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RESUME

Introduction: La dysfonction primaire du greffon (DPG) pulmonaire se caractérise par des
dommages alvéolaires et endothéliaux avec cedéme pulmonaire et hypoxémie. La DPG sévére
affecte ~30% des receveurs parmi lesquels le tiers vont en décéder. Des études animales
suggerent que les neutrophiles contribuent au processus via les piéges extracellulaires de
neutrophiles (neutrophil extracellular trap - NET). Les NET sont des filaments d’ADN ornés de
protéines inflammatoires pouvant mener a I’occlusion vasculaire. Notre objectif principal est de

corréler la NETose avec I’évolution clinique des receveurs.

Méthodes: Des renseignements cliniques et des préleévements veineux chez les donneurs et les
receveurs (n=36) ont été collectés pré-, intra- et post-greffe (0 a 72h). Les cytokines induisant la
NETose (interleukines [IL-6, CXCL8/IL-8], Protéine C Réactive [CRP]) et les marqueurs de
NET (my¢éloperoxidase [MPO], cell-free DNA [cfDNA] et complexes MPO-ADN) ont été
quantifiés par ELISA. Lorsque des biopsies de greffons pulmonaires étaient disponibles, la
présence de neutrophiles activés et de NET a été évaluée par histologie, immunohistochimie et

immunofluorescence.

Résultats: Les biopsies de greffons pulmonaires ont présenté des degrés variables d’occlusion
vasculaire avec des neutrophiles en NETose. Chez les receveurs pendant et apres la greffe, les
niveaux sanguins d’interleukines (IL-6, CXCLS8/IL-8) et les marqueurs de NET (MPO, cfDNA et
MPO-ADN) sont jusqu’a quatre fois plus élevés chez les receveurs avec DPG3 que chez les non-

DPG3 (p =0.041 2 0.001).

Conclusions: Des ¢lévations des NET sont associées a la DPG3. Ces biomarqueurs pourraient

étre mesurés pour cibler les receveurs a risque qui bénéficieraient de thérapies préventives.

Mots-clés: Transplantation pulmonaire, Dysfonction primaire du greffon, Neutrophil

extracellular traps, Neutrophiles, Inflammation, Ischémie-reperfusion.






ABSTRACT

Background: Primary graft dysfunction (PGD) is characterized by alveolar epithelial and
vascular endothelial damage and inflammation, lung edema and hypoxemia. Up to one-third of
recipients develop the most severe form of PGD (Grade 3; PGD3). Animal studies suggest that
neutrophils contribute to the inflammatory process through neutrophil extracellular traps (NETs)
release (NETosis). NETs are composed of DNA filaments decorated with granular proteins
contributing to vascular occlusion associated to PGD. The main objective was to correlate

NETosis with recipient PGD3 development in a prospective exploratory study.

Methods: Clinical data and blood samples were collected from donors and recipients pre-, intra-
and postoperatively (up to 72hrs). Inflammatory inducers of NETs’ release (interleukins [IL-6,
CXCLS8/IL-8] and C-reactive protein [CRP]) and components (myeloperoxidase [MPO], MPO-
DNA complexes, cell-free DNA [cfDNA]) were quantified by ELISA. When available, histology,
immunohistochemistry and immunofluorescence techniques were performed on lung biopsies
from donor graft collected during the surgery to evaluate the presence of activated neutrophils

and NETs.

Results: Lung biopsies from donor grafts collected during transplantation presented various
degrees of vascular occlusion including neutrophils undergoing NETosis. Also, in recipients
intra- and post-operatively, circulating inflammatory (IL-6, CXCLS8/IL-8) and NETosis
biomarkers (MPO-DNA, MPO, ¢fDNA) were up to 4-fold higher in PGD3 recipients compared
to non-PGD3 (p = 0.041 to 0.001).

Conclusion: Perioperative elevation of NETosis biomarkers is associated with PGD3 following
human lung transplantation. These biomarkers might serve to identify recipients at risk of PGD3

and initiate preventive therapies.

Keywords: Lung transplantation, Primary graft dysfunction, Neutrophil extracellular traps,

Neutrophils, Inflammation, Ischemia-reperfusion.






