Aprés 24
heures de pneumonie, nous avons évalué la charge bactérienne pulmonaire et
systémique, les lésions pulmonaires et les niveaux d’inflammation pulmonaires. Les
concentrations plasmatiques en cytokines inflammatoires IL-8 et TNF-a ont également

été évaluées a différents temps.

Nos données suggérent qu’une pré-exposition aux statines ne modifie pas la clairance
bactérienne dans le poumon dans notre modele (Figure 1A) mais en revanche elle
faciliterait la translocation systémique des SARM chez les animaux ventilés malgré
I’'administration concomittante du linezolide dont I'efficacité n’est donc pas améliorée
(Figure 1B). Des lésions plus importantes du tissu pulmonaire chez les animaux sous VM
ayant recu une prémedication aux statines sans antibiotique par la suite corroborent

ces résultats (Figure 2A et 2B).
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Une élévation des concentrations pulmonaires en médiateurs inflammatoires chez
les animaux SB et VM atteste du développement de la pneumonie. L'antibiothérapie
atténue les écarts de concentrations en TNF- « entre les animaux du groupe SB et
VM alors que les concentrations en IL-8 atteignent des niveaux bien plus élevés chez
les lapins VM en comparaison aux lapins SB (Figure 3). La pré-exposition aux
statines, en dehors de toute antibiothérapie, suffit a elle seule a diminuer
I'inflammation dans le poumon des animaux en terme de TNF- « . En revanche elle
ne potentialise pas I'effet anti-inflammatoire du linezolide dans le poumon sauf
pour I'lL-8 chez les animaux sous VM.

Les concentrations sériques en TNF- «c sont significativement plus élevées chez les
animaux ventilés avec une pneumonie non traitée en comparaison aux animaux SB,
8 heures ou 24 heures aprées I'administration des bactéries (Figure 4B). Statines et
linézolide seuls ou en association n’ont aucun effet sur les concentrations sériques
en TNF- o et IL-8 chez les animaux SB (Figure 4A) mais diminuent celles chez les
lapins ventilés (Figure 4B). Le pré-traitement aux statines potentialise I'effet anti-
inflammatoire du linezolide sur les concentrations en TNF- o« (Figure 4B) mais pas
sur celles en IL-8 (Figure 4A).

Les valeurs de concentrations en cytokines obtenues dans la rate corroborent les
résultats précédents puisqu’elles montrent des niveaux significativement plus bas
en IL-8 chez les animaux SB traités au linézolide (en comparaison aux témoins non
traités) alors qu’aucune différence n’est observée pour le TNF- « (Figure 5). Dans le
groupe des animaux ventilés, que le linézolide soit administré ou non, des niveaux
similaires en IL-8 et TNF-« sont retrouvés. Les niveaux en IL-8 et TNF-« sont
significativement plus bas dans la rate des lapins SB avec une pneumonie traitée par
linézolide que chez ceux du groupe ventilé. Sans antibiothérapie associée, le pré-
traitement aux statines diminue significativement les concentrations d’IL-8 dans la
rate des animaux SB (en comparaison au groupe non traité) ce qui n’est pas le cas
chez les animaux ventilés. En revanche, aucune différence significative n’est

observée pour les niveaux en TNF- «. Chez les animaux VM, le traitement aux
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statines (contrairement au placebo) avant I'administration du linézolide permet de
diminuer l'inflammation systémique comme en témoignent les concentrations
spléniques en IL-8 et TNF- «.

Nous avons ensuite conduit des travaux ex vivo visant a confirmer nos résultats in
vivo concernant le possible effet anti-inflammatoire des statines sur le
compartiment systémique dans le contexte d’'une PAVM a SARM. Pour cela du sang
total a été prélevé de lapins SB ou VM puis stimulé avec du SARM inactivé par la
chaleur (HKSA). Ex vivo, le sang total des animaux VM sur-réagit au HKSA comme en
attestent les concentrations mesurées en TNF-« et IL-8 (Figure 6). Les statines
diminuent cet effet pro-inflammatoire de la ventilation mécanique lorsque I'on
considere le TNF- « tandis que les concentrations IL-8 restent hautes avec ou sans
pré-medication aux statines.

Pour évaluer quel pouvait étre I'implication de TLR2 dans les variations de la
réponse inflammatoire au pré-traitement aux statines, nous avons mesuré
I'expression des transcrits tir2 dans le poumon et le compartiment systémique.
Comme rapporté dans les travaux précédents de notre équipe, la VM augmente les
niveaux de transcrits t/Ir2 dans les tissus pulmonaire et splénique (Figure 7). Nous
observons ici qu’une pré-exposition aux statines semble diminuer la transcription de
tIr2 dans le compartiment pulmonaire des animaux SB et VM. En revanche, au
niveau de la rate, les taux de transcrits t/r2 sont identiques chez les animaux ventilés

que la thérapie aux statines soit mise en place ou non.
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ABSTRACT

Background: Ventilator-associated pneumonia (VAP) frequently complicates mechanical
ventilation (MV) and may involve methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Despite linezolid (LNZ) efficacy, failure rates remain high, maybe as a result of the pro-

inflammatory impact of MV. Statins could be thus protective.

Methods: pneumonia was caused by MRSA airways challenge in spontaneously breathing
(SB) or MV rabbits after atorvastatin were given once a day within the 3 previous days. LNZ
was infused thereafter. Untreated infected animals were used as controls. Pulmonary and
systemic bacterial burden, lung injury and inflammation were assessed after 24 hours. Blood
concentrations of interleukin (IL)-8 and tumor necrosis factor (TNF)-a were measured at

different time-points.

Results: Pulmonary MRSA load was reduced by LNZ in all animals whereas lung injury was
unchanged. LNZ failed to prevent MRSA systemic spillover in MV animals. Statin therapy
alone did not alter lung bacterial clearance, but it promoted pulmonary-to-systemic MRSA
translocation in MV animals treated by LNZ. Interleukin-8 lung release was augmented
during MV, regardless of LNZ therapy, whereas antibiotics dampened TNF-a production.
Statin had no effect on IL-8 lung concentrations but reduced TNF-a release as did LNZ. MV
increased systemic inflammation during VAP. LNZ dampened cytokines elevation in blood,

especially if combined with statin therapy.

Conclusions: statin exposure prior to pneumonia provides an anti-inflammatory effect within
the lung and the systemic compartment of rabbits with MRSA VAP. Although LNZ enhances
pulmonary bacterial clearance, dampening the host systemic inflammatory response with

statin could impede defense against MRSA in this compartment.
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INTRODUCTION

Ventilator-associated pneumonia (VAP) is the most frequently encountered bacterial infection
in the critically ill patients. Strikingly, among hospitalized patients, those subjected to
mechanical ventilation (MV) are the most likely to develop hospital-acquired pneumonia
(HAP), emphasizing the deleterious effect of MV regarding this point. In addition, the
outcome of patients with VAP has frequently been reported as worse as in those with other
forms of HAP '. Finally, according to most of the randomized controlled trials (RCTSs),
antibiotic treatment success rates in VAP are generally lower than those usually reported in
patients with pneumonia apart from the context of MV. This is especially true for VAP caused
by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), since clinical success rates did not
exceed 57% despite early and appropriate antibiotic in a RCT comparing linezolid (LNZ) to
vancomycin . Altogether, these findings suggest that MV could be harmful in the setting of
bacterial pneumonia.

Accordingly, experimental evidences suggest that MV could compromise the host ability to
clear bacterial pathogens within the airway in addition to causing specific lung damages (i.e.,
ventilator-induced lung injury [VILI])*. Several mechanisms are probably implied, including
deep alterations of the muco-ciliary clearance along the bronchial tree subsequent to the
endotracheal tube insertion together with general anesthesia and prolonged decubitus °. In
addition, our group and others have shown that MV it-self could modify the lung immunity
efficacy against bacterial invaders and microbial products “'°. Actually, mechanical stress
resulting from MV could shift the host ‘innate immunity toward a pro-inflammatory state
likely to promote its overreaction if pneumonia develop ''°. Such effect of MV could lead to
increased lung injury as well as failure of keeping the pathogen in check, promoting thereby

. . 716
systemic translocation

. In addition, MV strategies that aim at reducing lung overdistension
such as tidal volume reduction, positive end-expiratory pressure optimization and prone
position could improve the host defense. These latter findings are in line with the results from
large clinical studies conducted in patients with injured lungs submitted to prolong MV (i.e.,
patients with the acute respiratory distress syndrome [ARDS]) as well as those with
previously healthy lung ventilated for a short period like in the operative room '"'*,

Nonetheless, there is still a room for improvement since mortality rates remain high in the
critically ill patients subjected to MV, especially if they develop VAP. Moreover, it is worth
noting that in most of the published experimental studies, animals were not given antibiotic,

thus precluding any translation into the clinical area.
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Modulating the inflammatory host response has been suggested as a way to improve the
outcome of the patients with pneumonia. Actually, it has been shown that there was a link
between VAP severity, both pulmonary and systemic inflammatory response magnitude and
outcome '***. Statins are lipid-lowering agents that reduce the risk of cardiovascular events

by inhibiting 3-hydroxy-3 methyl-glutaryl coenzyme A reductase ****

. Immunomodulatory
properties have also been described *°. Although controversial, a number of publications have
raised the possibility that these drugs could exert protective anti-inflammatory effects in the

26-31

context of sepsis, especially pneumonia . Interestingly, some experimental studies have

32,33
. We have shown

also demonstrated a lung-protective effect through VILI attenuation
previously that in one single centre observational study that the outcome of VAP patients with
prior exposure to statin was better than in those without **. However, a multiple centre RCT
including patients with VAP compared atorvastatin to placebo in combination to antibiotic
failed to demonstrate any benefit on survival *°. Similar negative results were obtained in
another recently RCT comparing statin to placebo in patients with ARDS *°. It is worth noting
that statin therapy was started after infection onset in those studies. Actually and interestingly,
the results of another RCT testing statin in critically ill patients with sepsis showed an

improved outcome in the patients provided they were already treated with statin prior to study

inclusion, whereas no benefit was shown in naive patients 37.

We hypothesized therefore that prior exposure to statin therapy could be protective for the
host in a rabbit model of pneumonia caused by MRSA treated by LNZ through inflammatory
response limitation and subsequent improvement of both lung injury and microbiological
outcome. Our hypothesis was tested in both spontaneously breathing (SB) and mechanically
ventilated (MV) animals in order to mimic two different relevant clinical scenarios (i.e.,
MRSA-HAP and VAP, respectively), given the expected between-groups differences

regarding host-response and outcome.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Male New Zealand White rabbits (3.0 £ 0.2 kg) were bred in the University of Burgundy
animal facility (Dijon, France). Animal use and handling were approved by the local
veterinary committee and were performed according to the European laws for animal
experimentation. These animals were free of virus antibodies and specific pathogens. They
were placed in individual cages and had free access to water and were fed in accordance with
current recommendations mentioned in the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, National Institutes of Health No. 92-23, revised 1985. A central venous catheter was

surgically inserted in the left jugular internal vein of every rabbit.

Bacterial inoculum

The USA 300 PVL (negative) clinical strain of Staphylococcus aureus (kindly provided by G.
Lina, Lyon, France) was used herein. Working stock cultures were kept frozen in a 15%
glycerol-supplemented brain-heart infusion (Biomérieux Laboratories, Marcy-1’Etoile,
France). They were changed monthly. Colonies isolated from infected rabbits’ spleen cultures
were used to preserve bacterial virulence. At 48 hours before experimentation began, several
colonies were taken, cultures on MRSA2 agar plates (Biomérieux) and then incubated for
24hours a 37°C. One colony was inoculated into 10mL of brain-heart infusion and was
incubated for 6 hours at 37°C before being cultured on MRSA2 agar plates for 18hours at
37°C. Inocula concentration was estimated by optical densitometry, in reference to a standard
curve, and systematically checked by a quantitative culture by plating successive ten-fold
dilutions. A 9.5 Logjo colony-forming units per milliliter (CFU/mL) mean titer was used in

this study since pneumonia obtained with lower values was too mild and transient.

Experimental design

Five sets of experiments were conducted successively, including each time both SB (n=5) and
MYV (n=5) rabbits. Animals were randomized into SB or MV group within each set. Thus, the
following experimental groups were established: control uninfected group (SB or MV),
MRSA infected group (SB+MRSA or MV+MRSA), statin pretreatment MRSA infected
group (SB+MRSA+Statin or MV+MRSA+Statin), LNZ-treated MRSA infected group
(SB+MRSA+LNZ or MV+MRSA+LNZ) and the statin pretreatment LNZ-treated MRSA
infected group (SB+MRSA+Statin+LNZ or MV+MRSA+Statin+LNZ).
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Mechanical Ventilation

Animals were orally intubated as previously described. Briefly, under general anesthesia
provided by ketamine 3.3 mg/Kg (Panpharma, France) and xylazine 1 mg/Kg (Rompun®,
Bayer, Germany) in intravenous injection, a cuff tube of 2.5 mm (Mallinckrodt™, Covidien®,
U.S.A.) was orally introduced into the trachea under view control. The animal was put in
supine position and connected to a volume-controlled respirator (Servo ventilator 900C,
Siemens®, Germany) (12mL/Kg of tidal volume with zero end-expiratory pressure [ZEEP], a
respiratory rate of 25 bpm and an inspired fraction of O, of 0.5). Rabbits were kept
anesthetized and paralyzed throughout the experiment with continuous infusion of midazolam
(0.06 mg/Kg/h) (Hypnovel®, Roche, Switzerland) and cisatracurium besilate (0.3 mg/Kg/h)
(Nimbex®, GlaxoSmithKline, U.K). During the MV period, animals were positioned on a
heating blanket to maintain body normothermia, and hydration with isotonic serum was
provided intravenously to maintain a stable hemodynamic status in the context of MV,
anesthesia and paralysis. Arterial blood gas was analyzed 15 minutes after the start of MV and

48 hours later.

Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus pneumonia induction

In the SB groups, rabbits were orally intubated as previously described. Freshly prepared
MRSA inoculum (0.5 mL containing 9.5 Log;oCFU/mL) was then gently flushed through a
silicon catheter (Sigma Medical, Nanterre, France) introduced into the tracheal tube. The
endobronchial catheter was then immediately removed after the inoculum instillation, and the
animals were placed upright for 15s to facilitate distal alveolar migration by gravity. Then
they were allowed to go back to their cage before being sacrificed 24 hours later.

In the MV groups, the tracheal tube was already introduced and animals were subjected to
MYV for a 24-hour period before being instilled intrabronchially with MRSA inoculum (0.5
mL containing 9.5 Log;oCFU/mL) as described above. MV controls received 0,5mL of saline
solution. The animals were then kept under MV during 24-hour period before being

sacrificed.
Statin pre-treatment

In the SB groups, rabbits were pre-treated with statin (20 mg/Kg) (Atorvastatin, Pfizer AG,
Ziirich) by intra-gastric administration, 72, 48 and 24 hours before infection with MRSA.
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Rabbits were anesthetized intravenously with the same mixture of ketamine plus xylazine
described above and a cuff tube of 3 mm was introduced orally into the esophagus. Then, the
solution of statin was administered directly in the esophagus through a silicon catheter
introduced into the cuff tube. Animals were then putting back in their cage. In the MV groups,
rabbits were already under anesthesia and they were submitted to the same protocol of statin’s

intra-gastric administration.

Linezolid treatment

Linezolid (Zyvoxid®, Pfizer, United States) was delivered over 1 day through 2 subcutaneous
injections, 4 and 16 hours after bacterial challenge as previously described **. Animals were
treated with 50 mg/Kg subcutaneously 2 times/day. Because of the poor solubility of LNZ,
125 mg of LNZ were re-suspended in 10 mL of 5% a-cyclodextrin (Sigma-Aldrich, Le Pont
de Claix, France) solution. As previously, in the SB groups, rabbits were anesthetized
intravenously with the mixture of ketamine plus xylazine before administration of LNZ. Then
they were putting back in their cage. In the MV groups, rabbits were already under anesthesia

and they were submitted to the same protocol of LNZ’s injection.

Material Harvesting

Blood samples were collected from the venous catheter (24 hours before bacterial challenge,
and then 0, 12 and 24 hours after the intrabronchial instillation) and centrifuged at 1,000 g for
15 minutes at 4°C; the supernatant was divided into 0.5 ml aliquots and stored at -80°C for
cytokine concentration measurements.

At the end of the experiment, the animals were killed by an intravenous overdose of
thiopental.

In both groups, the animals were exsanguinated by venous puncture. Autopsies were carried
out so that the lungs and spleen were aseptically taken. Immediately after exsanguination,
heart and lungs were carefully removed en block via midline sternotomy.

The lungs were harvested for ribonucleic acid (RNA) extraction. Additional samples were
obtained for microscopic examination.

The remaining lung tissue was homogenized for the determination of cytokine concentrations
and for bacterial culture.