TABLE DES MATIERES

RESUME ..coucunuiuninnnssusssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 5
ABSTRACT ..uuieiiininnisnississississessssssssssssississsssssssssssssssssssssstsstossssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssns 7
TABLE DES MATIERES ....ccucoiiuimsimncsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssss 9
LISTE DES TABLEAUX ..cucoiininiininissicissessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsas 13
LISTE DES FIGURES.....cccoviiiiitintinuininissinsensessssssississississssssssssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssnses 14
LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS.......ccocevueetesteesessesnssnssssessessessessesssssessessesssssssessessens 15
REMERCIEMENTS....cuiiniiininnintnnninsisisississssssssssssissississtsssssssssssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssnses 21
CHAPITRE 1 : INTRODUCTION ...coievinrinsensunsunsnissessesessesssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssons 23
1.1 L@ POUIMON couueeicunericinnessnnncssnsncssssncssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssesssssesssssossnsssssnsssses 25

F N 110311 (OO OSSPSR URRRPRUPPRRRTN 25
HISTOLO@IC ...ttt ettt ettt ettt et e et e et eeabeenbeeesbeesaesnbeenseasnseenseens 27
PRYSIOIO@IC. ...ttt ettt ettt e et e et e et e e bt e e nbeebaeenbeenbeeenbeenneenn 29
Survol de certaines pneumopathies Chroniques ............ccccveerieriieiieniiieieee e 32

1.2 Transplantation PUlMONAITE ......ccovueeerveriessrenssencsssnicssnncssssncssssssssssesssssesssssessssssssssssssnsssses 36
Sélection du dONNEUr €t AU TECEVEUT ......cuiiiiriieiieieiiieteete sttt 36
Déroulement d’une greffe pulmonaire.............ceeevierieeiiiiniieiieeie e 39
Complications ChITUIZICAIES. .......cccviiriiiiiieiie ettt et eseae e 41
AULTES COMPLICATIONS ...vvieiiieiiieiie et eiee ettt ettt e et e ette et eseae e beesaaeenbeessseeseesnseenseennnes 43

1.3 Dysfonction primaire du @reffon ........cciienciciisniinsencsssnncssnicssnicsssnesssssessssessssnesssssoses 45
DIEEINTEION ...ttt ettt ettt b et et sbe et et e b 45
Incidence, mortalité et autres COMPIlICATIONS.......ccueeruieeiiieriieiieiie et 46
FaCteurs d@ TISQUE .....eeeiieiieeiie ettt ettt et ettt et e et e et e esbeeseeeneeenseeenseenseens 48

L 1SCheMIC-TEPEITUSION .....eeiiieiiieiie ettt ettt ettt ettt e e beenteeenaeebeeenseenseenn 50



Biomarqueurs ProNOSTIQUES .........ccueerieerieeriienieeieeneeeteesteeeteesseeeseesseessseesseesssessseesssesnseens 53

TTATEEIMENE ...ttt ettt sb et eb e bt et s bt e bt et e sbe e beeaee e 54

1.4 NeUtroPRIles....ccueiieviininiiininiiininicssnicssnnissssnsssssncssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssnsssses 57
La cinétique des neutrophiles dans 1€ SANG ..........ccceeveeiiieriiiiiiiiiiicieeceee e 57

La migration tissulaire des neutrophiles ............cccceeriieiiiiniiiiiieiie e 59

1.5 Piéges extracellulaires des neutrophiles (NET) .....ccooeeeeveicivricssnricssnnccssnncssnncssnnncssnsncnes 61
La synthese et la libération des NET ........cccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 62
Les NET dans ’inflammation vasculaire ............cccoecveeeiieriieiiienieeiieiee e 64
Les NET dans 1€ POUMON.........ccouiiiiieiieiie ettt ettt saee e eseeenneenee s 65
Les NET dans la transplantation d’organes SOIdes ..........ccceeierieriirieneeniniienieienieseeees 68
Dégradation des NET ........c.cooiiiiiiiiieiiee ettt ettt et e e aeenaee e eseesnseeneens 70

1.6 Objectifs de reCherche ........oiceeienveriinseiinssninssnninssnnensencsssncssssessssssssssnesssssesssssossssssssssssses 71
CHAPITRE 2 : ARTICLE uuiuitiiuiiinicinsensensnnssnssissississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsons 73
2.1 ADSEFACE . cuueeiuiiieiiieeesnecsuesssnnsssncsssecsansssansssassssesssnssssssssassssesssasssassssassssesssssssassssassssessansssassss 78
RESUIME ...cnneenneecnniiientininentenitentensneictesseesssesssnssssessssesssesssassssesssassssesssassssessssssssssssassssesssasssasess 79
2.2 INETOAUCTION «uueveeeeineesnecsurissaeisancssneesansssaesssnssssecssnssssssssessssesssnsssassssassssesssnssssssssassssessansssassss 80
2.3 Material and mMethods .......ueueenieininnnennennniecsinnininieensneciisaeiseessesseiscsseessseesssssscss 82
2.4 RESUILS cuueeureeeniiinniinennnicsuenssnensneessnecssnsssansssessssesssnssssssssessssesssssssassssassssessssssssssssassssesssssssassss 86
2.5 DiSCUSSION cuceeuuirreiiseessencsnnssanissncsssecssnsssansssnssssesssnssssssssessssesssssssassssassssessssssssssssassssssssssssassss 89
2.6 DEClarations .....ceceveeeiseecsenssnensecssnecsnnssnnssecsssecssnssssssssessssesssssssassssassssessssssssssssasssssssaasssassss 93
DIiSCLOSUTE SIATETMENL ...ttt ettt ettt et se e 93
AULROTS” CORIFIDULIONS ...ttt eaae e 93
ACKNOWICAZIMENLS ............oooieiei ettt 94
2.7 TaDIES & FIGUIES ..uuerireurrirsriiriniessnnicsssnicsssnessssnesssnessssnosssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssnss 95
2.8 RETCICICES coeuuerrurecsuensnecsunnssnncsunnsnncsanssnecssesssnssssesssassssesssassssesssassssesssnssssesssasssassssasssesssase 102