The spleen was harvested for RNA extraction, and the remaining spleen tissue was

homogenized for cytokine concentration measurements and bacterial culture.
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Histological Analysis

A tissue sample of 1 cm’® that focused on a macroscopic lesion from the cranial and caudal
lobes was fixed in formalin and embedded in paraffin. Five-micrometer sections were
obtained and coloured with haematoxylin and eosin. Two pathologists blinded to the group
assignment examined all slides. After viewing approximately five fields per sector under low
and high power, each section was assigned a numerical histologic score ranging from 0 to 3 as
previously described * according to the degree of PMNs infiltration, hemorrhage, and edema
in the interstitial and alveolar spaces: 0 (normal), normal-appearing lung; 1 (mild), mild
congestion, interstitial edema, and interstitial PMNs infiltrate with occasional red blood cells
and neutrophils in the alveolar spaces; 2 (moderate), moderate congestion and interstitial
edema with neutrophils partially filling the alveolar spaces but without consolidation; 3
(severe), marked congestion and interstitial edema, with neutrophilic infiltrate nearly filling
the alveolar spaces, or with frank lung consolidation. Atelectasis per se was disregarded and
not scored as abnormal. For each criterion, when disagreements occurred between the

observers, the definite score was defined as the mean of each pathologist’s score.

Microbiological Evaluation of Pneumonia

Each pulmonary lobe was isolated from the whole lung, homogenized in sterile water, and
used for serial ten-fold dilution cultures. For each lobe, the bacterial concentration was
adjusted to its weight.

The mean bacterial pulmonary concentration was calculated according to each lobar
concentration with lobar weight (e.g., mean concentration =X [lobar concentration x lobar
weight]/ lobar weights). The spleen of each rabbit was also removed, crushed, and cultured.

An S. aureus-positive spleen culture was considered a marker of bacteraemia.

Cytokine Measurements

TNF-alpha and IL-8 concentrations were measured in plasma, whole blood supernatants, and
lung homogenates using rabbit specific enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
(Usen Life Science Inc., Wuhan, China). The lower limits of the assays were 15.6

picograms/mL for both TNF-alpha and IL-8.
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Quantitative Reverse Transcriptase (RT)-Polymerase Chain Reaction (PCR)

RNA was extracted from lung samples using the RNA GenElute kit (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA). Quantitative PCR was performed using 1Q Sybergreen Supermix (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Melting curves were performed to ensure the presence of a single
amplicon. The following primers were used: rTlr2, forward 5’-TGT CTG TCA CCG AAC
CGA ATC CAC-3’ and reverse 5’-TCA GGT TTT TCA GCG TCA GCA GGG-3’ 4O; and
rGapdh, forward 5’-ATG TTT GTG ATG GGC GTG AAC C-3’ and reverse 5’-CCC AGC
ATC GAA GGT AGA GGA-3".

The results are expressed as the fold induction using the ACt method *' since the SB animals

were always considered as the baseline condition.

Whole blood assay

Fresh heparinated blood from SB, MV, SB+Statin and MV+Statin groups was obtained by
venipuncture and diluted 1:2 with RPMI1640 medium purchased from Gibco™ (Life
Technologies, Saint Aubin, France). Blood was plated at 120 pL/well in a 96-well plate and
incubated for 15 minutes at 37°C. Pills of statin were dissolved in RPMI 1640 medium (2
nmol/mL and 10 nmol/mL final volume), added to whole blood (60 pL/well) and incubated
for 23 hours at 37°C. Twenty-four hours later, either 60puL of Pam3;CSK4 (100 ng/mL final) or
heat-killed S. aureus (...) were added and the blood was then incubated 24 hours at 37°C.
These concentrations corresponded to the maximal response observed with these agonists in
preliminary experiments (data not shown). Cell culture supernatants were finally removed and

kept frozen at -80°C until IL-8 and TNF-a concentrations were determined.

Statistical analysis
All data were expressed as the mean=+standard deviation.

Group size determination was based on previous experience ",
Continuous variables between the different study groups (i.e., SB vs. MV animals unless

otherwise specified) were compared using the non-parametric Mann-Whitney U test or the

Wilcoxon test if appropriate.
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For temporally repeated data (i.e. for serum cytokine concentrations), changes over time were
compared between groups using two-way repeated-measures analysis of variance (ANOVA).
Differences between the times were identified using the Bonferroni multiple comparison test
after repeated-measures analysis of variance when significance was reached.

All test were two-tailed. A p value lower than 0.05 was considered as statistically significant.

GraphPad Prism software was used (GraphPad Software, San Diego California, USA).
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RESULTS

Statin exposure prior to pneumonia did not improve linezolid efficacy

As expected in untreated subjects, lung bacterial clearance was more efficient in SB animals
as compared to MV ones (45.1[93.8] vs. 485.1[977.6]% of the inoculated bacteria recovered
from the lung, respectively; p=0.051) (Figure 1A). Pulmonary bacterial load was reduced by
LNZ as compared to untreated animals in SB as well as in MV rabbits (p=0.073 and p=0.009,
respectively), blunting thereby any difference between those groups (4.6[6.2] vs. 2.5[4.2]% of
the inoculated bacteria, respectively; p=0.543). However, whereas no more bacteria were
recovered from the spleen of the SB treated rabbits provided they received antibiotic
(3/9[33.3%] vs. 0/5[0.0%] animals with positive spleen culture, respectively; p=0.145), LNZ
failed to prevent MRSA systemic spillover in MV animals (2/9[22.2]1% vs. 3/5[60.0]1%
animals; p=0.167) (Figure 1B). As a result, the rate of positive spleen cultures was
significantly greater in MV infected rabbits treated by LNZ than in their SB counterparts
(3/5[60.01% vs. 0/5[0.0]% animals; p=0.038). In addition, according to the histologic score
measurement, lung injury was unchanged whenever antibiotic was administrated and
regardless of MV as well (Figures 2A & 2B).

We tested then to which extent statin exposure prior to airway challenge with MRSA could

improve LNZ efficacy.
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Figure 1. Pulmonary and systemic bacterial burden of S. aureus

Pulmonary bacterial clearance expressed as a percentage (SD) of reduction of the initial Staphylococcus aureus inoculum 24
hours after bacterial challenge in either spontaneously breathing or mechanically ventilated animals. Pulmonary-to-systemic
bacterial translocation expressed as the spleen positive cultures rate 24 hours after bacteria instillation according to the
experimental group in either spontaneously breathing or mechanically ventilated animals with Staphylococcus aureus
pneumonia.

Two-tailed Mann-Whitney U test or Fisher exact test was used for intergroup comparisons.
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CFU: colony forming unit ; MRSA : methicilline-resistant S. aureus ; LNZ : linezolid ; SB : spontaneously breathing ; MV :
mechanical ventilation ; SD : standard deviation.

Thus, statin therapy alone attenuated the difference of pulmonary bacterial clearance reported
above between SB and MV rabbits (78.4[71.9] vs. 194.6[136.7]% of the inoculated bacteria,
respectively; p=0.222). However, atorvastatin exposure compared to the absence of pre-
treatment did not significantly improve this endpoint within the SB groups (78.4[71.9] vs.
45.1[93.8]%, respectively; p=0.525), nor it did within the MV ones (194.6[136.7] vs.
485.1[977.6]%; p=0.424). Finally, no further improvement of the lung bacterial clearance was
observed if atorvastatin was administered prior to LNZ, regardless of ventilation (i.e., SB or
MYV). In contrast, pulmonary-to-systemic MRSA translocation was less likely in SB animals
as compared to the MV ones, especially in those, which received LNZ (0/4[0.0%] vs.
3/4[75.0%] animals with positive spleen culture, respectively; p=0.028).

In addition, although atorvastatin exposure was likely to worsen lung injury in infected MV
animals without antibiotic as compared to their SB counterparts (2.4[0.3] vs. 1.7[0.4] points,
respectively; p=0.024), no difference existed if they were given LNZ (Figures 2A & 2B).
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Figure 2. Lung injury main features according to the experimental condition

Histologic score ranging from 0 to 3, based on the degree of polymorphonuklear infiltration, haemorrhage, and oedema in the
interstitial and alveolar spaces, following tracheal instillation of saline (controls) or 9 log;(CFU of Staphylococcus aureus in
either spontaneously breathing rabbits or animals subjected to mechanical ventilation with various treatment combinations.
Mean values (SD) are shown (A) as well as representative light microphotographs of rabbit lungs in various conditions fixed
at the same transpulmonary pressure (hematoxylin and eosin x400) (B).

Two-tailed Mann-Whitney U test was used for all intergroup comparisons.

CFU: colony forming unit ; MRSA : methicilline-resistant S. aureus ; LNZ : linezolid ; SB : spontaneously breathing ; MV :
mechanical ventilation ; SD : standard deviation.

210



Altogether, these data suggest that although prior exposure to atorvastatin did not alter lung
bacterial clearance in our model, it was likely to promote pulmonary-to-systemic MRSA
translocation in the MV animals despite subsequent LNZ administration, which efficacy was
thus not improved. A higher degree of lung injury in the animals that received statin therapy

in addition to MV could account of such finding.

Statin exposure prior to pneumonia modify the pulmonary host response

In non-infected control animals, IL-8 lung release was augmented as a result of MV alone
(868[547] vs. 5493[1579] pg/g of tissue, respectively; p=0.004), while similar levels of TNF-
a were measured (Figure 3). Pneumonia development was associated with significantly
greater pulmonary concentrations of both cytokines as compared to healthy controls,
whenever rabbits underwent MV or not. However, the same amounts of inflammatory

mediators were recovered from either SB or MV infected animals.
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Figure 3. Inflammatory cytokines in the lung of rabbits in various experimental conditions

Mean inflammatory cytokines (interleukin [IL]-8 and tumor necrosis factor [TNF]-a) concentrations (SD) in lung
homogenates 24 hours after tracheal instillation of saline (controls) 10° CFU of Staphylococcus aureus in either
spontaneously breathing rabbits or animals subjected to mechanical ventilation with various treatment combinations.
Two-tailed Mann-Whitney U test was used for all intergroup comparisons.

CFU: colony forming unit ; MRSA : methicilline-resistant S. aureus ; LNZ : linezolid ; SB : spontaneously breathing ; MV :
mechanical ventilation ; SD : standard deviation.

Linezolid treatment significantly reduced lung inflammation in the SB group as compared to
untreated controls in terms of TNF-a concentrations (2315[782] vs. 10829[6457] pg/g of
tissue, respectively; p=0.039). Similarly, lower amounts of TNF-a were recovered from the

lung of MV rabbits with pneumonia treated with LNZ (2226[789] vs. 11478[10251] pg/g; p=
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0.050). However, IL-8 (but not TNF-a) concentrations remained significantly lower in SB
animals than in MV ones (44055[15236] vs. 90424[15527] pg/g of tissue, respectively;
p=0.008).

Pneumonia development mounted a dramatic rising of inflammatory mediators within the
lung of both SB and MV rabbits. Antibiotic blunted this local host response in terms of TNF-o.
release, but pulmonary concentrations of IL-8 reached higher levels in MV animals as

compared to their SB counterparts.

In the absence of antibiotic, prior exposure to statin therapy did not modify lung inflammation
in infected animals according to IL-8 concentrations. In contrast, the release of TNF-a was
reduced in both SB (2315[782] vs. 10829[6457] pg/g of tissue, respectively; p=0.073), and
MYV rabbits (1855[133] vs. 11478[10251] pg/g of tissue, respectively; p=0.050) as compared
to unexposed ones. In rabbits treated with LNZ, previous statin therapy did not provide
additional anti-inflammatory effect within the lung, although a trend toward lower IL-8
concentrations was measured in MV animals without statin exposure (65492[25733] vs.
90424[15527] pg/g of tissue, respectively; p=0.095).

Previous exposure to atorvastatin by itself was likely to decrease the lung inflammatory
response in rabbits with untreated pneumonia but only in terms of TNF-a release. However,

statin therapy failed to bring further anti-inflammatory effect to LNZ within the lung.

Statin exposure prior to pneumonia modify the systemic host response

Systemic inflammation during MRSA pneumonia in rabbits was evaluated through serum
level measurements at different time-points in addition to spleen concentrations (Figures 4 &
5). Blood concentrations of TNF-a reached significantly higher levels in MV untreated
animals with pneumonia than in their SB counterparts 8 hours (132[15] vs. 70[13] pg/mL,
respectively; p=0.013) and 24 hours (124[15] vs. 45[10] pg/mL; p=0.002) after bacterial
challenge. According to circulating cytokines concentrations time-course, no significant effect
of either LNZ or statin, or both, was observed in SB rabbits. In contrast, either LNZ therapy
or statin prior exposure were likely to dampen both IL-8 (ANOVA for repeated measures:
p=0.225 and p=0.004, respectively) and TNF-a (p=0.003 and p=0.004, respectively) systemic
release with time in MV animals. In addition, pre-treatment with atorvastatin enhanced the
anti-inflammatory effect of LNZ alone according to TNF-a time-course (p=0.032), but not if

IL-8 concentrations variations were considered (p=0.442), in those latter animals.
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Figure 4. Time course of mean serum inflammatory cytokine concentrations during experiment.

Mean serum concentrations of interleukin (IL)-8 (A) and tumor necrosis factor (TNF)-a (B) expressed as % of the mean
baseline value measured by enzyme-linked immune-sorbent assay at baseline (100%; 24 hours before bacterial airway
challenge), just before intra-tracheal instillation of 10° CFU of S. aureus (HO), in the spontancously breathing and the
mechanically ventilated animals, and then 8 (H8) and 24 hours (H24) after instillation.

Significant changes over time in each group were assessed by repeated-measures analysis of variance followed by the post
hoc Bonferroni multiple comparison test when significance was reached, except otherwise stated.

(A): ** denotes p<0.05 between MV rabbits with MRSA pneumonia pre-treated with atorvastatin or not pre-treated (top)

(B): * denotes p<0.05 between SB and MV rabbits with MRSA pneumonia (Two-tailed Mann-Whitney U test)

** denotes p<0.05 between MV rabbits with MRSA pneumonia treated with either LNZ or non antibiotic (top), and between
those treated with either LNZ alone or LNZ plus pre-treatment with atorvastatin (bottom).

CFU: colony forming unit ; MRSA : methicilline-resistant S. aureus ; LNZ : linezolid ; SB : spontaneously breathing ; MV :
mechanical ventilation
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Cytokines spleen concentration measurement provides similar findings since we found that
significantly lower amounts of IL-8 were released in the SB animals treated with LNZ as
compared to those without antibiotic (32053[9527] vs. 82919[28864] pg/g of tissue,
respectively; p=0.005), although no difference was seen when TNF-o was considered
(4867[7229] vs. 5177[1795] pg/g, respectively; p=0.180) (Figure 5). In the MV group,
whichever no antibiotic or LNZ was administrated, similar amounts of both IL-8
(113697[87189] vs. 68580[8884] pg/g, respectively; p=0.694) and TNF-a (7713[14002] vs.
9486[2420]; p=0.145) were recovered. As a result, both IL-8 (32053[9527] vs. 68580[8884]
pg/g, respectively; p=0.008) and TNF-a (5177[1795] vs. 9486[2420] pg/g; p=0.032) levels
were found to be significantly lower in the spleen of SB animals with MRSA pneumonia

treated by LNZ than in their MV counterparts.
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Figure 5. Inflammatory cytokines in the spleen of rabbits in various experimental conditions

Mean inflammatory cytokines (interleukin [IL]-8 and tumor necrosis factor [TNF]-a) concentrations (SD) in lung
homogenates 24 hours after tracheal instillation of saline (controls) 10° CFU of Staphylococcus aureus in either
spontaneously breathing rabbits or animals subjected to mechanical ventilation with various treatment combinations.
Two-tailed Mann-Whitney U test was used for all intergroup comparisons.

CFU: colony forming unit ; MRSA : methicilline-resistant S. aureus ; LNZ : linezolid ; SB : spontaneously breathing ; MV :
mechanical ventilation ; SD : standard deviation.

Prior exposure to statin therapy alone (i.e., without antibiotic) as compared to no pre-
treatment was associated with lower spleen concentrations of IL-8 in SB rabbits
(82919[28864] vs. 38726[14739] pg/g; p=0.003), but not in MV ones (113697[87189] vs.
52780[14134] pg/g; p=0.171). In contrast, no difference was seen regarding TNF-a levels.
Finally, atorvastatin prior to LNZ as compared to no pre-treatment was likely to reduce
systemic inflammation according to both IL-8 (37150[8094] vs. 68580[8884] pg/g,
respectively; p=0.008) and TNF-a (5509[1013] vs. 9486[2420] pg/g; p=0.016) spleen

concentrations in the only MV animals. As a result, similar amounts of both mediators were
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retrieved in SB and MV rabbits with MRSA pneumonia treated by the combination of
atorvastatin and LNZ.

As a conclusion, the combination of LNZ and pre-treatment with atorvastatin was likely to
dampen the excess of systemic inflammation measured in MV animals with MRSA pneumonia

as compared to SB ones, whereas LNZ alone failed to.