10



CHAPITRE 3 : DISCUSSION ....couiirinrennnsnensnnsnessessacssnsssessssssssssessasssassaesssssssssssssassssssassssssns 109

3.1 Résumé de nos principales 0bServations ........ccccceeeeveiccsnncssnnecssnnccssseessssnesssnessssnossssscses 111
3.2 L’occlusion vasculaire des greffons ........cceeccnvicnieiciseicssnicssnnccssseessssnesssnessssnossssscses 111
3.3 Les NET circulants et 1a DPG ........ucoeeniinniiinnenninnseensnensnecsnssssessessssecsssssssessssssssesssens 112
3.4 Nouveaux biomarqueurs potentiels de DPG.........ccccceevvurievvuriissricssnnisssnncssssrcssencsssencnes 115
3.5 LIMIEATIONS ceouerrreeisensseecsenssnecsnessnncssnssssscssesssnssssnsssassssesssassssssssassssssssassssessssssssasssasssesssase 116
CHAPITRE 4 : CONCLUSION ...uucoiiiiniisnicsensncssissesssecssssssssssssssssssssasssssssssssesssssssssassssssassss 119
4.1 PerSPECLIVES .ccccreeiisreresssrressnrcsssnicsssnicsssnsssssssssssesssssossssssssssssssssssssssesssssssssssesssssossnsssssnsssses 121
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.......cniuimminnssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 125

11






LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Complications chirurgicales de la greffe pulmonaire...........cccoecvevieniiiinieneniencenen. 42
Tableau 2. Définition de la dysfonction primaire du greffon (DPG). .......cccveevieiiiiniiiiiiiene 45
Tableau 3. Incidence et mortalité de la DPG. .......ccoooiiiiiiiiiiiniiiceeeeeeeceeee e 47
Tableau 4. Facteurs de risque cliniques de 1la DPG.........cccoooiiiiiiiiiiiiieieeeeceee e 48

ARTICLE

Table 1. Preoperative characteristics of donors and recipients ...........ceeevereiereeneeiienienenieneeneens 95

Table 2. Intra- and postoperative characteristics Of TECIPICNLS.....c..eeverierieriierierieeienieieeiesieeens 96



LISTE DES FIGURES

Figure 1.1. Structure du systéme respiratoire humain. ...........ccecceeeveeiieniiienieniieeeeeie e 25
Figure 1.2. Structure et fonction de 1’alveole. ........coeeviriiiiiiiiiiniiiieeeeee e 26
Figure 1.3. Les zones pulmonaires de West. ........c.oceiviiriiiiieiiinienienienieiceieeteseee e 31
Figure 1.4. L 2deme alVEOIAIre. .......ccueeiiriiiriiiiiiieiecieeeee ettt 52
Figure 1.5. Biomarqueurs associés a 1a DPGu..........cccoviiiiiiiiiiiiiniienieeceeee e 53
Figure 1.6. La diapédese du neutrophile. ..........cccoveviiiiiiiiiiiiiiiiinieeeeeee e 59
Figure 1.7. Neutrophil extracellular traps. ...............cccoccueiueecienieeiieiieeie et saee e 61
Figure 1.8. Les VOI€S A€ NETOSE. .....ccutiiiiiiiiiiiiiieieeie ettt sttt st 62

ARTICLE

Figure 1.
Figure 2.

Figure 3.

Figure 4.

Figure 5.

Neutrophil and NETs-mediated vessel occlusion in grafts prior to transplant............... 97
Neutrophil-platelet and NETs endothelium interactions in a lung graft prior to
transplant in a recipient who subsequently developed PGD3. ..........ccccoovvviiiiiininnnnnn. 98
Pre-, intra- and postoperative serum levels of NETosis (4, B, C) and inflammatory (D,
E, F) biomarkers in donors (n = 25) and recipients (N =36). ......ccccceerverrreenierreenneennnn. 99
Pre- and postoperative circulating neutrophils (4), lymphocytes (B) and platelets (C) in
TECIPIENLS (117 360). c.vieiiieiieeiie ettt ettt ettt et et e et e et e e bt essbeebeesabeenseessseenseesaseenne 100
Prediction of PGD3 onset based on early postoperative (3hrs) values of NETosis

biomarkers and inflammatory cytokines inducing NETOSIS. ......c.cccccerierienieniencnnnens 101



ALT
AMM
AMPc
ARDS
BAL
BOS
CD
CEC
cfDNA
CHUM
CitH3
CLAD
COVID-19
CR
CRCHUM
CRP
CXCL
DAPI
DDC
DDN
DNAse
dsDNA
DPG
ECMO
ELISA
ENaC
EVLP

Fioz

LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

Alanine aminotransferase

Aide médicale a mourir

Adénosine monophosphate cyclique

Syndrome de détresse respiratoire aigué

Lavage broncho-alvéolaire

Syndrome de bronchiolite oblitérante

Cluster de différenciation

Circulation extracorporelle

ADN libre

Centre Hospitalier de 1I’Université de Montréal
Histone citrullinée H3

Dysfonction chronique du greffon pulmonaire
Maladie a coronavirus 2019

Protéine réceptrice de complément

Centre de Recherche — Centre hospitalier de I’Université de Montréal
Protéine C réactive

Ligand du motif C-X-C
4',6-diamidino-2-phénylindole

Don d’organes apres un décés cardiocirculatoire
Don d’organes apres un décés neurologique
Désoxyribonucléase

ADN double-brin

Dysfonction primaire du greffon

Oxygénation par membrane extracorporelle
Technique d'immunoabsorption par enzyme li¢e
Canal sodique épithélial

Perfusion ex-vivo des poumons

Fraction inspirée en O>



FK Fibrose kystique

FPI Fibrose pulmonaire idiopathique

G-CSF Facteur de stimulation des colonies de granulocytes
GM-CSF Facteur de stimulation des colonies des granulocytes et des macrophages
HDN Neutrophile a haute densité

HPS Hématoxyline, Phloxine, Safran

HTAP Hypertension artérielle pulmonaire

ICAM-1 Molécule d’adhérence intercellulaire-1

IL Interleukine

1P Intrapéritonéal

IRI Lésion d’ischémie-reperfusion

I/R Ischémie-reperfusion

ISHLT International Society for Heart and Lung Transplantation
v Intraveineuse

LDN Neutrophile a faible densité

LFA-1 Antigéne | associ¢ a la fonction lymphocytaire
LPS Lipopolysaccharide

LTBg4 Leucotriéne By

LTx Transplantation pulmonaire

Mac-1 Antigéne macrophage-1

MHI Institut de cardiologie de Montréal

MPI Maladie pulmonaire interstitielle

MPO My¢éloperoxidase

MPOC Maladie pulmonaire obstructive chronique

NE Elastase neutrophilique

NET Piéges extracellulaires des neutrophiles

PAD4 Protéine arginine désiminase 4

PAI-1 Inhibiteur de I’activateur de plasminogene 1

Pacoo Pression partielle en CO»

Pao Pression partielle en O



PAP
PBS
PECAM-1
PEEP
PGD
PGE:
PMA
PSGL-1
pTLC
RAGE
ROC
ROS
SIRS
TF
TFPI
TLR
TNF
TRALI
VALI
VEMS
V/Q

Pression artérielle pulmonaire

Tampon phosphate salin

Molécule d’adhésion plaquette-cellule endothéliale 1
Pression expiratoire positive

Dysfonction primaire du greffon

Prostaglandine E;
Phorbol-12-myristate-13-acétate

Glycoprotéine de la P-sélectine ligand 1
Capacité pulmonaire totale prédite

Récepteur spécifique du produit final de glycosylation avancée
Receiver Operating Characteristic

Dérivé réactif de I’oxygene

Syndrome de réponse inflammatoire systémique
Facteur tissulaire

Inhibiteur de la voie du facteur tissulaire
Récepteur de type Toll

Facteur de nécrose tumorale

Syndrome respiratoire aigu post-transfusionnel
Lésion pulmonaire induite par la ventilation
Volume expiratoire maximal par seconde
Ventilation/perfusion

Facteur de von Willebrand

17






A mes parents,

Qui peuvent dire mission réussie






REMERCIEMENTS

Je souhaite remercier plusieurs acteurs significatifs qui ont, tous a leur maniére, contribué a mon
parcours académique et a ce travail. Pour la correction de ce mémoire, je tiens a remercier les Drs
Martin Pelletier et Nathalie Arbour. Je remercie 1’Université de Montréal, le Conseil de
recherches en sciences naturelles et en génie du Canada (CRSNG) et le Fonds de recherche du
Québec — Santé (FRQS) pour leurs supports financiers. Une pensée spéciale pour tous les
donneurs et leurs familles, aux équipes de transplantation, a Transplant Québec et a tous les

receveurs pour leur contribution a I’avancement des connaissances.