We conducted then ex vivo experiments attempting to confirm our findings regarding the
possible anti-inflammatory effect of statin on the systemic compartment in the setting of
MRSA pulmonary infection. Thus, whole blood was taken from either SB or MV rabbits and
then stimulated with HKSA (Figure 6). Baseline inflammatory mediators (i.e., without any
microbial stimulation) release by the MV blood was found to be significantly greater as
compared to SB blood. This was true for both IL-8 (3833[3702] vs. 565[227] pg/mL,
respectively; p=0.010) and TNF-a (1656[166] vs. 1005[89] pg/mL, respectively; p=0.014).
As a result, after HKSA stimulation, both IL-8 (8279[2348] vs. 3747[881] pg/mL,
respectively; p=0.029) and TNF-a (1656[333] vs. 1004[178] pg/mL; p=0.057) reached greater
concentrations in the blood taken from MV rabbits than from the SB ones. If MV rabbits had
been exposed to statin prior to blood drawing, as well as if atorvastatin was added to the blood
sample prior to ex vivo stimulation, TNF-a levels were lower than untreated samples, reaching
levels near to baseline values (i.e., without HKSA stimulation) (1656[333] vs. 972[575]
pg/mL; p<0.050). As a result, the difference of inflammatory response to HKSA between SB
and MV blood was attenuated (597[163] vs. 972[575] pg/mL, respectively; p=0.486). In
contrast, if atorvastatin was added to the blood sample prior to ex vivo stimulation, IL-8
concentrations were not different from those measured in untreated samples. However,
although the difference did not reach statistical significance, IL-8 concentrations were
surprisingly found to be more elevated after HKSA stimulation if the whole blood had been

obtained from rabbits that received atorvastatin as compared to those without pre-treatment.
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Figure 6. Inflammatory cytokines in whole blood stimulated ex vivo by S. aureus in various conditions

Interleukin (IL)-8 and tumor necrosis factor (TNF)-o. mean levels (SD) in the supernatant of whole blood from either
spontaneously breathing rabbits or animals subjected to mechanical ventilation. Atorvastatin was added to the medium
(“statin”) or given to the rabbit prior to blood sampling (“Premed”).

Two-tailed Mann-Whitney U test was used for all intergroup comparisons.

MRSA : methicilline-resistant S. aureus; SB: spontaneously breathing; MV : mechanical ventilation; SD : standard
deviation.

Ex vivo, whole blood taken from MV rabbits overreacted to HKSA regarding both IL-8 and
TNF-o. production. Statin only in terms of TNF-a release blunted this pro-inflammatory effect
of MV while paradoxically supernatant IL-8 concentrations looked even greater with than

without exposure to atorvastatin.

Atorvastatin exposure decreases pulmonary but not systemic expression of TLR2 in
ventilated rabbits

In an attempt to evaluate TLR2 involvement in inflammatory response variations related to
atorvastatin pre-treatment, gene expression measurements were conducted within the lung and
the systemic compartment. As previously reported, TLR2 gene expression was up-regulated
in both tissue in MV animals. Interestingly, statin exposure was associated with significantly
lower #r2 expression within the lung compartment of both SB and MV animals. In contrast,

tlr2 gene transcripts were found in similar amounts in MV regardless of statin therapy effect.
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Figure 7. Toll-like receptor 2 gene expression

TLR2 gene expression was measured in both lung (right) and spleen (/eff) homogenates in either spontaneously breathing
rabbits (SB) or animals subjected to mechanical ventilation (MV) with or without atorvastatin pre-treatment (n = 5 in each
group). All values are reported as fold increases compared with SB rabbits. Results are expressed as meantstandard
deviation.

Kolmogorov-Smirnov test was used for all intergroup comparisons.

Altogether, our findings suggest that in the setting of MRSA pneumonia, atorvastatin
exposure prior to bacterial challenge had anti-inflammatory effects mainly within the
systemic compartment. As a result, despite the potential benefits of such effects that remain
to be investigated, lowering blood inflammation could account at least in part of the
increased risk of pulmonary to systemic translocation of S. aureus in our model, despite the

administration of early and appropriate antibiotic.
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DISCUSSION

We show herein in a rabbit model of pneumonia caused by MRSA that LNZ was efficient in
keeping in check bacterial growth within the lung of both SB and MV animals whereas as
expected MV was likely to compromise bacterial clearance in the absence of antibiotic.
However, pulmonary-to-systemic translocation of S. aureus was not prevented by LNZ in MV
animals, as it was in SB ones. Linezolid treatment was likely to dampen the lung
inflammatory response in both SB and MV animals but IL-8 release remained greater in the
latter despite antibiotic. Similarly, in the blood compartment, since we showed an excessive
release of inflammatory mediators subsequent to MV in the context of MRSA pneumonia, the
overall effect of LNZ was to blunt circulating inflammation, but to a lesser extent in the MV
rabbits than in the SB ones. As a first conclusion, our model showed that MRSA pneumonia
was probably more severe in the setting of MV despite prompt and effective antibiotic
administration, since bacteremia was more likely together with uncontrolled inflammation.
The potential interest of adjunctive statin therapy was then addressed.

Thus, exposure to atorvastatin prior to bacterial airway challenge main effect was to promote
in MV animals lung bacteria spillover into the blood flow, despite LNZ administration,
maybe as a result of lung injury worsening. However, statin therapy had anti-inflammatory
effects in both compartments (i.e., pulmonary and blood), which could theoretically improve
the outcome of the host, but may have hampered its ability to control systemic diffusion of S.

aureus in our model, since LNZ antimicrobial efficacy relies mainly on growth inhibition.

Our findings are in line with the clinical practice since as usually reported, bacterial
pneumonia is more severe in patients submitted to MV than in those without. Underlying host
condition may be different but a deleterious effect of MV itself is suggested by numbers of
clinical and experimental studies. Thus, MV could be harmful through lung overdistension
(volutrauma) and repeated opening-closing cycles of alveoli (atelectotrauma), leading in turn
to additional lung injury (i.e., VILI), together with pulmonary and systemic inflammation **.
This has been demonstrated in patients with ARDS but could be also clinically relevant in
those without, especially if a second insult such as bacterial challenge is applied to their lungs
718 Findings from experimental studies suggest that MV strategies that aimed at limiting
both volutrauma and atelectotrauma were likely to improve bacterial clearance, to limit

8,9,43

pulmonary-to-systemic translocation as well as to reduce inflammation . We show herein

that, despite a “mild-stretch” strategy, MV delayed the lung bacterial clearance and promote
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extra-pulmonary diffusion of bacteria, as previously shown with a gram-negative pneumonia
model ’. Interestingly, in the present study, these features were not associated with an obvious
increase of lung injury, despite using a score likely to properly evaluate lung damage related
to VILI *°. However, an excessive inflammatory response was shown within both
compartments, suggesting that the so-called biotrauma resulting from MV could account at
least in part for such differences between SB and MV animals. The relevance of these
findings needed however to be confirmed in the setting of antibiotic-treated pneumonia, in an
attempt to get closer to the clinical area.

Accordingly, we chose to administrate LNZ to the rabbits given its proven efficacy in patients
with MRSA-pneumonia including VAP, as well as in infected animals *. Although LNZ
therapy was associated with microbiologic success in SB subjects, we should admit that its
efficacy was limited to the lung compartment in the MV ones. Interestingly, we did similar
observations in our previously model of Streptococcus pneumoniae pneumonia treated with
moxifloxacine *. No significant histological finding was likely to account for such a
difference of bacteria extra-pulmonary diffusion. However, we cannot exclude the existence
of unseen breaches within the alveolo-capillar membrane resulting from VILI.

Interleukin-8 pulmonary release was lowered by LNZ in both SB and MV rabbits, along with
pulmonary bacterial load. It remains unclear to which extent LNZ anti-inflammatory
properties per se have contributed to such a decrease of IL-8 lung concentrations. Actually,
experimental studies have shown that LNZ as compared to vancomycin (i.e., the standard
therapy against MRSA) was likely to reduce pulmonary inflammation in spontaneously
breathing mice with MRSA pneumonia, especially in terms of MIP-2 concentrations, the
rodent equivalent of IL-8, limiting in turn PMNs recruitment and lung damages **. However,
conflicting results have been published since others did not find any difference using a similar
experimental design *°. In addition, although the anti-inflammatory effect of LNZ measured
in our study was significant, it might be too weak since higher levels of IL-8 were still
achieved in MV rabbits as compared to the SB ones. Thus, given the chemo-attractant
properties of this mediator, larger numbers of PMNs might have been recruited within the
lung of MV rabbits despite LNZ therapy, leading in turn to more severe tissue injury that we
failed to detect by optic microscopy. The systemic diffusion of MRSA could have been thus
facilitated. Altogether, these data suggest that LNZ efficacy may be hampered in the setting of
MV. Indeed, we then attempted to further dampen lung inflammation by statin therapy given

the drug in vitro potency %,
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Actually, exposure to atorvastatin prior to bacterial infection onset had per se anti-
inflammatory effects in the infected lung of both SB and MV animals according to TNF-a
concentrations since IL-8 reached similar levels. Those findings are in line with one recently
published in vitro study showing that human alveolar macrophages incubated with
simvastatin released lower amounts of inflammatory mediators including both IL-8 and TNF-
a in response to lipoteichoic acid stimulation, a TLR2 agonist, in the presence of simvastatin
*®Interestingly, it has also been previously shown that in healthy volunteers, statin
pretreatment was likely to decrease lung inflammation following lipopolysaccharide
inhalation *. However, it is worth noting that in our model, statin therapy worsened lung
injury in MV infected animals if they did not receive LNZ thereafter, despite significantly
lower pulmonary concentrations of TNF-a. This points out the need for efficient antimicrobial
therapy in combination with any anti-inflammatory strategy, as previously illustrated in a
mouse model of S. pneumoniae pneumonia *°. Accordingly, IL-10 treatment worsened lung
injury whereas a significant improvement was obtained if it was given in combination with
antibiotic as compared with antibiotic alone. In addition, as reported in mice submitted to
adverse MV, Siempos et al showed that atorvastatin pretreatment was likely to reduce lung
injury in one isolated-perfused rabbit healthy lung model but only in the high-stretch group
(i.e., 20 mL/kg) whereas no effect was reported in the lungs submitted to “mild-stretch” MV

32,33

(i.e.,, 10 mL/kg), that is the settings we used in the present study . Unfortunately, lung

inflammation was not assessed in this latter study. In addition, although sparse, clinical data

did not support any beneficial effect of statin therapy on lung injury so far *®'

. Finally,
although speculative, we can hypothesize that the anti-inflammatory effect of atorvastatin in
ventilated rabbits without antibiotic compromised the host anti-bacterial defense, promoting
thereby tissue injury instead of protecting the host against VILI. Antibiotic appropriateness
(i.e., prompt and active against the involved pathogen) could be thus the prerequisite for any

beneficial adjunctive effect of statin therapy in patients with VAP.

Beside lung damage, systemic inflammation magnitude and persistence are considered as key
determinants of the outcome in the setting of lung injury including VAP and sepsis **. We
show herein that atorvastatin pretreatment was likely to blunt the host inflammatory response
within the blood compartment, especially in terms of TNF-a release. Such an effect has
already been reported in some animal models of sepsis such as the cecal ligation puncture.
Actually, some authors showed that atorvastatin was likely to reduce circulating levels of both

IL-6 and TNF-a along with survival improvement >*.
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However, this effect may be deleterious in MV rabbits with pneumonia according to
microbiologic data since the rate of positive spleen cultures was greater than in their SB
counterparts despite LNZ administration, thus illustrating the host failure to control the
growth of S. aureus within the blood compartment.

Altogether, these findings suggest that the systemic anti-inflammatory effects of statin therapy
in our animal model of MRSA VAP treated by LNZ could be harmful to some extent.
Actually, bacteremia has been show to be an independent predictor of death in VAP patients,
especially those with pneumonia caused by MRSA *. However, since our infection model is
not lethal, we could not assess the impact on the survival of such an effect. In addition,
Yoshizawa et al. showed elegantly in a mice model of pneumonia that LNZ might have
immuno-modulatory properties likely to dampen MRSA virulence factors including pro-
inflammatory signals expression >>. Thus, the systemic inflammatory response to S. aureus
was significantly attenuated when bacteria were pre-incubated with sub-inhibitory LNZ
concentrations prior to injection to mice, maybe through S. aureus toxins expression
inhibition as suggested elsewhere *°. In addition, some clinical data support this assumption
since the inflammatory signs related to S. aureus bacteremia (e.g., fever) could resolve despite
persistent proven bacteremia in patients treated with LNZ >>. Accordingly, we could speculate
that the overall effect of the combination of atorvastatin and LNZ could protect the host
against one protracted systemic inflammatory response, although delaying S. aureus clearance
from the blood compartment. Further experimental studies are however mandatory before
drawing any definitive conclusions.

Statins exert various effects on the inflammatory response, but the underlying mechanisms
remain unclear. Basically, these drugs are mainly considered as anti-inflammatory agents *°.
Data from in vitro studies suggest that statins could interfere with the TLR pathway,
modulating thereby the response to microbial products such as endotoxin or gram positive
bacteria cell wall compounds. However, depending on the experimental model, the net effect

- . 47,57-59
of statin exposure could be pro- or anti-inflammatory *"

. In addition, various underlying
mechanisms have been described so far. For instance, statins could behave as anti-
inflammatory drugs through Akt-phosphrylation leading thereby to the down-regulation of
this MyD88-alternate signaling pathway downstream to TLR, or directly through TLR down-

. 59-61
regulation

. This could account for the lower responsiveness to endotoxin of monocytes
obtained from patients under statin therapy as compared with untreated controls, provided a
high dose of simvastatin was given °'. Accordingly, statin effects on inflammation probably

depend on several factors such as the tested molecule, the cell type and its environment, as
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well as both dose and duration of exposure prior to stimulation. Herein we show that despite
one negative effect of atorvastatin intake prior to pneumonia regarding IL-8 systemic release
in MV rabbits, ex vivo experiments showed that the whole blood taken from pretreated MV
rabbits overreacted to HKSA stimulation in terms of IL-8 production. These findings illustrate
to which extent statin impact on the inflammatory response is equivocal, as well as the need
for animal experimental models together with clinical studies before drawing firm
conclusions.

In addition, we found that TLR2 gene expression variations may play a role in our model
regarding statin impact on the host inflammatory response. Actually, #/r2 down regulation
within the pulmonary compartment could account for the anti-inflammatory effect of
atorvastatin exposure prior to S. aureus pneumonia in MV rabbits. Interestingly, this is in line
with previous findings from our group and others showing that #/r2 up-regulation within the
lung of animals submitted to MV was likely to account for overreaction to its agonist

including S. aureus cell wall compounds '>%

. In contrast, other mechanisms probably account
for the host response modulation within the blood, making the assumption that spleen was a

surrogate for peripheral blood mononuclear cells .

Although cumulative experimental findings support the potential use of statins as a way to
modulate the excessive immune response in the setting of sepsis including VAP, clinical
evidence are still lacking. Although our group showed that statin exposure prior to VAP was
an independent predictor of ICU survival, this study was observational from a single center >,
Makris et al conducted a small RCT in their ICU comparing pravastatin to placebo. They
showed that although statins failed to prevent VAP, the overall mortality was reduced in the
subset of the most severe patients receiving statin compared with placebo . Nonetheless, the
only large multicenter RCT published so far showed that atorvastatin in combination to
antibiotic had no effect on the outcome of patients with suspected VAP *°. However, one
cannot exclude that statins are actually be beneficial to the host if given prior to infection
onset, as we did in our model and as suggested by one RCT’s subgroup analysis . Several
explanations could be proposed: (i) more than one single drug administration is required
before reaching blood and pulmonary critical concentrations; (ii)) VAP clinical suspicion is
probably delayed from actual pneumonia onset (i.e., airway challenge with bacteria triggering
the immune response); (ii1) immunomodulation has to occur very early during sepsis course in

order to prevent any overwhelming pro-inflammatory response.
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Several limitations of our study should be mentioned. First, the MV without PEEP we used
could be considered as non-clinically relevant, since it is likely to promote cyclic opening and
closing of lung units. However, it has recently been reported that such settings were still used,
especially in the operating room ®. In addition, it is known that lung injury is heterogeneous
in ARDS patients. As a result, poorly aerated areas of the lung usually coexist with
overstretched ones, even if “low-V1” (i.e., 6 mL per ideal body weight) is applied, as shown
in human studies . Although cautiously, one could assume that such parts of the lung may
react as described in the present study if bacterial challenge with S. aureus occurred in
patients subjected to MV. Third, TLR2 assessment was limited to gene expression. We cannot
therefore draw any strong conclusions regarding this point since the corresponding protein
was not measured directly. Fourth, since we used small sized samples, our study may be

underpowered and our findings should be taken cautiously.

As a conclusion, atorvastatin exposure prior to pneumonia provides an anti-
inflammatory effect within the lung and the systemic compartment of rabbits with
MRSA pneumonia treated by LNZ. This effect is probably more relevant and of
potential interest in the VAP setting, and may be mediated at least in part by TLR2
down-regulation. Whether such an impact is beneficial for the host remains unclear.
Actually, although LNZ enhances pulmonary bacterial clearance, dampening the host
systemic inflammatory response with statin could impede defense against MRSA in this
compartment, leading thereby to protracted bacteremia.