Je remercie ma famille, ma conjointe et mes amis qui, depuis plusieurs années, sont des piliers
a ma réussite scolaire. Pour votre accueil chaleureux, merci aux membres du laboratoire Sirois,
Dr Paul-Eduard Neagoe, Marie-Elaine Clavet-Lanthier, Benjamin Dumont, Elcha Charles et
Ariane Dasilva. Merci pour votre patience et votre soutien ayant permis mon apprentissage des
techniques de laboratoire. Par la pause-café quotidienne et la pizza succulente du vendredi, j’en
retire I’importance des « petits » moments pour le maintien d’une équipe unie et heureuse. Merci
a I’équipe de transplantation du CHUM et aux laboratoires des Drs Emmanuelle Brochiero et
Pasquale Ferraro pour mon introduction au merveilleux monde de la transplantation pulmonaire.
Vous avez entretenu ma curiosité et enrichi mes connaissances cliniques en dons d’organes,
chirurgie et soins intensifs. Un merci spécial a Caroline Landry, ma chére amie, qui a
significativement marqué mon parcours par son optimisme et ses rires contagieux, et ce méme

lors des nombreuses greffes aux petites heures du matin.

Je remercie mon codirecteur, Dr Nicolas Noiseux, qui a contribué¢ a mes succeés académiques
grace a son mentorat fort apprécié. Par votre dynamisme unique et votre humour sans pareil, il ne
fait aucun doute que votre passage a enjolivé mon parcours avec des rencontres toujours plus

agréables les unes apres les autres.

Finalement, je souhaite remercier mon directeur de recherche, Dr Martin Sirois. Dans le
projet, vous m’avez impliqué dans toutes les étapes sans exception. Votre générosité et votre
patience dans la rédaction scientifique ont été inestimables a mes prix et bourses. Par les

fameuses pratiques de présentations orales du dimanche matin, vous m’avez enseigné des valeurs



en or que j’intégrerai pour passer au prochain. A tous les niveaux, vous avez contribu¢ a ma
progression académique, scientifique et personnelle. C’est un sincére honneur et une chance

inouie de vous avoir cotoyé et, pour cela, je vous en serai éternellement reconnaissant.

22



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION






1.1 Le poumon

Le poumon est un organe essentiel a I’étre humain. Il est responsable d’incorporer 1’O2 dans le
sang et d’¢liminer le CO, de I’organisme. Pour y arriver, divers systemes doivent travailler
conjointement [1]. Le systéme nerveux régule la fréquence et le rythme respiratoire. Le systeme
musculo-squelettique et le diaphragme modifient le volume intrathoracique et permettent les
¢changes d’air entre 1’environnement et le poumon. Finalement, le systéme cardiovasculaire

dirige le sang dans le poumon et distribue ensuite le sang oxygéné a tous les tissus du corps.

Anatomie

Avant d’arriver au poumon, 1’air inspiré pénétre les voies respiratoires supérieures (Figure 1.1)
[1, 3]. L’air entre par I’oropharynx ou le nasopharynx, traverse le larynx et pénctre dans la
trachée. A ce niveau débutent les voies respiratoires inférieures et I’arbre trachéo-bronchique.
L’air emprunte la trachée et pénetre la bronche souche droite ou la bronche souche gauche au
niveau de la caréne. Ces deux bronches principales délimitent les poumons droit et gauche. Les
deux bronches souches se divisent en cinq bronches lobaires (trois bronches lobaires droites,
deux bronches lobaires gauches) puis en dix-huit & vingt bronches segmentaires (dix bronches
segmentaires droites, huit a dix bronches

segmentaires  gauches) qui  délimitent

Fosses nasales (sinus)

respectivement les lobes pulmonaires et les =5
segments broncho-pulmonaires. Les Pharynx p

. L. . Larynx —— e
bronches segmentaires se divisent de 20 a 25

. . . Trachée —f— -
fois et aboutissent finalement en bronchioles pox
E

Bronches
terminales. Ces bronchioles terminales sont

les plus étroites voies respiratoires

. . L. Bronchiole
conductrices qui ne participent pas aux
¢changes gazeux. Elles s’ouvrent ensuite en
Poumon
bronchioles respiratoires qui fournissent
chacune 2 a 11 canaux alvéolaires. Ces -
Viscérale
canaux alvéolaires donnent 5 a 6 sacs Plevre

Pariétale
Diaphragme

alvéolaires, chacun ¢étant composé de . ) o .
? p Figure 1.1. Structure du systéme respiratoire humain.

nombreux amas d’alvéoles. Ces alvéoles Figure adaptce de [2].
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constituent I’unité structurelle fondamentale a I’appareil respiratoire (Figure 1.2). A ce niveau,
I’air entre en contact avec les parois de 1’alvéole et les capillaires alvéolaires se chargent en O> et
se déchargent en COs. Les alvéoles ont des surfaces extensives et des parois trés minces, deux
caractéristiques clés pour faciliter les échanges gazeux. Le nombre d’alvéoles augmente dans
I’enfance et se stabilise a environ 300 millions a 1’age de 8 ans, ce qui fournit une surface
d’échange comparable a un terrain de tennis. Par ailleurs, il est estimé que 87% du volume

pulmonaire est alvéolaire [4].

Le sang arrive au poumon en provenance du ventricule droit par une artére pulmonaire et

Fibre réticulée

Flbfe élastique

N
Sac alvéolaire

Cellule alvéolaire
de type Il (septale)

Membrane
respiratoire
Globule rouge
Cellule
alvéolaire
de type | Endothélium capillaire
Macrophage Membrane basale
alvéolaire caplllaire
Membrane basale
épithéliale
Globule rouge Cellule alvéolaire
dans un capillaire de type |
pulmonaire Espace interstitiel

Liquide alvéolaire contenant le surfactant

Figure 1.2. Structure et fonction de I’alvéole.

Les cellules alvéolaires de type II occupent 5% de la surface alvéolaire et modulent le transport liquidien et la
sécrétion de surfactant 5, 6]. Les cellules alvéolaires de type I occupent 95% de la surface alvéolaire et participent
aussi au transport des fluides. Les plus nombreux leucocytes retrouvés dans 1’alvéole sont les macrophages
résidents, mais on trouve aussi des mastocytes, lymphocytes et cellules dendritiques [6-8]. Les capillaires
pulmonaires ont un diamétre approximatif de 6 um et sont formés de cellules endothéliales unies par des jonctions
adhérentes et serrées. Ensemble, les diverses composantes alvéolaires forment une paroi trés mince (0.4-0.5 um)
qui permet la diffusion des gaz [5, 6]. Pour oxygéner le sang, 1’02 doit diffuser a travers la barriére alvéolo-
capillaire. Au contraire, le COz doit traverser la barriére capilloalvéolaire pour étre ¢liminé de I’organisme. Figure
reproduite de [9].
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quitte le poumon par deux veines pulmonaires pour se jeter dans l’oreillette gauche [1, 3].
Comme pour 1’arbre bronchique, chaque lobe comprend une artére lobaire qui se divise ensuite
en artéres segmentaires puis en multiples artéres sous-segmentaires et artérioles. Ce réseau
artériel aboutit au vaste réseau de capillaires imbriqués dans les parois alvéolaires ou ont lieu les
échanges gazeux. Ensuite, les veinules puis les veines s’unissent entre elles pour former des
veines de plus en plus grosses qui cheminent indépendamment des bronches et artéres. Par
ailleurs, outre ce réseau vasculaire propre au parenchyme pulmonaire, il existe un réseau
vasculaire systémique en provenance de 1’aorte qui irrigue les bronches et les plévres avec du
sang riche en O>. Les veines propres a ce réseau bronchique rejoignent alors les veines
pulmonaires ou le réseau azygos. Au niveau lymphatique, le poumon a un réseau trés développé.
Les plexus lymphatiques superficiels et profonds drainent la lymphe dans les nceuds trachéo-
bronchiques supérieurs et inférieurs puis dans les troncs broncho-médiastinaux. Finalement, des
efférences sympathiques et parasympathiques (nerf cranien X) régulent les tonus bronchiques et
vasculaires en plus de réguler les sécrétions. Des fibres afférentes communiquent aussi les stimuli

irritants ou nocifs en plus de transmettre 1’information des barorécepteurs et chimiorécepteurs.

Histologie
La bronche est composée de trois couches : la muqueuse, la sous-muqueuse et le cartilage [6]. La
mugqueuse est composée d’un épithélium pseudo-stratifié et du chorion. Les cellules ciliées sont
les principales composantes de 1’épithélium pseudo-stratifié et elles ont 200 a 250 cils en plus de
microvillis [10, 11]. Leur réle est de contribuer au mouvement vertical des sécrétions, de
participer au transport transépithélial des fluides et des électrolytes et d’assurer une barriere
physique imperméable [11, 12]. Les cellules a gobelets forment environ 25% des épithéliocytes
des voies respiratoires proximales et sécrétent du mucus [10, 13]. Les cellules basales sont de
rares cellules triangulaires présentes dans 1’épithélium qui permettent de régénérer la couche
épithéliale, lorsqu’endommagée [14, 15]. Les cellules neuroendocrines constituent moins de 1%
des épithéliocytes chez I’adulte et sécretent divers peptides (bombésine, endothéline, calcitonine,
et autres) sur la face basale pour obtenir des effets locaux [16, 17]. Finalement, des macrophages,
mastocytes, dendrocytes, cellules de Langerhans et lymphocytes se retrouvent dans I’épithélium
bronchique [18-21]. Le chorion comprend la membrane basale, un riche réseau capillaire, des
fibres nerveuses et des fibres de réticuline et d’¢lastine. Pour sa part, la sous-muqueuse comprend