Our findings highlight the need for developing models of pneumonia in ventilated

animals.
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Pré-traitement aux statines suivi d’une antibiothérapie au
linezolide chez animaux ventilés infectés au SARM

Favorise Potentialise effet du LNZ dans Potentialise effet du LNZ en
le poumon systémique
;
@’ %9% TNF-a
m) a@%’
IL-8
()
Cellules pulmonaires Cellules spléniques
Translocation systémique Diminution de la libération Diminution inflammation dans
de SARM IL-8 la rate

Traitement aux statines sur sang de lapins ventilés stimulé
ex vivo par le HKSA

Hyper réaction du sang a la stimulation par HKSA Statine diminue effet pro-
inflammatoire de la VM

TNF-a

Cellules HKSA
sanguines

Libération massive d’IL-8 et TNF-a Diminution libération TNF-a
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Ces travaux de recherche nous ont permis de montrer que :

v" dans un contexte de PAVM a SARM, I’exposition aux statines avant I'infection
au SARM a des effets anti-inflammatoires principalement sur le
compartiment systémique,

v cet effet anti-inflammatoire des statines dans le sang pourrait augmenter le
risque de translocation des SARM du poumon au sang et ceci malgré

I’'administration précoce d’une antibiothérapie adaptée.
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« Mitochondrial alarmins are tissue mediators of ventilator-induced lung

injury and ARDS »

Durant ma thése j’ai pu collaborer avec une équipe de renommée internationale sur un
projet initié a Genéve par le Professeur Pugin. Ce travail a abouti a un article qui est
actuellement soumis pour publication.

Une part importante du VILI est due a une inflammation dans les voies respiratoires
basses, médiée par des cytokines et chemokines pro-inflammatoires, et des
neutrophiles sanguins recrutés au niveau du poumon (Kawano, Mori et al. 1987, Pugin,
Verghese et al. 1999). Il a été démontré dans des expériences in vitro (Pugin, Dunn et al.
1998, DUNN and PUGIN 1999) ainsi que dans des études chez I'animal (Bregeon, Roch
et al. 2002, Vaneker, Halbertsma et al. 2007) que I'étirement cyclique per se induit la
libération de médiateurs pro-inflammatoires comme MCP-1 ou I'IL-8.

Il a été montré que la VM et I'étirement cyclique des cellules pulmonaires induisent la
rupture des membranes plasmiques des cellules dont le contenu intracellulaire se
déverse alors dans l|'espace extra-cellulaire (Vlahakis and Hubmayr 2000, Stroetz,
Vlahakis et al. 2001). Des études récentes révelent que les cellules lésées liberent des
alarmines dont certaines ont pour origine la mitochondrie (McDonald, Pittman et al.
2010, Zhang, Raoof et al. 2010). Ces alarmines dites mitochondriales pourraient jouer
un role dans le développement du VILI (Kuipers, van der Poll et al. 2011, Wu, Yan et al.
2013).

Dans ce travail, I'hypothése a été faite que les alarmines mitochondriales pourraient
étre libérées par les cellules des voies respiratoires en réponse au stress induit par la
ventilation mécanique. Elles pourraient représenter le lien entre le stimulus mécanique
subit par les cellules étirées et la libération locale voire systémique de cytokines

inflammatoires.
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Les résultats obtenus in vitro a partir des cellules alvéolaires humaines de type Il
soumises a un étirement cyclique, montrent qu’elles liberent de I'lL-8 et des alarmines
mitochondriales sous I'effet des contraintes mécaniques. En effet de grandes quantités
d’ADN mitochondrial (cytochrome B, cytochrome C oxidase Ill et NADH DNA [) ont été
retrouvées dans les surnageants des cellules étirées en comparaison aux cellules
témoins maintenues dans des conditions statiques (Figure 1 et Figure S1). L'ATP
extracellulaire a également été retrouvée en concentration élevée dans le surnageant
des cellules A549 étirées pendant 24 heures (Figure 2 Panneau A). LIL-1B a été
mesurée a des taux élevés dans les surnageants de monocytes étirés dérivant de
macrophages ainsi que dans des lysats de cellules, en comparaison avec des cellules
maintenues en condition statique (Figure 2 Panneau B).

Le surnageant des cellules A549 étirées induit la chemoattraction des neutrophiles
humains apres 6, 24 et 48 heures (Figure 3 Panneau A). Ce chemotaxis a été bloqué par
I'ajout d’un anticorps bloquant le récepteur au fMLP tandis qu’un anticorps bloquant le
récepteur a I'IL-8 reste sans effet (Figure 3 Panneau B). A la lumiére de ces résultats il
semblerait que le fMLP mitochondrial soit libéré par les cellules A549 pendant
I’étirement et que cette alarmine soit le principal facteur chemoattractant malgré la
présence concomittante de I'lIL-8 (Figure 1 Panneau A).

Dans le modele de lapin, la VM induit des lésions pulmonaires importantes ainsi qu’un
recrutement significatif des neutrophiles en comparaison aux animaux laissés en
respiration spontanée (Figure S2 et Figure S3 Panneau A et B). Comparés aux animaux
SB, les animaux ventilés de maniére aggressive présentent des concentrations en
cytokines pro-inflamatoires (IL-8, IL-1B et TNF-a) augmentées dans le tissu pulmonaire
et les LBA (Figure S4). Les LBA des animaux ventilés 4 et 8 heures présentent de plus
grandes concentrations en ADN mitochondrial que les témoins en respiration spontanée
(Figure 4 et Figure S5 Panneau A et B). Nous avons retrouvé significativement plus d’ATP
dans les LBA des animaux soumis a la VM pendant 8 heures (Figure 5 Panneau A).
L’activité chemotactique du LBA vis-a-vis des neutrophiles mesurée in vitro est plus

importante lorsqu’il est issu des animaux ventilés pendant 8 heures (Figure 5 Panneau
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B). Ces résultats obtenus grace au modele animal confirment ceux retrouvés in vitro
puisqu’ils suggérent que les alarmines sont libérées dans les voies respiratoires basses
des lapins soumis a la VM en plus grandes quantités que lors d’une ventilation
spontanée.

L’ADN mitochondrial (Figure 6 Panneau A) est significativement plus élevé dans les LBA
des patients aux jours 1 et 7 aprés le début du SDRA, en particulier chez ceux avec une
importante inflammation alvéolaire. Les LBA de patients souffrant de SDRA stimulent
I’expression cellulaire de TLR9, le récepteur de ’ADN mitochondrial et bactérien (Figure

S6 Panneau B). Son activité est inhibée par I'antagoniste du TLR9, I'ODN TTAGGG.
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At-a-glance commentary: Mitochondrial alarmins are released by lung cells submitted to

cyclic stretch, and are found in BAL fluids from rabbits during ventilator-induced lung injury
(VILI) and ARDS patients with high alveolar inflammation. These alarmins are likely to

represent the proximal endogenous mediators of lung injury and inflammation during VILI

and ARDS.

235



Page 3 of 38

Abstract

Rationale: Endogenous tissue mediators inducing lung inflammation in the context of

ventilator-induced lung injury (VILI) and ARDS are ill-defined.

Objectives: To test whether mitochondrial alarmins are released during VILI, and can

generate lung inflammation.

Methods: Release of mitochondrial DNA, adenosine triphosphate (ATP), and formyl-Met-
Leu-Phe (fMLP) peptide-dependent neutrophil chemotaxis were measured in conditioned
supernatants from human alveolar type Il-like (A549) epithelial cells submitted to cyclic
stretch invitro. Similar measurements were performed in bronchoalveolar lavage fluids from

rabbits submitted to an injurious ventilatory regimen, and from patients with ARDS.

Measurements and main results: Mitochondrial DNA was released by A549 cell during cell

stretching, and was found elevated in BAL fluids from rabbits during VILI, and from ARDS
patients. Autocrinic activation of A549 cells during cyclic stretch could be inhibited by TLR9
blockade. ATP concentrations were increased in conditioned supernatants from A549 cells,
and in rabbit BAL fluids during VILI. Neutrophil chemotaxis induced by A549 cells
conditioned supernatants was essentially dependent on fMLP rather than IL-8. A synergy
between cyclic stretch-induced alarmins and LPS was found in monocyte-derived

macrophages in the production of IL-1R.

Conclusions: Mitochondrial alarmins are released during cyclic stretch of human epithelial
cells, as well as in BAL fluids from rabbits ventilated with an injurious ventilatory regimen,
and in BAL fluids from ARDS patients, particularly in those with high alveolar inflammation.
These alarmins stimulate lung cells to produce bioactive IL-18, and are likely to represent the

proximal endogenous mediators of VILI and ARDS, released by injured pulmonary cells.

Number of words in the abstract: 249

Keywords: Alarmins, DAMPs, mitochondrial DNA, ATP, chemokines, VILI, ARDS
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Introduction

Mechanical ventilation has been lifesaving in many patients with respiratory failure since its
introduction several decades ago. It has also been associated with lung damage due to cyclic
stretch imposed by positive pressure mechanical ventilation, particularly when the lung is
injured or infected. This phenomenon is nowadays known as ventilator-induced lung injury
(VILI) (1, 2). It is also now widely accepted that ventilatory strategies aimed at decreasing
airway overstretching are associated with better outcome in patients with and without acute

respiratory distress syndrome (ARDS) (3, 4).

An important part of VILI is due to lower airway inflammation mediated by pro-inflammatory
cytokines, chemokines, and blood neutrophils recruited to the airways (5-7). In in vitro
experiments with isolated lung cells (8, 9) and in animal studies with intact lungs (10-12), it
could be demonstrated that cyclic stretch per se induced pro-inflammatory mediators such
as MCP-1 and IL-8, prototypical chemokines for myeloid cells. Whereas it could be shown
that the IL-8 gene was de novo transcribed upon cyclic stretch (13), it remained unclear
whether this was a direct transcriptional effect of the mechanical strain or a secondary

effect of endogenous mediator(s) released by lung cells injured by cyclic stretch.

It has been shown that mechanical ventilation and cyclic stretch of lung cells induced cell
membrane breaks with spill over of intracellular cell content (14, 15). Recent evidence
suggests that injured cells release alarmins (also called damage-associated molecular
patterns, DAMPs) originating from mitochondria (16, 17), and that these alarmins may play a
role in mediating VILI (18-21). The release by injured cells of mitochondrial alarmins, such as
mitochondrial DNA, fMLP, and adenosine triphosphate (ATP) by injured cells produces a
local and sometimes systemic inflammatory response. This response is mainly dependent on
the local production of IL-1R via the assembly of the NALP3 inflammasome and the
recruitment of neutrophils to injured tissues (16, 17, 22). Since IL-1R is a prominent and
bioactive pro-inflammatory cytokine in the lower airways from patients with ARDS (6, 7, 23),
we hypothesized that mitochondrial alarmins may be released by airway cells submitted to
cyclic stretch due to mechanical ventilation, and represent the missing link between cell

stretch and downstream inflammatory cytokines.
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Methods

In vitro cell stretching

The human alveolar type lI-like A549 cells (ATCC, Manassas, VA) were cultured onto silastic
membranes (Bioflex® plates, Dunn Labortechnik, Asbach, Germany), and submitted to cyclic
stretch using the FX-3000 Flexercell® system (Flexcell International, Hillsborough, NC, USA),
as previously described (13, 24). In some experiments, we substituted A459 cells for primary
human monocyte-derived macrophages (8). In other experiments, macrophages submitted
to cyclic stretch were co-incubated with 100 ng/mL of Ecoli K12 LPS (UltraPure® LPS,
Invivogen). ATP (Roche) was used at 100 uM concentration, and the TLR9 antagonist ODN
TTAGGG (Invivogen) was used at 1 uM concentration. Detailed methods are described in the

online data supplement.

Measurement of alarmins in conditioned supernatants

Mitochondrial DNA. Quantitative PCR was used to measure levels of mitochondrial DNA in
cell-free supernatants using specific PCR primers for cytochrome B, cytochrome C oxidase lll,
and NADH | mitochondrial DNA, as previously described (17). In some experiments, 2 UM of
the TLR9 antagonist ODN TTAGGG (Invivogen, San Diego, CA, USA) was added to the A549
cell cultures just before starting cell stretch. IL-8 secreted in conditioned supernatants was
measured as a marker of cell activation. In other experiments, supernatants from stretched
cells were added to HEK293 Blue® cells expressing TLR9 (Invivogen) which respond to TLR9
agonists such as bacterial and mitochondrial DNA by secreting embryonic alkaline
phosphatase (25, 26). Cell activation was measured using an alkaline phosphatase substrate
present in the colorimetric HEK-Blue™ detection system (Caya-Invivogen Europe, Toulouse,
France), quantified using an ELISA reader at 630 nm, and expressed as optical densities. In
other experiments, human BAL samples were also incubated with these cells. More detailed

methods are described in the online data supplement.
ATP. Extracellular ATP released by A549 cells was quantified in conditioned supernatants

using the ATP bioluminescence assay kit CLS Il with a detection range of 10 -10° M (Roche

Applied Science, Mannheim, Germany). For optimal measurements with this method, pH of
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the samples was set at pH 7.7 using Tris buffer. A standard curve was performed with

purified ATP.

Chemotactic factors. Chemotaxis of human neutrophils induced by supernatants from
stretched A549 cells was measured using a modified Boyden chamber as previously
described (27). For each experiments, serial dilutions of prototypical chemotactic factors,
such as human IL-8 (a gift from C. Power, MerckSerono, Geneva, Switzerland) and the
bacterial/mitochondrial formylated peptide N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP, Sigma, St. Louis,
MO) served to control a maximal rate of neutrophil chemotaxis. In some experiments,
neutrophils were pre-incubated 30 min prior to start the chemotaxis assay with an anti-FPR1
MADb (blocking the human surface receptor for fMLP, R&D, Minneapolis, MN, USA) or an
anti-CXCR1 (blocking the anti-human IL-8 receptor A, Abcam). More detailed methods are

described in the online data supplement.

IL-8 and IL-18. Conditioned supernatants collected after A549 cell stretching were
centrifuged at 1,200 rpm for 5 min at 4°C to remove cell debris. IL-8 levels were measured in
supernatants using a sandwich ELISA using a pair of MAbs as previously described (24). IL-18
levels were measured in conditioned supernatants and in cell lysates from monocyte-
derived macrophages (cell lysed using a Triton-X-based cell lysis buffer) using a sandwich
ELISA (Perbio Science Switzerland SA). This antibody pair does not differentiate pro-IL-118
from mature IL-1R. In one experiment, monocyte-derived macrophages were also cultured
with the TLR9 agonist (ODN TTAGGG, Invivogen), ATP, or both. The secretion of IL-1R in
conditioned supernatants from monocyte-derived macrophages was also assessed using a

Western blot technique as described by Wu et al. (21).

Mechanical ventilation in rabbits

Experimental protocol. Rabbits were intubated, ventilated, and sacrificed as previously
described (24). Bronchoalveolar lavage (BAL) followed by surgical lungs removal was
performed at the end of the experiment as described (24, 28). Measurement of
inflammatory mediators in BAL fluids and in lung tissues, as well as the assessment of a
histological lung injury score was done as described elsewhere (24, 28). More detailed

methods can be found in the online data supplement, including the quantitative
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measurement of mitochondrial DNA in BAL fluids. Methods for the quantification of
chemotactic attraction of human neutrophils by rabbit BAL fluids are also described in the

online data supplement.

Patients with ARDS.

BAL fluid was obtained through fiberoptic bronchoscopy in intubated and mechanically
ventilated patients at day 1 and day 7 after the onset of ARDS (Harborview Medical Center,
Seattle, WA, USA) (29) after having obtained an informed consent from the patient or the
next-of-kin. BAL fluid was also obtained in 3 healthy volunteers, centrifuged and kept frozen
at -80°C (29). Total DNA was extracted from cell-free human BAL fluids and quantitative PCR
was done measuring levels of the mitochondrial cytochromes B and C oxidase Ill DNA, as
described above for supernatants from stretched cells. BAL samples were defined as “highly
inflammatory” if they contained > 80% neutrophils and > 2 mg/mL proteins. Others were

defined as “low inflammatory”.

Statistical analysis

Data are presented as median (Inter-Quartile Range, IQR) except otherwise stated. The
Mann Whitney U test was used to compare continuous variables between 2 groups for non-
normally distributed variables. The Kruskall-Wallis test was used in non-parametrically
distributed variables among > 2 groups. A p < 0.05 was considered statistically significant.

Data were analyzed with the GraphPad Prism® software (30).

Results

Human type ll-like alveolar cells submitted in vitro to cyclic stretch released IL-8 and
mitochondrial alarmins. Mitochondrial DNA (cytochrome B, cytochrome C oxidase Ill, and
NADH | DNA) was found in large quantities in supernatant from stretched cells in a time-
dependent manner as compared with cells kept in static conditions (Fig. 1, panel A: IL-8, and

panel B: cytochrome C oxidase Ill DNA; Fig. S1, panel A: cytochrome B, and panel B: NADH |
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DNA). Interestingly, the release of mitochondrial DNA seemed important for cell activation
and IL-8 release upon stretch since the TLR9 antagonist ODN TTAGG added at the beginning
of cell stretching blocked IL-8 production (Fig. 1C). Supernatants from stretched cells
activated HEK293 Blue™ cells expressing TLR9, and this could be inhibited by the same ODN
TTAGGG TLR9 antagonist, showing the prominent, “autocrinic” and “paracrinic” role of
released of mitochondrial DNA in lung cell activation by cell stretch (mean optical densities +
SD of alkaline phosphatase activity secreted by HEK293 Blue™ cells expressing TLR9,
stimulated by supernatants from stretched A549 cells vs. cells kept in static conditions: 0.337
+0.069 vs. 0.296 + 0.062, n = 10 from 5 different experiments, p < 0.001). Extracellular ATP
was also found to be elevated in supernatants from A549 cells stretched for 24 hrs. as
compared with cells kept in static conditions (Fig. 2, panel A). IL-18 was found elevated both
in supernatants from stretched monocyte-derived macrophages, as well as in cell lysates,
compared with cells kept in static conditions (Fig. 2, panel B). IL-18 was found in
supernatants from stretched cells both by ELISA and Western blot (Figure S2), and a
synergistic effect was found between cell stretching and LPS treatment of macrophages. A
similar synergy was also observed in monocyte-derived macrophages treated by a mixture of
TRL9 agonist and ATP (Figure S2). Supernatants from stretched A549 cells induced
chemotaxis of human neutrophils after 6, 24, and 48 hrs (Fig. 3, panel A). Chemotaxis was
blocked by an anti-fMLP receptor MAb but not by an anti-IL-8 receptor MAb (Fig. 3, panel B).
These results strongly suggest that mitochondrial fMLP was released by A549 cells during
stretch, and that this alarmin was the main chemotactic factor, despite the concomitant

presence of IL-8 in those supernatants (Fig. 1, panel A).

Lung inflammation and alarmins in rabbits submitted to adverse mechanical ventilation.

In the rabbit model, the mechanical ventilation (MV) regimen induced significant lung injury
and neutrophil recruitment as compared with control spontaneously breathing (SB) animals
(histology and neutrophil recruitment, Fig. S3, panels A and B; histologic lung injury score
Fig. S2, p = 0.03, panel C). Compared to SB animals, rabbits ventilated with injurious MV had
increased pro-inflammatory cytokines in lung tissue and in BAL fluids (IL-8, TNF-a, and IL-1R;
Fig. S4). Cytokines levels were not found to be statistically different in serum from the two
groups (data not shown). Mitochondrial DNA was found in larger quantities in BAL fluids

from animals submitted to 4 and 8 hrs. of adverse MV as compared with SB animals
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(cytochrome C oxidase Ill DNA, p = 0.011, Fig. 4; cytochrome B and NADH | DNA, Fig. S5,
panels A and B, p=0.015, and p = 0.017, respectively). Significantly higher ATP was found in
BAL fluids from rabbits subjected to adverse MV fro 8 hrs. (p = 0.016, Fig. 5, panel A). BAL
fluids from MV animals induced in vitro chemotaxis of human neutrophils particularly in
those originating from animals ventilated for 8 hrs. (p = 0.023, Fig. 5, panel B). Taken
together, these results suggest that mitochondrial alarmins are released in the lower airways
of rabbits submitted to an injurious MV, similarly to what was observed in human lung cells

submitted in vitro to cyclic stretch.

Mitochondrial DNA in bronchoalveolar lavage fluids from ARDS patients.

Mitochondrial DNA (cytochrome C oxidase lll, Fig. 6; cytochrome B, Fig. S6, panel A) was
significantly elevated in BALF from patients at Day 1 and 7 after the onset of ARDS,
particularly in those with highest alveolar inflammation, defined as a neutrophil count of >
80% and protein levels > 2 mg/mL. Mitochondrial DNA was found to be low in BAL fluids
from 3 healthy volunteers (Fig. S6, panel A). BAL fluids from ARDS patients, particularly those
with a high inflammatory pattern stimulated cells expressing TLR9, the receptor for
mitochondrial (and bacterial) DNA. BAL fluids from ARDS patients at Day 1 with a high
inflammatory profile stimulated HEK293 cells expressing TLR9 (Fig S6, panel B), and this
activity was inhibited by the TLR9 antagonist ODN TTAGGG (p = 0.03, data not shown).

Discussion

Herein, we show that mitochondrial DNA, ATP and fMLP are released from human type IlI-
like A459 cells submitted to cyclic stretch. Similarly, the same proinflammatory alarmins are
found in the airways of rabbits submitted to an injurious ventilatory regimen, and
mitochondrial DNA concentrations were found to be markedly elevated in BAL fluids from
patients with ARDS. In addition, these alarmins were shown to be bioactive and potent pro-
inflammatory mediators. Mitochondrial DNA released by stretched cells induced IL-8 in lung
cells via its receptor TLR9, and virtually all the neutrophil chemotactic activity found in
supernatants from stretched cells and rabbit BAL fluids were attributable to the

mitochondrial fMLP chemokine.
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Lung inflammation is a hallmark of acute lung injury and ARDS (7, 31). Whereas it was first
believed that inflammation originated from the primary lung insult (pneumonia, sepsis,
aspiration, trauma, etc.), it has now been become evident that mechanical ventilation could
directly induce airway inflammation, and synergized with the primary lung injury. Supporting
this, ARDS patients receiving lung protective ventilator strategy have lower levels of alveolar
and systemic inflammation, in particular less alveolar neutrophils, and lower levels of the

pro-inflammatory cytokines IL-18 and TNF-a (32).

IL-18 has been shown to play a major role as a local pro-inflammatory mediator in the
context of ARDS and VILI, and is secreted by alveolar macrophages and by alveolar epithelial
cells (6, 7, 31, 33). IL-1R can be secreted in response to various stimuli, including bacterial
molecules such as Gram-negative lipopolysaccharide (LPS). The production of bioactive IL-18
is tightly regulated and follows a multistep pathway. It requires both the upregulation of the
pro-IL-1R gene expression, and the posttranslational cleavage of pro-IL-1R into mature IL-1R.
This latter step is dependent on the activation of the “inflammatory” caspase-1, part of the
NALP3 inflammasome complex (34). It was recently recognized that endogenous danger
signals (alarmins) originating from injured/necrotic cells could trigger the production of IL-
1R, and be responsible for “aseptic” inflammation. Mitochondrial DNA, when released from
injured cells, upregulates the IL-18 gene through its interaction with its receptor, TLR9.
Extracellular ATP, which is also released by injured/necrotic cells, induces the assembly of
the NALP3 inflammasome and caspase-1 activation through its interaction with the P2X;
receptor, resulting in the cleavage of pro-IL-1B into bioactive IL-1B (16, 17). Our results
confirm that cyclic stretch of human monocyte-derived macrophages induced the
production and the release of IL-168, and that cyclic stretch synergized with co-treatment of
macrophages with LPS. Interestingly, in unstretched macrophages, IL-18 was secreted only
when incubated with both the TLR9 agonist (inducing pro-IL-1R) and ATP (assembling the
NALP3 inflammasome and activating caspase-1), essential steps to produce mature,
bioactive IL-1R. We therefore postulate that cyclic stretch induces the release by lung cells of
mitochondrial DNA (TLR9 agonist), and ATP, and that this leads to the production of IL-18 by
macrophages, and play an important local pro-inflammatory signal in the lung submitted to

(injurious) mechanical ventilation.

10
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In the present paper, we also show that cyclic stretch of type lI-like alveolar A549 cells
induces the release of both mitochondrial DNA and ATP, and that blockade of the
mitochondrial DNA receptor TLR9 by the TLR9 antagonist ODN TTAGGG abrogated the
stretch-induced IL-8 secretion by these cells. This strongly suggests autocrine and paracrine
cell activation by cytoplasmic alarmins. The extracellular release of cytoplasmic content
during cyclic stretch is most likely due to cell plasma membrane breaks induced by cyclic cell
elongations, as previously described (14, 15). We postulate that endogenous alarmins
released into the airways during mechanical ventilation could be responsible for the local
production of IL-18 (and IL-8), and therefore participate in the alveolar inflammation

observed during VILI and ARDS.

In our study, important levels of mitochondrial DNA and TLR9 agonistic activity was also
found in BAL fluids from ARDS patients, as soon as Day 1 after intubation. The origin of this
mitochondrial DNA can be related to lung tissue injury as well as from necrotic alveolar
neutrophils. Recently, Zhang et al. confirmed that mitochondrial DNA injected intravenously
to rats induced lung inflammation and increased permeability of the alveolar capillary
barrier (17), and that mitochondrial DNA upregulated TLR9 in lung tissue (35). Interestingly,
mitochondrial DNA is more potent as a TLR9 agonist when it is oxidized (36). The production
of reactive oxygen species by different alveolar cells is thought to be an important
pathogenic and pro-inflammatory mechanism during ARDS, due to inflammation and
hyperoxic environment (37). Aside from protein and lipid oxidation, oxidation of
mitochondrial DNA could well represent an important proinflammatory mediator of acute

lung injury.

We also report that adverse mechanical ventilation in rabbits induced the elevation in the
airways of both mitochondrial DNA and ATP, and that ARDS patients had markedly elevated
mitochondrial DNA in BAL fluid. Altogether, these data support a model of alarmin release
into the airway by lung cells injured by cyclic stretch, participating in the alveolar
inflammation observed during VILI and ARDS. Recent work supports the role of NALP3
inflammasome in the pathogenesis of VILI. NALP3 inflammasome gene expression was
upregulated in ventilated patients, and also in ventilated mice receiving high tidal volumes,
with increased caspase-1 activation, and increased uric acid levels, a NALP3 agonist (38).

Finally, NALP3-deficent mice showed less signs of VILI, and IL-1 receptor antagonist partially

11
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protected mice against VILI, supporting previously published data (23, 38). ATP released into
the airways during VILI (30) may also be an agonist for NALP3. Interestingly, Wu et al.
recently reported that mechanical ventilation in mice and in vitro alveolar macrophage cyclic
stretch induced the assembly of NALP3 and activated caspase-1, leading to the production
and secretion of bioactive IL-1B (21). Caspase-1 activation was dependent on the generation
of reactive oxygen species by mitochondria, but the possible implication of extracellular ATP

as a trigger for inflammasome activation was not tested.

Polymorphonuclear neutrophil recruitment to the lung and neutrophil-dependent tissue
damage have been proposed as key pathogenic factors in VILI and ARDS (5, 39). It was long
thought that the main neutrophil chemotactic and activation factor was the CXC chemokine
IL-8. It was however recently shown in a murine model of “aseptic” thermal hepatic injury
that mitochondrial fMLP released by injured cells was the essential chemotactic factor
bringing neutrophils to the necrotic lesion, overriding the effect of CXC chemokines (16). The
formylated peptide fMLP is indeed found in both bacterial and mitochondrial walls, attracts
and activates neutrophils mainly via the fMLP receptor-1 (FPR1). In our experiments, the
neutrophil chemotactic activity present in supernatants from stretched lung cells could
almost be completely inhibited by an anti-FPR1 antibody and to a very small extent by an
anti-IL-8 receptor antibody. This indicated that the major chemotactic factor released by

cells injured by cyclic stretch was mitochondrial fMLP.

In conclusion, our data support a model of VILI with an aseptic local inflammation due to
proinflammatory endogenous alarmins released from lung cells injured by airway
overstretching, mainly of mitochondrial origin. These alarmins act in concert, one attracting
neutrophils (fMLP), one stimulating alveolar cells in an autocrine and paracrine manner to
produce pro-inflammatory cytokines (mitochondrial DNA), and one inducing the assembly of
the inflammasome (ATP), the activation of caspase-1, and the cleavage of pro-IL-1R into
mature and bioactive IL-18. These lung alarmins may represent the missing molecular links
between the mechanical stress imposed to lung cells and the observed airway inflammation
in critically ill patients submitted to mechanical ventilation. This model also fits with the
“danger theory” in which inflammatory and immune cells will respond to mediators of cell
injury, rather than to innocuous non-self molecules (40, 41). It remains to be demonstrated

if alarmins released locally by airway stretch act synergistically with other types of lung

12
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injury or infection to generate lung inflammation, as suggested by animal studies (11, 24,
42). It also remains to be tested whether a pharmacologic modulation of alarmin pathways
will prevent VILI, and decrease lung inflammation and impairment of pulmonary functions in
patients with acute lung injury and ARDS.
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Figure legends

Figure 1.

Panel A. IL-8 secretion in conditioned supernatants from human alveolar type lI-like
epithelial A459 cells submitted to cell stretching for 3, 19, and 27 hours or kept in static
conditions. One representative experiment out of 3 experiments with similar results.

Panel B. Mitochondrial DNA (cytochrome C) release in conditioned supernatants from
human alveolar type Il-like epithelial A459 cells submitted to cell stretching for 3, 19, and 27
hours or kept in static conditions. One representative experiment out of 3 experiments with
similar results.

Panel C. Inhibition of IL-8 secretion in conditioned supernatants from human alveolar type II-
like epithelial A459 cells submitted to cell stretching for 24 hours by the TLR9 antagonist

ODN TTAGGG. One representative experiment out of 3 experiments with similar results.

Figure 2.

Panel A. Extracellular ATP measured in conditioned supernatants from human alveolar type
lI-like epithelial A459 cells submitted to cell stretching for 24 hours, and from cells kept in
static conditions. One representative experiment out of 4 experiments with similar results.
Panel B. IL-18 measured in conditioned supernatants from human primary monocyte-
derived macrophages submitted to cell stretching for 19 hours (filled bars) and in
macrophages cell lysates (open bars), and in macrophages kept in static conditions. One

representative experiment out of 3 experiments with similar results.

Figure 3.

Panel A. Conditioned supernatants from A549 cells submitted to cell stretching for 6, 24, and
48 hours stimulated human primary neutrophil chemotaxis in a 96-well Boyden chamber
(results expressed as % neutrophils migrating across the filter to the lower chamber). One
representative experiment out of 3 experiments with similar results.

Panel B. Neutrophil chemotaxis induced by conditioned supernatants from A549 cells
submitted to cell stretching (6, 24, and 48 hours) is blocked by an antibody to the fMLP

receptor-1, but not to an anti-IL-8 receptor antibody. Neutrophils were pre-treated with
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blocking antibodies to the fMLP receptor (anti-FPR1), to the IL-8 receptor (anti-CXCR1), or
both.

Figure 4.
Mitochondrial DNA (cytochrome C) measured by quantitative PCR in bronchoalveolar lavage
(5) fluid from rabbits submitted to mechanical ventilation (MV) for 4 and 8 hours and in

spontaneously breathing (SB) animals.

Figure 5.

Panel A. Extracellular ATP measured in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid from rabbits
submitted to mechanical ventilation (MV) for 4 and 8 hours and in spontaneously breathing
(SB animals).

Panel B. Chemotactic activity of BAL fluid from rabbits submitted to mechanical ventilation
(MV) for 4 and 8 hours and in spontaneously breathing (SB) animals. Human primary
neutrophil chemotaxis was measured in a 96-well Boyden chamber (results expressed as %
neutrophils migrating across the filter to the lower chamber where BAL fluids were put).
Panel C. Chemotactic activity of BAL fluid from ARDS patients at Day 1 and Day 7 after
mechanical ventilation (open circles, low inflammatory BAL fluids; closed circles, high
inflammatory BAL fluids), and of BAL fluid from healthy volunteers (empty squares). Human
primary neutrophil chemotaxis was measured in a 96-well Boyden chamber (results
expressed as % neutrophils migrating across the filter to the lower chamber where BAL fluids

were put).

Figure 6.

Mitochondrial DNA (cytochrome C) measured in bronchoalveolar lavage (BAL) fluids by

guantitative PCR from ARDS patients on Day 1 and Day 7 after intubation (high inflammatory

BAL fluids, closed circles; low inflammatory BAL fluids, opened circles), and in BAL fluids from

healthy human volunteers (opened squares).
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Figure 1.
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Figure 2.
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Figure 4.

Cytochrome C DNA

25000
:i A
S 20000
<
2
Q  15000-
= A p=0.011
S 10000-
2
3] O9
2 5000 A
; ‘g' iﬂ
0 .
,.OQ; & \\@
> K\
\} \}

24

257



Page 25 of 38

Figure 5.
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Figure 6.
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Online data supplement

Material and Methods

Cell stretching

A549 cells were cultured in Bioflex plates up to 80% confluence in DMEM/F12 Glutamax®
medium (Invitrogen, Basel, Switzerland) containing 10% fetal bovine serum (Gibco, Basel,
Switzerland) and antibiotics. Cells were then submitted to cyclic stretch at a stretching rate
of 20 cycles/minute with a square signal, a 1:1 stretch:relaxation ratio, and a 20% maximal
equibiaxial elongation for 24 to 48 hrs., in a 37°C incubator with 5% CO,. Supernatants from
stretched cells and from cells grown in the same conditions in Bioflex® plates without cell
stretching were sampled at different times, and used for the quantification of alarmins, as

well as for other functional tests.