de nombreuses glandes, des fibres musculaires, du cartilage, des amas lymphocytaires et d’autres
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tissus conjonctifs. Les glandes comprises sont majoritairement présentes dans les voies
proximales et, avec l’aide de cellules myoépithéliales, déversent leur contenu (lysosyme,
lactoferrine, transferrine, inhibiteur de protéase, et autres) dans la lumiére bronchique par des
canaux collecteurs [22, 23]. Au fur et & mesure que les bronches diminuent en taille, la paroi
bronchique change. Le cartilage et les glandes sous-muqueuses disparaissent [23]. Les fibres
musculaires migrent entre la muqueuse et la sous-muqueuse pour former la muscularis mucosae
[24]. De méme pour 1’épithélium, les cellules basales, les cellules a gobelets et les cellules de

Langerhans deviennent quasi inexistantes [14, 15, 21, 25].

Les bronchioles sont définies par I’absence de cartilage [6]. Nous distinguons les bronchioles
membraneuses des bronchioles respiratoires, car ces derni€res participent aux échanges gazeux.
L’¢épithélium bronchiolaire membraneux comprend les cellules ciliées auxquelles s’ajoutent les
cellules club. Ce sont des cellules cuboides qui sécretent des protéines avec diverses fonctions
régulatrices [26-28] et qui agissent a titre de cellules progénitrices [29]. Au niveau des
bronchioles respiratoires, nous observons une disparition graduelle du chorion et de I’¢pithélium
bronchiolaire [30]. Les fibres musculaires et les fibres d’¢lastine deviennent discontinues, mais

recouvrent tout de méme les canaux alvéolaires puis les alvéoles [30].

Dans les alvéoles, les pneumocytes de type I occupent 95% de la surface alvéolaire (Figure
1.2) [5, 6]. Ces cellules sont trés minces et étalées (50 um de longueur x 0,3 um d’épaisseur), ce
qui favorise les échanges gazeux. Les pneumocytes de type II, pour leur part, occupent 5% de la
surface résiduelle. Elles ont des roles divers: sécrétion du surfactant, différenciation en
pneumocytes de type I, sécrétion de molécules pour la défense innée (ex.: a-antitrypsine,
fibronectine) et régulation de I’inflammation [31, 32]. Les deux types de pneumocytes régulent le
transport des fluides et participent a la clairance de 1’cedéme alvéolaire, si présent. Pour y arriver,
ces cellules modulent leur expression d’aquaporines et de certains canaux ioniques a Na*, K et
CI' [33]. Certaines zones alvéolaires plus épaisses comportent des espaces interstitiels avec
collagene, élastine et myofibroblastes. Ces cellules participent a la régulation locale du ratio
ventilation/perfusion (V/Q), a la régulation des fluides interstitiels et a la production de tissus
conjonctifs [34, 35]. Des macrophages résidents sont situés dans D’interstitium et la lumiére
alvéolaire [6]. Nonobstant les cellules épithéliales, les macrophages sont les principales cellules

dans le parenchyme pulmonaire. Ils composent 95% des cellules identifiées dans un lavage
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broncho-alvéolaire (BAL) sain [8]. Des mastocytes, lymphocytes et cellules dendritiques sont
aussi trouvés dans Dinterstitium alvéolaire [7, 8]. Finalement, les capillaires pulmonaires ont un
diametre luminal moyen de 6 pm et une longueur moyenne qui varie entre 250 et 820 um [36].
Les endothéliocytes adjacents sont unis entre eux grace a des jonctions adhérentes et serrées [37,

38].