Measurement of alarmins in conditioned supernatants

Mitochondrial DNA. DNA was isolated using the DNA purification kit from blood or body
fluids (Qiagen, Valencia, CA, USA), with a final volume of 200 pul of DNA resuspended in
elution buffer. Quantitative PCR using the 1Q™ Sybr Green technique (BioRad, Hercules, CA,
USA) was performed with one-tenth and one-hundredth dilutions of the final product,
compared to a standard curve of human mitochondrial DNA to quantify the amount of
mitochondrial DNA amplified, and expressed as arbitrary units. Melting curves were
performed to ascertain the amplification of a single amplicon. Human mitochondrial DNA
was isolated from A459 cells using the mitochondrial isolation kit for cultured cells from

ThermoScientific (Rockford, IL, USA).

Chemotactic factors. Human neutrophils from healthy volunteers were isolated using a
Ficoll-Paque™ (GE Healthcare Bio-Scienses AB, Uppsala, Sweden) gradient and seeded into
the upper well. Supernatants from cells stretched for various times were put into the lower
well. Results were expressed as % of neutrophils from the upper well having migrated
acrossed the filter to the lower well after 90 min. Neutrophils in the lower well were

detected with the DraQ5™ dye (Biostatus) marking neutrophil DNA, counted using the
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Applied Biosystems 8200 Cellular Detection System (Life Technologies, Switzerland), and a

known concentration of neutrophils as standard.

Mechanical ventilation in rabbits

Animals. Male New Zealand white rabbits (body weight, 2.7 - 3.0 kg) were obtained from the
“élevage scientifique des Dombes” (Romans, France). They were placed in individual cages,
had free access to water, and were fed in accordance with current recommendations
described in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National Institutes of
Health No. 92-23, revised version of 1985. The Dijon Faculty of Medicine Ethical Committee
approved the experimental protocol. A central venous catheter was surgically inserted into

every rabbit the day before MV.

Experimental protocol. Rabbits were put in supine position, and connected to a volume-
controlled respirator (20 mL/kg of tidal volume with zero end-expiratory pressure [ZEEP], a
respiratory rate of 30 bpm and an inspired fraction of O, of 0.5, Figure 1). Rabbits were kept
anesthetized and paralyzed throughout the experiment using a continuous infusion of 1
mg/kg/hr of ketamine and 0.3 mg/kg/hr of pancuronium bromide. Rabbits were sacrificed
after 4 hrs. (n = 5) or 8 hrs. (n = 5) of mechanical ventilation (MV). Intubated, but
spontaneously breathing (SB) rabbits were used as controls (n = 8). At the end of the
experiments, animals were exsanguinated by venous puncture, and autopsied aseptically to
harvest the lungs. Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed in the lower pulmonary lobe
using an appropriate catheter with 5 mL of sterile 0.9% NaCl. The collected BAL fluid was
divided into aliquots, and stored at -80°C until analyses were performed. The remaining
tissue was homogenized in sterile water. Lung homogenates were then frozen, and stored at

-80°C until tissue concentrations of cytokines were measured.

Lung mediators and lung injury score. Tissue IL-8, IL-18 and TNF-a protein levels were
qguantified using rabbit specific ELISA kits following the manufacturer’s instructions
(Euromedex, Strasbourg, France). Blood samples were obtained before intubation, 4 and 8
hrs. after intubation. Plasma levels of IL-8, IL-18 and TNF-a were measured using the same
ELISA kits. For ultrastructural examination, approximately 1 cm® of tissue was fixed in

formalin and embedded in paraffin. Four-Om sections were obtained and stained with
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hematoxylin-eosin. A pulmonary pathologist blinded to the treatment group examined ten
fields of each section and an injury score was calculated as previously described (28). Briefly,
lung injury assessment was based on the degree of neutrophil infiltration, haemorrhage and
edema. Lung injury was considered absent [0], mild [1], moderate [2] or severe [3]. Another
lung sample was harvested for RNA extraction using the GenElute kit (Sigma, Dorset, UK)
according to the manufacturer’s instructions. Complementary DNA (cDNA) was obtained by
reverse transcription using random primers, RNAsin treatment, and ImProm Il reverse
transcriptase (Promega, Madison, WI). Quantitative PCR was performed using the 1Q5
thermocycler (Biorad, Hercules, CA) and the 1Q™ Syber Green Supermix (Biorad) and rabbit-
specific primers, designed using the Primer3 software (version 0.4.0), and the rabbit
(Oryctolagus cuniculus) sequence database. Melting curves were performed to ascertain the
specificity of the amplification. The following primers were used: rGapdh forward: 5’-ATG
TTT GTG ATG GGC GTG AAC C-3’, reverse: 5'-CCC AGC ATC GAA GGT AGA GGA-3’; rll-8
forward: 5’-AAC CTT CCT GCT GCT TCT GA-3’, reverse: 5’-TCT GCA CCC ACT TTT TCC TTG-3'.

The results were expressed as expression levels normalized to a reference gene (rGapdh).

Mitochondrial alarmins in rabbit BAL fluids. Quantitative PCR was used to measure levels of
mitochondrial DNA in BAL fluid (cytochrome B, cytochrome C oxidase Ill, and NADH I). BAL
fluid DNA was isolated using the DNA purification kit from blood or body fluids (Qiagen)
using 200 pl of sample. Rabbit primer sequences were synthesized by Microsynth (Balgach,
Switzerland) and had no significant homology with sequences from rabbit genomic DNA
(Blast® site, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). The following primers were used: rabbit
cytochrome B, forward 5’-CCA TCC TTG TTC TAG CCT TCA and reverse 5-AAT GGT GAT GAA
CGG GTG TT; rabbit cytochrome C oxidase Ill, forward 5'-GAA GGC AAT CGC AAA AAC AT and
reverse 5'-ACG TGA AGA CCG TGA AAT CC); NADH |, forward 5' GCC CCA ACC CTA GCT CTA
AC and reverse 5'-GCT CGG AGA GCA CCA AAT AG. Quantitative PCR was used to measure
levels of mitochondrial DNA in BAL fluid using the 1Q"™ Sybr Green technique (Biorad), and
quantified using a standard curve of rabbit mitochondrial DNA. Rabbit mitochondrial DNA
was isolated from rabbit peripheral blood mononuclear cells obtained from fresh rabbit
heparinized blood and a Ficoll-Paque™ gradient, using the mitochondrial isolation kit for
cultured cells from ThermoScientific. The DNA concentration was measured by spectrometry
(Nanodrop ND-1000) and resuspended at the stock concentration of 1 pg/ml. Levels of

rabbit BAL fluid ATP was measured using the same technology as for human samples.

29

262



Page 30 of 38

Chemotactic activity of rabbit BAL fluid was also measured according to the protocol
described above for supernatants from human stretched cells, using human neutrophils. Of
note, rabbit IL-8 was shown to be chemoattractant for human neutrophils, as shown by a
classical chemotactic curve of rabbit IL-8 and human neutrophils in the modified Boyden

chamber (results not shown).

Figure legends

Figure S1.

Mitochondrial DNA (cytochrome B, Panel A; NADH I, Panel B) release in conditioned
supernatants from human alveolar type ll-like epithelial A459 cells submitted to cell
stretching for 3, 19, and 27 hours or kept in static conditions. One representative experiment

out of 3 experiments with similar results.

Figure S2.

Secretion of IL-118 in conditioned supernatants from monocyte-derived macrophages during
cell stretching (20 hrs cell stretching). One representative experiment out of 3 experiments
with similar results.

Panel A. Measurement of IL-1R by western blot in conditioned supernatants from monocyte-
derived macrophages after cell stretching (stretch), LPS treatment (LPS), or both (stretch +
LPS). Ctr, unstretched control cells; reclL-11, recombinant IL-18 migrating at 17kD.

Panel B. Measurement of IL-118 by ELISA in conditioned supernatants from monocyte-derived
macrophages after cell stretching (stretch), LPS treatment (LPS), or both (stretch + LPS), left
graph. Right graph, IL-1R8 concentrations in conditioned supernatants from monocyte-
derived macrophages incubated with TLR-9 DNA CpG agonist (ODN), adenosine triphosphate
(ATP), or both (ODN + ATP).

Figure S3.
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Increased neutrophil recruitment in lungs from ventilated rabbits. Representative lung
histology (hematoxylin-eosin stain) in rabbits submitted to mechanical ventilation (MV) for 4
hours (Panel B), and in spontaneously breathing (SB) animals (Panel A).

Panel C. Increased histologic lung injury score in rabbits submitted to mechanical ventilation

(MV) compared to spontaneously breathing (SB) animals.

Figure S4.

Lung production (lung tissue mRNAs and proteins) and secretion into the alveolar space
(bronchoalveolar lavage [BAL] fluid) of the IL-8 chemokine (panels A, B, and C) and the pro-
inflammatory cytokines (TNF-q, panels D, E, and F; and IL-1B8, panels G, and H) by rabbits

submitted to mechanical ventilation (MV) and by spontaneously breathing animals (SB).

Figure S5.

Mitochondrial DNA (cytochrome B, panel A; NADH, panel B) measured by quantitative PCR in
bronchoalveolar lavage (BAL) fluid from rabbits submitted to mechanical ventilation (MV) for

4 and 8 hours and in spontaneously breathing (SB) animals.

Figure S6.

Panel A. Mitochondrial DNA (cytochrome B) measured in bronchoalveolar lavage (5) fluids by
qguantitative PCR from ARDS patients on Day 1 and Day 7 after intubation (high inflammatory
BAL fluids, closed circles; low inflammatory BAL fluids, opened circles), and in BAL fluids from
healthy human volunteers (opened squares).

Panel B. TLR9 agonistic activity in bronchoalveolar lavage (BAL) fluids from ARDS patients
with high inflammatory activity (HI, filled squares) and low inflammatory activity (LI, filled
triangles) on Day 1 after intubation. BAL fluids were cultured with HEK293 cells expressing
TLR9, and cell activation by mitochondrial (or bacterial DNA) present in BAL fluids was
measured by the release in conditioned supernatants of embryonic alkaline phosphatase

(OD 630 nm).
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Figure S2.
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Figure S4.
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Figure S5.
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Figure Sé.
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Ces résultats ont montré que :

v

I’ADN mitochondrial, 'ATP et le fMLP sont libérés par les cellules alvéolaires
humaines de type Il (cellules A549) soumises a un étirement cyclique;

les mémes alarmines pro-inflammatoires sont retrouvées dans les voies
respiratoires des lapins soumis a une ventilation mécanique aggressive;

I’ADN mitochondrial est retrouvé fortement augmenté dans les LBA de
patients souffrant de SDRA;

ces alarmines apparaissent comme étant bioactives et de puissants
médiateurs pro-inflammatoires;

I’ADN mitochondrial libéré par les cellules étirées induit la production d’IL-8
dans les cellules pulmonaires via leurs récepteurs TLR9;

I'activité chémoattractante des neutrophiles retrouvée dans les surnageants
des cellules étirées ainsi que dans les LBA de lapins semble étre également

attribuable au fMLP mitochondrial.
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La ventilation mécanique est la technique de suppléance la plus utilisée en réanimation.
Elle est nécessaire a la prise en charge de [linsuffisance respiratoire aigué.
Malheureusement, les contraintes mécaniques auxquelles est exposé le poumon
pendant la ventilation, générent des Iésions tissulaires, le VILI, exacerbent la réponse
inflammatoire (Chiumello, Pristine et al. 1999) et modifient la réactivité aux agressions
par différents pathogénes (Dreyfuss and Saumon 1998). La ventilation en décubitus
ventral a été décrite comme améliorant les échanges de gaz et la mécanique
ventilatoire chez les patients atteints de SDRA en particulier lorsqu’un seul lobe est
touché (Galiatsou, Kostanti et al. 2006) Toutefois, il a également été prouvé que dans
des modeles de lésions pulmonaires diffuses, le décubitus ventral pouvait améliorer le
recrutement alvéolaire et diminuer ainsi les lésions caractéristiques du VILI (Broccard,
Shapiro et al. 2000, Richard, Bregeon et al. 2008).

La ventilation mécanique est également I'un des principaux facteurs de risque
d’acquisition d’une infection liée aux soins. En effet, les pneumopathies bactériennes
acquises sous ventilation mécanique font partie des infections nosocomiales les plus
fréquentes et graves chez les patients de réanimation, malgré les progrés en terme de
prévention et de traitement. Elles résultent de la colonisation oropharyngée par des
bactéries suivie de leur migration dans les poumons par le biais de micro-inhalations
(Dreyfuss and Ricard 2005). Le succés de I'antibiothérapie est bien moindre dans les
PAVM en comparaison aux pneumonies sans assistance par ventilation mécanique.
Cette caractéristique est particulierement vraie dans les cas de PAVM a Staphylococcus
aureus résistant a la methicilline, pour lesquelles le taux de succes de I'antibiothérapie
n’excede pas 57% (Wunderink, Niederman et al. 2012)

L'efficacité et la promptitude de la réponse immunitaire innée pulmonaire et

systémique de I’h6te au cours des PAVM déterminent le contréle de I'infection (Martin
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and Frevert 2005). La reconnaissance précoce des pathogenes par les cellules
épithéliales et les macrophages alvéolaires est une étape cruciale dans le déterminisme
de la réponse inflammatoire. Lors des PAVM a SARM, |'efficacité de la réponse immune
a I'encontre du pathogene semble reposer en partie sur le TLR2 (Takeuchi, Hoshino et
al. 2000). Des études expérimentales montrent que selon les modéles, TLR2 peut étre
protecteur ou délétére pour I'h6te au cours d’une infection a Gram-positif. Dans ce
contexte, il apparait que le niveau d’expression de TLR2 est déterminant quant au
devenir de la réponse inflammatoire et qu’une régulation fine est requise.

La modulation de la réponse inflammatoire de I'hGte serait potentiellement un moyen
d’améliorer le devenir des patients souffrants de pneumonies. Dans la littérature, les
statines sont citées, car, en plus de leurs capacités a diminuer les risques
cardiovasculaires, elles posséderaient également des propriétés immunomodulatrices
(Terblanche, Almog et al. 2007). Certains travaux tendent a prouver un effet anti-
inflammatoire et protecteur des statines sur le poumon notamment dans le VILI
expérimental (Siempos, Maniatis et al. 2010) ou au cours des pneumonies chez
I'Homme (Majumdar, McAlister et al. 2006, Yende, Milbrandt et al. 2011). Cependant
d’autres études soutiennent I’hypothése inverse et ne soulignent aucun bienfait des
statines sur le devenir de patients atteints de PAVM (Papazian, Roch et al. 2013) ou de
SDRA (McAuley, Laffey et al. 2014).

La ventilation mécanique est également décrite comme destructrice de la membrane
cellulaire des cellules de part le stress mécanique qu’elle impose a ces cellules. La
membrane rompue, le contenu intracellulaire se retrouve en dehors de la cellule
(VIahakis and Hubmayr 2000, Stroetz, Vlahakis et al. 2001). De récentes études
suggerent que les cellules |ésées libérent des alarmines provenant de la mitochondrie
(ADN mitochondrial, fMLP, et adénosine triphosphate) (McDonald, Pittman et al. 2010,
Zhang, Raoof et al. 2010). Ces alarmines pourraient jouer un réle dans le
développement du VILI (Matsuyama, Amaya et al. 2008, Kuipers, van der Poll et al.
2011) en générant une réponse inflammatoire locale et parfois méme systémique. Cette

réponse est principalement dépendante de la production locale d’IL-1B via
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I’'assemblage de lI'inflamasome NALP3, et du recrutement de neutrophiles sur le tissu
|ésé (Martinon, Burns et al. 2002, McDonald, Pittman et al. 2010, Zhang, Raoof et al.
2010).

Notre travail de recherche a consisté :

- a explorer certains des nombreux mécanismes moléculaires impliqués dans la
formation du VILI et des PAVM, et notamment le réle des récepteurs Toll, acteurs
majeurs de I'immunité innée, mais aussi celui de certaines molécules de danger ou
alarmines;

- a tenter de moduler I'inflammation tant sur le plan pulmonaire que systémique
afin de protéger I’h6te au cours des agressions pulmonaires avec un intérét particulier
pour le modele PAVM, en tentant de limiter la distension pulmonaire par le DV, ou en
limitant les effets pro-inflammatoires de ces contraintes mécaniques anormales

imposées au poumon par des moyens pharmacologiques (immunomodulation).

La ventilation mécanique a un impact délétere sur le poumon en induisant de
nombreuses lésions et en empéchant le bon fonctionnement des échanges gazeux. Le
passage en ventilation en DV permet de limiter les lésions induites par une pneumonie
unilatérale acquise sous ventilation mécanique a E. aerogenes et ce indépendamment
de la stratégie de ventilation mécanique utilisée (protectrice ou agressive). La
ventilation en DV diminue également les concentrations bactériennes a la fois dans les
poumons et dans la rate des animaux. La position DV limiterait également la libération

d’'IL-8 et donc le recrutement de PNNs dans le poumon. Ces résultats de notre étude
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soulignent que la ventilation en DV augmente la clairance bactérienne pulmonaire,
limite la translocation bactérienne du poumon au compartiment systémique et la
réponse inflammatoire de I’'h6te. Il semblerait également que la position DV, dans notre
modele, protége le poumon contro-latéral non infecté de la VM. L’association de
parametres ventilatoires protecteurs et d’une ventilation mécanique en décubitus
ventral, pourrait améliorer le devenir des malades souffrant de PAVM.

Cependant certaines études viennent s’opposer a cette hypothése. D’autres modeles
animaux de pneumonie associée a la VM similaires au n6tre ont montré que la VM
pouvait induire en réalité une hyper distension des voies aériennes non seulement dans
le poumon infecté mais également dans le poumon « sain » (Goldstein, Bughalo et al.
2001, Sartorius, Lu et al. 2007). Cet effet délétere de la VM a été attribué a la perte
d’aération a l'intérieur de la zone pulmonaire infectée, qui ne peut pas étre facilement
recrutée par pression positive, a cause d’une baisse de la compliance pulmonaire
dépendante de I'importance de la réponse inflammatoire locale (Brackenbury, McCaig
et al. 2004). L'effet habituellement protecteur de la PEEP a des niveaux de pression
modérés peut ainsi devenir dangereux si I'on augmente les niveaux de pression car on
génere alors une hyperdistension pulmonaire du poumon non infecté (Croisier, Etienne
et al. 2004).

Le DV a été principalement proposé comme un moyen efficace d’améliorer les échanges
gazeux chez les patients atteints des formes les plus séveres d’ALl (Gattinoni, Pelosi et
al. 1991). Plus récemment il a été démontré que le DV permet une meilleure répartition
de l'inflation du poumon le long de I'axe cranio-caudale grace a I'amélioration du
recrutement alvéolaire et de la compliance du systéme respiratoire (Pelosi, Bottino et
al. 2003, Galiatsou, Kostanti et al. 2006). Certains auteurs ont montré que les patients
chez lesquels le passage en DV améliorait la compliance du systeme respiratoire
présentaient plus fréquemment une atteinte pulmonaire lobaire, y compris des
pneumonies (Galiatsou, Kostanti et al. 2006). De maniére plus récente, certaines études
cliniques montrent que le DV peut soit prévenir I'apparition de PAVM, soit améliorer le

devenir de PAVM pré-existantes (Guerin, Gaillard et al. 2004, Sud, Friedrich et al. 2010).
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Tous ces résultats suggérent que le DV peut étre intéressant dans le cadre de |ésions
pulmonaires unilatérales incluant les pneumonies bactériennes. Nos résultats apportent
de nouvelles données susceptibles d’améliorer notre compréhension des effets
bénéfiques du DV, car elles établissent un lien entre ses effets connus sur la mécanique
respiratoire, et une possible amélioration de la réponse immune de I’'h6te contre les
infections bactériennes. Malheureusement nous ne sommes pas en mesure au terme
de ces expérimentations de déterminer la nature précise des mécanismes sous-jacents,
et notamment le réle exact des modifications de I'immunité innée de I’h6te. D’autres
études seront nécessaires pour investiguer notamment la voie des TLRs, celle-ci
pouvant étre modifiée par I'étirement mécanique inhabituel auquel sont exposés les
poumons soumis a la VM comme suggéré par les précédents travaux du groupe et
d’autres (Oudin and Pugin 2002, Charles, Tissieres et al. 2005, Vaneker, Joosten et al.
2008, Barbar, Charles et al. 2011, Charles, Tissieres et al. 2011). Pour le moment on ne
peut qu’émettre I'hypothese selon laquelle le DV atténue la distension du poumon, ce
qui entraine a son tour une réduction de la libération d’IL-8, protégeant ainsi I’h6te
contre les effets nuisibles d’'une réponse inflammatoire accrue, et notamment le
recrutement d’un trop grand nombre de PNNs activés.

Nos résultats soulignent également I'effet protecteur du DV, sur le poumon non-infecté
en y diminuant la formation de lésions liées a la ventilation. Nous avons retrouvé une
diminution de la PCO, secondaire a 'augmentation du volume courant identique quelle
que soit la position du corps, ce qui indique que le DV n"augmente pas nécessairement
le volume télé-expiratoire, tel que rapporté précédemment chez les patients en SDRA
(Gattinoni, Pelosi et al. 1991, Pelosi, Tubiolo et al. 1998). De facon attendue, la
distribution de I'aération était différente en DD et en DV. Dans le groupe en DD, nous
avons observé une réduction importante de I'aération des lobes inférieurs, alors que les
espaces alvéolaires des lobes supérieurs étaient élargis, avec apparition de lésions
bulleuses. En outre, la présence des membranes hyalines, un des signes histologiques
typiques du VILI, a été retrouvée exclusivement chez les animaux en DD. Des résultats

similaires ont été obtenus avec des réglages de ventilation protectrice, méme si les
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[ésions tissulaires étaient moins sévéres, témoignant de I'intérét potentiel du DV méme
lorsqu’une ventilation conventionnelle est appliquée et en I'absence de critéres de
SDRA. Il est a noter en effet que la pneumonie du modele était unilatérale, avec un
retentissement modéré sur I'oxygénation artérielle.

Il est intéressant de remarquer que |'expression du géne il-8 était nettement plus
importante dans les poumons non infectés des lapins en DD par rapport a ceux des
lapins en DV, indépendamment de la stratégie de ventilation. Ceci pourrait étre
considéré comme un marqueur du biotrauma subit par le poumon ventilé, peut-étre en
rapport avec une distension alvéolaire plus importante dans le groupe DD (Oudin and
Pugin 2002). De fagon surprenante, il n’ y avait pas de différence entre les animaux en
DD et ceux en DV exposés a une ventilation agressive en ce qui concerne la formation
d’cedéme pulmonaire d’hyperperméabilité mesurée par le rapport poids humide/ poids
sec au niveau des poumons non infectés. Nous pouvons alors seulement émettre
I’'hypothése qu’il existait bien une différence entre les groupes, avec une distribution
différente de I'cedeme entre les lobes supérieurs et inférieurs, qui n’a pas pu étre mise
en évidence par notre méthode de mesure évaluant le poumon dans sa globalité.
Cependant, comme attendu, la ventilation protectrice avec réduction du volume
courant et utilisation d’une PEEP, a permis de réduire le rapport poids humide/ poids
sec, et la encore le passage en DV a permis d’obtenir une amélioration supplémentaire.
Dans leur ensemble, nos résultats suggerent que le DV améliore la distribution du
volume courant, réduisant ainsi I'"hyper-distension des espaces alvéolaires et donc le
risque de développement du VILI, comme déja démontré dans des modeéles animaux de
Iésion pulmonaire diffuse (Broccard, Shapiro et al. 2000, Valenza, Guglielmi et al. 2005,
Nakos, Batistatou et al. 2006).

Notre étude comporte plusieurs limitations. En premier lieu, il faut étre tres prudent
avant d’extrapoler nos résultats a ’'Homme, car il est bien connu que les petits animaux
sont plus susceptibles de développer un VILI que les plus grands. De plus, les réglages de
ventilation mécanique utilisés dans le groupe ventilation agressive sont trés différents

de la pratique clinique et des recommandations actuelles. La modalité d’induction de la
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pneumonie ainsi que la courte durée de la ventilation mécanique sont spécifiques de
notre modele, et d’autres études expérimentales sont nécessaires avant de pouvoir
généraliser ces résultats. On pourrait également nous opposer que la croissance
bactérienne était mieux controlée en DV tout simplement grace a un meilleur drainage
des secrétions bronchiques et donc indépendante des modifications de I'étirement du
poumon (Panigada, Berra et al. 2003); cependant le drainage expliquerait difficilement
I’aggravation des lésions du poumon controlatéral. Nous devons également préciser que
I’évaluation hémodynamique n’a pas été effectuée de facon systématique; en
conséguence, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que la réduction dans la
translocation pulmonaire-systémique soit secondaire a une baisse du débit cardiaque
dans le groupe DV. Cependant, plusieurs études cliniques et expérimentales n’ont
trouvé aucune différence sur ce point (Blanch, Mancebo et al. 1997, Jolliet, Bulpa et al.
1998, Pelosi, Bottino et al. 2003, Nakos, Batistatou et al. 2006). Et pour terminer, nous
devons reconnaitre que I'absence de calcul des effectifs a priori et la petite taille de nos
groupes expérimentaux rendent 'interprétation de statistiques de notre étude difficile

par manque de puissance.

Nos données montrent que la capacité du poumon a lutter contre la croissance de
S.aureus est réduite par la VM, surtout a la 8™ heure d’évolution de Iinfection.
Dhanireddy et al. n"ont pas réussi a démontrer de maniére significative I'impact de
I’étirement du poumon sur la clairance de S. aureus chez des souris avec pneumonie
soumise a 12 heures de VM (Dhanireddy, Altemeier et al. 2006). Notre modeéle est plus

pertinent d’'un point de vue clinique puisque grace a une VM préalable de 24 heures,
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non réalisable chez des rongeurs, nous nous rapprochons du scénario clinique de la
PAVM. De plus les TLRs des lapins sont décrits comme étant plus proches des TLRs
humains que ne peuvent I'étre ceux des rongeurs (Kajikawa, Frevert et al. 2005). Enfin,
des données cliniques montrent que les PAVM a SARM sont plus souvent associées a
une bactériémie que lorsque d’autres pathogenes sont impliqués (Luna, Videla et al.
1999, Magret, Lisboa et al. 2011). Cette observation souligne la pertinence de notre
modele dans la mesure ou la bactériémie est fréquente chez nos animaux.

S. aureus cause significativement plus de lésions chez les animaux soumis a la VM que
chez les animaux SB. Cependant, méme si cette différence est évidente dans les
premieres heures de la pneumonie, la sévérité des lésions sur le poumon est
sensiblement la méme dans les deux groupes a la 24°™ heure, suggérant que
I’étirement du poumon a accéléré I'expansion des lésions et surtout l'infiltration par
les PNNs. Ce phénomene a déja été décrit dans d’autres modeéles animaux de VILI, qui
montrent que plus les parametres ventilatoires sont défavorables plus les

caractéristiques du VILI deviennent évidentes t6t (Valenza, Guglielmi et al. 2003).

Notre modele montre donc en premier lieu que la pneumonie a SARM est plus sévere
dans le contexte d’une ventilation mécanique et ceci malgré la mise en place rapide
d’une antibiothérapie efficace. La question était alors de savoir si une thérapie par les
statines pouvait potentialiser I'effet de I'antibiothérapie et parvenir a controler la

bactériémie et l'inflammation excessive, caractéristiques des PAVM bactériennes. Il
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s’est avéré que la thérapie préalable par les statines suivi d’une antibiothérapie par le
linézolide n’a pas permis, chez les animaux ventilés, d’empécher la translocation
systémique des bactéries, certainement en raison du trop grand nombre et de la
sévérité des lésions du tissu pulmonaire. Cependant les statines ont permis de limiter
I'inflammation dans les compartiments pulmonaire et systémique, ce qui aurait pu
améliorer le devenir de I’h6te. Mais, il est également envisageable dans notre modele,
que cet effet anti-inflammatoire des statines limite I'efficacité des défenses de I'hote,
favorisant le non controle de la croissance bactérienne, ce d’autant que I'efficacité du
LNZ repose essentiellement sur l'inhibition de la croissance bactérienne, sans effet

bactéricide propre de la molécule.

Nos résultats sont en lien direct avec la pratique clinique puisqu’il est souvent rapporté
que les pneumonies bactériennes sont plus séveéres chez les patients soumis a la VM
que chez ceux qui respirent spontanément. De nombreuses études cliniques et
expérimentales suggerent que la VM a de nombreux effets déléteres. La VM géneére
notamment des volotraumatismes et de I'atélectasie, en imposant des cycles répétitifs
d’ouverture/fermeture des alvéoles, conduisant alors au développement du VILI
(Slutsky and Ranieri 2013). Les résultats d’études expérimentales suggérent que des
stratégies ventilatoires visant a limiter le volotrauma et |'atelectrauma pourrait
améliorer la clairance bactérienne et limiter ainsi la translocation du poumon au
compartiment systémique mais également réduire I'inflammation (Charles, Martin et al.
2004, Ladoire, Pauchard et al. 2013).

Notre étude montre que la VM méme peu agressive, diminue la clairance bactérienne
et favorise la translocation extra-pulmonaire des bactéries comme nous I'avons déja
montré dans un modele de pneumonie a Gram-négatif (Charles, Piroth et al. 2002). En
revanche dans notre modeéle, ces caractéristiques ne sont pas associées a une
augmentation des lésions sur le poumon malgré l'utilisation d’un score spécifique
adapté a l'évaluation du VILI (Broccard, Shapiro et al. 2000). Cependant une

inflammation excessive est mesurée dans les deux compartiments (pulmonaire et
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systémique), résultant probablement du biotraumatisme imposé par la VM et
expliquant alors les différences observées entre les SB et les VM. Pour plus de
pertinence il fallait confirmer ces résultats en mettant en place cette fois un traitement
antibiotique de la PAVM.

Nous avons choisi le linezolide compte tenu de son efficacité chez les patients souffrant
de pneumonie a SARM incluant les PAVM (Wunderink, Niederman et al. 2012).
L'efficacité de cet antibiotique s’est révélée réelle chez les animaux SB mais le résultat
était plus mitigé chez les animaux ventilés chez lesquels son efficacité s’est limitée au
compartiment pulmonaire. Il est possible que des breches invisibles sur la membrane
alvéolo-capillaire permettent la translocation bactérienne extra-pulmonaire, méme si
nos données histologiques ne traduisaient pas cette réalité.

Des études expérimentales ont montré que le LNZ comparé a la vancomycine est
capable de réduire I'inflammation pulmonaire chez des souris en respiration spontanée
souffrant de PAVM a SARM, et en particulier les concentrations en MIP-2, I'équivalent
murin de I'IL-8, limitant ainsi le recrutement des PNN et donc les dommages associés
sur le poumon (Jacqueline, Roquilly et al. 2013). Dans notre modele la libération de I'IL-
8 est diminuée par le LNZ chez les SB et le VM. Cependant certains résultats issus
d’autres études s’opposent a nos données (Akinnusi, Hattemer et al. 2011). Nos
résultats sont a prendre avec précaution car, malgré un effet anti-inflammatoire
significatif du LNZ dans notre modele entre les animaux SB et VM, les concentrations en
IL-8 restent tres élevées dans le groupe VM. Ces fortes concentrations en IL-8
retrouvées chez les animaux ventilés pourraient expliquer d’hypothétiques Iésions
pulmonaires non visibles en microscopie optique. En effet, I'IL-8 libérée en quantité
massive, attirerait par chemoattraction au site de l'inflamation les neutrophiles qui
participeraient alors a la destruction du tissu pulmonaire. La diffusion systémique des
SARM serait alors facilitée, et ceci en dépit d’'une antibiothérapie.

Le sang de lapins ventilés a montré ex vivo, une sur-réaction en réponse a la stimulation
par HKSA. Les productions d’IL-8 et TNF-a ont augmenté. Le prétraitement aux statines

a uniquement permis de diminuer |'effet pro-inflammatoire de la VM en termes de TNF-
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a tandis que les concentrations en IL-8 restent hautes que le sang ait été traité ou non.
Une étude in vitro récente corrobore nos résultats. Elle montre que des macrophages
alvéolaires incubés avec de la simvastatine libérent de faibles quantités de médiateurs
inflammatoires incluant I'lL-8 et le TNF-a, en réponse a une stimulation par I'acide
lipoteichoique, un agoniste de TLR2 (Wu, Luo et al. 2014). De plus, il faut noter que dans
notre modeéle, la thérapie par les statines aggraverait les |ésions induites sur le poumon
des animaux infectés ventilés et ceci méme si les concentrations en TNF-a sont
diminuées. Ceci met en évidence le besoin d’une antibiothérapie efficace en
combinaison avec n’‘importe quelle stratégie anti-inflammatoire, comme déja illustré
dans les travaux de I'équipe de Bergeron, dans un modéle murin de pneumonie a S.
pneumoniae (Bergeron, Ouellet et al. 1998). De plus, les recherches de Siempos vont
dans notre sens, puisqu’il montre dans un modeéle de poumon de lapin isolé-perfusé
que les statines en pré-traitement sont capables de limiter les |ésions pulmonaires.
Cependant, cet effet protecteur des statines n’est retrouvé que dans le groupe des
animaux soumis a une ventilation mécanique aggressive c’est-a-dire induisant un
étirement important des cellules pulmonaires. Cette etude n’a en revanche retrouvé
aucun effet des statines lorsque I'étirement est induit par une VM identique a celle que
nous utilisons (Siempos, Maniatis et al. 2010). Nous pouvons supposer que I'effet anti-
inflammatoire de [’atorvastatine chez les lapins ventilés sans antibiothérapie
compromet les défenses antibactériennes, favorisant alors les lésions sur le tissu
pulmonaire infecté, au lieu de le protéger contre le VILI. Un antibiotique approprié
pourrait donc étre nécessaire pour qu’un effet bénéfique d’une thérapie par les statines
soit obtenu chez les patients.

Cependant, I'effet anti-inflammatoire systémique des statines dans notre modeéle de
PAVM a SARM traitée par LNZ pourrait étre délétére comme le montrent nos résultats
microbiologiques sur les cultures de rates positives retrouvées en plus grande
proportion chez les animaux ventilés. En effet la bactériémie est considérée comme un
facteur prédictif indépendant du risque de décés chez les patients souffrant de PAVM,

et notamment a SARM (Magret, Lisboa et al. 2011).
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Les statines exercent des effets variés sur la réponse inflammatoire, mais les
mécanismes par lesquels elles agissent restent flous. Des données issues de travaux in
vitro, suggerent que les statines interferent avec la voie des TLRs, modulant ainsi la
réponse aux produits bactériens. Cependant, en fonction du modéle expérimental,
I'effet des statines peut étre pro-ou anti-inflammatoire (Matsumoto, Einhaus et al.
2004, Niessner, Steiner et al. 2006). De plus, divers mécanismes ont déja été décrits. Par
exemple, les statines pourraient se comporter comme un agent anti-inflammatoire via
la phosphorylation de Akt, conduisant alors a la régulation négative de la voie MyD88
alternative en aval de TLR ou directement en régulant négativement les TLR (Patel and
Corbett 2004, Wang, Zhang et al. 2011). Dans notre étude ex vivo, le pré-traitement du
sang total de lapins ventilés sur-réagit a une stimulation par HKSA pour ce qui est de la
production de I'lIL-8. Ces résultats illustrent combien I'impact des statines sur la réponse
inflammatoire est équivoque, ce qui pourrait expliquer pourquoi elles peuvent étre
bénéfiques, neutres voire déléteres selon le modeéle utilisé ou la situation clinique.

Nous avons trouvé que |'atorvastatine induisait des variations d’expression du transcrit
tlr2 dans notre modele, ce qui était susceptible d’expliquer I'impact de ce traitement
sur la réponse inflammatoire de I'hote. En effet, la régulation négative de t/Ir2 dans le
compartiment pulmonaire pourrait expliquer |'effet anti-inflammatoire d’une exposition
aux statines avant l'installation de la pneumonie a SARM. Ces données sont cohérentes
avec de précédents résultats obtenus par notre équipe et d’autres montrant que la
régulation positive de t/Ir2 dans les poumons des animaux soumis a la VM pourrait
expliquer sa sur-réaction a des agonistes dont les composants de la paroi cellulaire de
S.aureus (Vaneker, Joosten et al. 2008, Charles, Tissieres et al. 2011). Les statines
seraient donc potentiellement protectrices au cours des PAVM, leur effet anti-
inflammatoire s’exercant via la régulation négative de TLR2, s’opposant ainsi a |'effet de
I’étirement cyclique des voies aériennes sur I'expression de ce récepteur. Elles sont en
outre d’administration plus simple et moins colteuse qu’un anticorps monoclonal anti-
TLR2. Néanmoins, leur effet dans notre modele mériterait d’étre généralisé a d’autres

modeles. Il faut en effet insister sur le fait que le seul essai clinique randomisé contrélé
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disponible s’est révélé négatif (Papazian, Roch et al. 2013). On peut néanmoins imaginer
gu’une exposition préalable aux statines est nécessaire, d’ou I’éventuel intérét préventif
d’un traitement qui pourrait étre instauré dés que la ventilation se prolonge au-dela de

48 heures (Bruyere, Pauchard et al. 2013).

De nombreuses limites dans notre étude doivent étre mentionnées. Tout d’abord, la
VM sans PEEP que nous utilisons peut étre considérée comme cliniquement non
pertinente, puisque ceci induit la répétition cyclique d’ouverture/fermeture des
alvéoles. Des études cliniques montrent que dans le SDRA, des zones pauvrement
aérées du poumon coexistent avec des zones fortement étirées méme si un volume
courant faible est appliqué (Terragni, Rosboch et al. 2007). Nous pouvons prudemment
supposer que ces parties du poumon puissent réagir comme décrit dans la présente
étude si le patient sous VM entre en contact avec S.aureus. Il faut noter également que
notre évaluation de I'expression de TLR2 se limite a celle de son transcrit. Nous ne
pouvons donc tirer aucune conclusion ferme puisque nous ne disposons pas des
données concernant I'expression de la protéine correspondante. Enfin, en raison de nos
petits effectifs dans chaque groupe, et de la petite taille de nos échantillons, notre
étude manque de puissance et nos résultats doivent donc étre pris avec beaucoup de

précaution.

Le VILI et le SDRA sont caractérisés par une importante inflammation pulmonaire
(Pugin, Verghese et al. 1999, Ware and Matthay 2000). Il est maintenant clairement
établit que la ventilation mécanique peut induire une inflammation dans les voies

respiratoires en synergie avec un processus lésionnel pré-existant, infectieux par
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exemple. Les patients souffrant de SDRA et recevant une VM protectrice, présentent
des niveaux d’inflammation pulmonaire et systémique plus faible avec en particulier
moins de neutrophiles alvéolaires et des niveaux plus bas en cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a et IL-1B), que lorsque la VM est « agressive » (VT élevé et niveau
de PEEP insuffisant) (Ranieri, Suter et al. 1999).
L'IL-1B peut étre sécrétée en réponse a divers stimuli, incluant le LPS, par les
macrophages et les cellules épithéliales alvéolaires (Pugin, Ricou et al. 1996, Pugin,
Verghese et al. 1999, Ware and Matthay 2000). La production d’IL-1B bioactive
requiert :

- I'activation de I'expression du géne codant pour la pro-IL-18,

- le clivage post-translationnel de la pro-IL-18 en IL-1B mature, étape

dépendante de I'activation de la caspase-1 qui fait partie de I'inflammasome
NALP3 (Gross, Thomas et al. 2011).

Il a récemment été démontré que les alarmines libérées par les cellules |ésées ou
nécrotiques pouvaient déclencher la production d’IL-1B et étre responsables d’une
inflammation dite aseptique. Nos résultats confirment que |'étirement cyclique des
monocytes humains dérivés de macrophages induisait la production et la libération d’IL-
1B, et qu’il avait une action synergique avec un co-traitement au LPS. Dans les
macrophages non étirés, I'lL-1B n’est sécrétée que lorsqu’ils sont incubés avec a la fois
un agoniste de TLR9 et I'ATP, deux étapes essentielles a la production d’une IL-1B
mature. Nous pouvons donc supposer que |I'étirement cyclique induit la libération par
les cellules pulmonaires d’ADN mitochondrial (agonsite de TLR9) et d’ATP, ce qui
conduit alors a la production d’IL-1B par les macrophages, et joue un réle important de
signal pro-inflammatoire local dans le poumon soumis a la VM.
Le blocage du TLR9 par 'ODN TTAGGG, qui abolit la production d’IL-8 par les cellules
étirées, suggere une activation paracrine et autocrine des cellules par les alarmines
cytoplasmiques. Il semblerait donc que les alarmines endogénes libérées dans les voies

respiratoires pendant la VM puissent étre responsables de la production locale d’IL-1
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et d’IL-8, et participeraient alors a I'inflammation alvéolaire observée pendant le VILI et
le SDRA.

Il apparalt également qu'une VM aggressive induise une libération d’ADN
mitochondriaux et de I’ATP dans les voies aériennes des lapins mais également de ’ADN
mitochondrial dans les LBA des patients atteints de SDRA. Toutes ces données sont en
faveur d’'un modeéle de libération d’alarmines dans les voies aériennes par les cellules
pulmonaires |ésées par |'étirement mécanique, participant a I'inflammation alvéolaires
dans le VILI et le SDRA. Des travaux récents traitent du role de I'inflammasome NALP3
dans la pathogénése du VILI. Les genes de I'inflammasome NALP3 sont sur-exprimés
chez les patients ventilés mais également chez des souris ventilées a haut volume
courant, avec une augmentation de l'activation de la caspase-1, et une augmentation
des niveaux d’acide urique, un agoniste de NALP3 (Kuipers, Aslami et al. 2012). De plus,
des études montrent que des souris déficientes pour NALP3 présentent moins de signes
de VILI lorsqu’elles sont ventilées de fagon agressive, et qu’ un antagonsite du récepteur
a I'lL-1 protegerait partiellement les souris du VILI, corroborant alors des données
précedemment publiées (Frank, Pittet et al. 2008, Kuipers, Aslami et al. 2012). L'ATP
libérée dans les voies respiratoires pendant le VILI (Rich, Douillet et al. 2003) peut aussi
étre un agoniste de NALP3. Wu et al. ont récemment rapporté que la VM chez des
souris et |'étirement cyclique in vitro de macrophages alvéolaires, induisaient
I’'assemblage de NALP3 et activaient la caspase-1, conduisant alors a la production et la
secrétion d’IL-1B bioactive (Wu, Yan et al. 2013). L'activation de la caspase-1 est
dépendante de la production d’espéces réactives a I'‘oxygene (ROS) par les
mitochondries, mais le possible role de I'ATP extracellulaire comme déclencheur de
I'activation de I'inflammasome n’a pas encore été testé.

Le recrutement des PNNs au poumon et les dommages tissulaires induits par les
neutrophiles ont été proposés comme des facteurs clés de la pathogénése du VILI et du
SDRA (Kawano, Mori et al. 1987, Abraham 2003). Il a longtemps été admis que le
principal chemoattractant des neutrophiles était I'IL-8. Mais récemment il a été montré

dans un modele murin de lésion thermique hépatique aseptique, que le fMLP
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mitochondrial sécrété par les cellules Iésées, était le facteur chemoattractant essentiel
attirant les neutrophiles au site de lésion nécrotique, plus encore que que les
chemokines CXC (comme IL-8) (McDonald, Pittman et al. 2010). Dans les expériences
décrites dans cet article, I'activité chemoattractante sur les neutrophiles présente dans
les surnageants des cellules pulmonaires étirées pourrait étre totalement inhibée par un
anticorps anti-FPR1 (récepteur du fMLP) et dans une moindre mesure, par un anticorps
anti-récepteur a I'lIL-8. Ceci indique que le facteur chemoattractant principal sécrété par
les cellules lésées par le stress mécanique est le fMLP mitochondrial et non I'IL-8, ce qui
remet quelque peu en cause les données établies jusqu’a présent et ouvre des

perspectives diagnostiques et thérapeutiques intéressantes.
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Malgré les nombreux progres réalisés dans le domaine de la ventilation mécanique, les
mécanismes moléculaires par lesquels I'étirement cyclique, en interaction ou non avec
des produits bactériens, génére une augmentation de l'inflammation pulmonaire et
systémique ne sont pas complétement clairs.

L’étirement mécanique induit I'expression d’une variété de facteurs et active donc
diverses voies de signalisation intracellulaire, constituant chacune une piste d’étude
pour la compréhension des mécanismes sous-jacents. En effet, I'élucidation des
événements moléculaires engagés dans la signalisation cellulaire permettrait
d’approfondir nos connaissances conceptuelles dans ce domaine et procurerait des
informations exploitables en recherche translationnelle pour générer des applications

cliniques a visée préventive ou thérapeutique.

Ces résultats suggerent que la position en décubitus ventral, dans un modéle de PAVM
unilatéral, pourrait non seulement améliorer la mécanique pulmonaire et I'oxygénation
du sang, mais améliorerait également les défenses antibactériennes et diminuerait
I'inflammation tout en protégeant le poumon contro-latéral. Une autre étude, dans un
modele animal de PAVM a SARM, montre qu’un étirement modéré par la VM
empécherait la bonne clairance bactérienne des poumons, accélererait les |ésions
tissulaires et favoriserait la réponse inflammatoire systémique. La sur-expression de
TLR2 a la fois dans le compartiment pulmonaire et systémique pourrait jouer un role
mais d’autres facteurs pouvant aggraver cette inflammation doivent étre envisagés.
Dans un contexte de pneumoie a SARM chez le lapin, nos résultats montrent qu’une
pré-exposition aux statines avant le développement de la pneumonie génere un effet

anti-inflammatoire dans le poumon et le compartiment systémique des lapins traités au

linézolide. Cet effet est plus pertinent et d’un intérét majeur dans le contexte d’une
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PAVM, et semble étre en partie medié par la régulation négative de |'expression du
gene tiIr2. 1l n’est toujours pas tres clair si cet impact est bénéfique pour I’héte. Méme si
le linézolide améliore la clairance bactérienne pulmonaire, la diminution de la réponse
inflammatoire systémique de I’hGte par les statines pourrait empécher de lutter contre
les SARM dans ce compartiment, conduisant alors au développement d’une
bactériémie.

Il pourrait étre intéressant d'examiner si les modifications dans la réponse
inflammatoire et la clairance bactérienne observées avec le décubitus ventral sont
associées a des modifications de I'expression des TLRs, notamment TLR4 dans notre
modele de pneumonie a bacille a Gram-négatif, et si dans notre modele il existe une
différence entre le poumon |ésé et le poumon controlatéral. Il pourrait également étre
intéressant de reproduire ces expériences en faisant varier le germe. Il pourrait
également étre intéressant dans ce modele d’évaluer la production d’alarmines et de
déterminer si celle-ci varie selon la position de ventilation(DV ou DD). De par leur
pouvoir anti-inflammatoire sur le poumon et le compartiment systémique, les statines
pourraient étre intéressantes a tester dans ce modéle de pneumonie en association
avec un traitement antibiotique adapté. En effet il existe peut-étre une synergie
d’action entre ces statines et le DV qui permettrait, en plus de I'antibiothérapie, de
diminuer I'inflammation sans entraver la clairance bactérienne pulmonaire.

L'impact des alarmines mitochondriales dans la genése de I'inflammation stérile a été
démontré. |l serait intéressant de tester, dans notre modeéle d’infection bactérienne et
de ventilation mécanique, si ce modeéle est transposable. En effet, il existe de forts liens
de parenté entre les mitochondries et les bactéries, possédant toutes deux I’ADN CpG
reconnu par TLR9. Il existerait peut-étre alors un lien étroit entre les mitochondries et
I'inflammasome au cours du sepsis. Il serait alors judicieux d’évaluer dans quelle mesure
la VM est capable d’induire la libération d’alarmines mitochondriales dans les poumons
de lapins infectés traités ou non par antibiotiques. Des expériences comparant des
lapins sains et infectés pourraient permettre de rendre compte d’une éventuelle

synergie entre VM et infection dans la libération des ces alarmines.
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Enfin, dans nos différents modeles in vivo, il serait intéressant de tester 'effet de
traitement anti-alarmines, comme la ciclosporine A, afin de tenter de réduire I'effet
néfaste des alarmines mitocondriales. Ceci permettrait alors de moduler la réponse

immunitaire, mais sous couvert d’une antibiothérapie efficace.
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longtemps a mon équilibre. Tu es un exemple pour moi Karine de super woman: super

maman et super working-girl.

Pépé....c'est bon cette fois tu peux étre rassuré je passe ma theése. Je l'ai enfin
terminée!!! Merci a toi et Eliane pour votre soutien et votre amour depuis que je suis enfant.
J'espere vous combler de bonheur comme vous le faites pour moi. On fera la chouille pour

féter call



Maman, Papa, vous dire merci est évident mais ne sera jamais suffisant. Votre foi
indéfectible en moi quoi que je fasse m'a toujours portée et poussée a aller plus loin. Vous
avez mis en moi beaucoup de persévérance et d'endurance qui me permettent aujourd'hui
d'arriver la oU je voulais aller, méme si le chemin a été parfois chaotique. Votre amour
inconditionnel et votre soutien ont fait de moi ce que je suis aujourd'hui et j'espere
simplement que vous étes fiers de moi, c'est le seul moyen que j'ai de vous remercier de
tout ce que vous faites pour moi.

A mon "petit" frere, Mimi ou Marmouzet, qui méme TRES LOIN a toujours su me
motiver et étre la pour moi. Tu es un exemple. J'admire ton courage d'étre parti si loin vivre
ton réve et I'acharnement que tu mets dans ton travail pour continuer de vivre ce réve. Je

serai toujours |la pour toi moi aussi. Je te souhaite d'étre encore plus heureux. Continue de

Enfin, un dernier mot pour toi Nicolas. Depuis que l'on est ensemble on forme une
sorte de ménage a trois: toi, moi et ma these. Je sais la part prépondérante qu'elle a
occupée dans ma vie et donc dans la tienne, en tout cas depuis deux ans. Moi je la vis avec
un affect tout particulier puisque je la vis de l'intérieur et toi tu vois les choses de bien plus
haut. Aussi c'est vrai, parfois, on a du mal a s'entendre sur ce point. Pourtant, méme si tu le
fais a ta maniere, un peu brutale et maladroite par moment, tu es derriere moi depuis tout
ce temps. Tu sais me remettre les pieds sur terre, me faire arréter de me plaindre et me faire
avancer mieux gque quiquonque. Tu as été un soutien hors pair pour moi dans cette
aventure. Tu es I'homme que je révais de rencontrer. Je te remercie de m'avoir supportée
dans mes plus mauvais jours, de m'apporter tant de réconfort et d'amour et de me pousser
toujours plus haut. Tu m'apportes une telle joie dans mon quotidien. Je n'ai jamais connu
autant de bonheur que depuis que je partage ma vie avec toi. Maintenant c'est bon,
YOUPIIII, on quitte la vie a trois avec ma thése...pour la reprendre autrement, mais toujours
a trois, dans quelques mois! Je suis si heureuse de vivre ¢a avec toi. Tu es I'amour de ma vie

et je t'aime de tout mon coeur.
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