Physiologie
Le réle principal du poumon est d’oxygéner le sang et de décharger le CO, pour maintenir la
viabilité des cellules [1]. Pour y arriver, I’organisme ajuste I’entrée et la sortie d’air en contrdlant
les paramétres ventilatoires. Lors d’une inspiration normale, ’homme moyen respire 500 mL et
la femme moyenne respire 400 mL. Ces volumes respectifs correspondent au volume courant. Au
repos, I’humain respire a une fréquence d’environ 12 a 16 respirations/minutes, ce qui fournit un
débit ventilatoire de 6 a 8 L/min. Les quantités d’air inspirées ne participent que partiellement
aux échanges gazeux puisqu’il existe des espaces morts. Ces espaces morts correspondent a des
régions ou est entreposé 1’air sans participer aux échanges gazeux. Nous distinguons 1’espace
mort anatomique, qui correspond a 1’air contenu dans le larynx, la trachée, les bronches et
certaines bronchioles, de I’espace mort pathologique, qui correspond a des régions non perfusées.
Un exemple typique d’espace mort pathologique correspond a I’embolie pulmonaire massive
d’une artére pulmonaire. Le poumon atteint sera ventilé, mais non perfusé, et 1’air ne pourra donc
pas participer aux échanges gazeux. Dans le poumon sain, environ 30% du volume courant est
perdu dans ces espaces morts et le réel volume utilisé pour les échanges gazeux est d’environ 350
mL par inspiration, correspondant au volume alvéolaire. Il est donc possible d’en déduire que la
ventilation alvéolaire, d’environ 4 a 5 L/min au repos, est la résultante de la fréquence
respiratoire multipliée par ce volume alvéolaire. Cette ventilation alvéolaire est cruciale dans
I’homéostasie du CO2, puisque la pression partielle en CO> (Paco2) est inversement
proportionnelle a la ventilation alvéolaire. Si la ventilation alvéolaire augmente, comme dans le
cas d’une hyperventilation avec crise de panique, la Paco> diminue et une alcalose respiratoire
peut s’installer. Si la ventilation alvéolaire diminue, comme dans le cas d’une obstruction
bronchique par un corps étranger, la Paco> augmente et une acidose respiratoire peut s’installer.
Heureusement, des mécanismes compensatoires s’activent en réponse a ces stimuli chimiques et
permettent de maintenir les valeurs de Paco: et de pH dans les normes physiologiques.

Finalement, il est utile de déterminer la quantité d’oxygéne qui se rend a I’alvéole. Comme la
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fraction inspirée d’oxygene (Fioz) dans ’air ambiant est de 21% et que la pression atmosphérique
est de 760 mm Hg au niveau de la mer, la pression partielle en O2 dans 1’air inspiré s’approxime a
160 mm Hg. Par I’humidification dans les voies respiratoires supérieures, cette pression partielle
chute a environ 150 mm Hg a son arrivée dans les voies respiratoires inférieures. Cet air est
finalement acheminé dans I’alvéole et s’équilibre avec les gaz locaux et riches en CO». A terme,

la pression partielle en O, dans 1’alvéole s’approxime donc a 100 mm Hg [1].

La diffusion des gaz est une composante importante de la physiologie pulmonaire et peut étre
réduite dans nombreuses pathologies [1]. La diffusion alvéolo-capillaire de 1’0, est
habituellement un processus rapide qui nécessite de traverser 1’épithélium alvéolaire, la
membrane basale, 1’endothélium capillaire et la membrane du globule rouge. Ce passage est
facilité par la nature trés mince de la membrane alvéolo-capillaire qui est de 0.4-0.5 um [5, 6]. En
condition normale, le sang au niveau des capillaires se remplit en O2 apres seulement 0.25
seconde, ce qui équivaut au tiers du temps de transit régulier d’un érythrocyte dans le capillaire
alvéolaire (0.75 seconde). Pendant ce court laps de temps, I’hémoglobine se sature en O; et la
pression partielle en Oz (Paoz) grimpe de 40 mm Hg a 100 mm Hg. Dans certaines pathologies ou
il y a un épaississement de la membrane alvéolo-capillaire (ex. : fibrose pulmonaire), la diffusion
est ralentie et il est possible de quantifier cette atteinte par des épreuves respiratoires avec

monoxyde de carbone [1].

La circulation sanguine pulmonaire est treés distincte de la circulation systémique [1]. Les
parois des artéres pulmonaires sont beaucoup plus minces et conférent une faible résistance
vasculaire. Pour maintenir un débit approximatif de 5L/min au repos, le ventricule droit ne
requiert donc que des pressions d’environ 15 mm Hg pour perfuser adéquatement le systéme
vasculaire pulmonaire. Par ailleurs, la perfusion capillaire varie grandement d’une région du
poumon a l’autre. En position debout, la base pulmonaire est mieux perfusée que l’apex,
conséquence de la gravité qui résulte en une différence de pression de 25 mm Hg. Ce concept a
d’ailleurs été approfondi et résumé par West qui a créé un modele de perfusion pulmonaire [39].
Il a divisé le poumon en trois zones en fonction des pressions artérielles, veineuses et alvéolaires
(Figure 1.3). Dans ce modele, la zone I n’est quasiment pas perfusée puisque la pression
alvéolaire surpasse la pression artérielle. Les vaisseaux fragiles sont collabés (affaissés)

facilement. Dans la zone II, la pression artérielle surpasse la pression alvéolaire, mais cette
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perfusion n’est plus limitée par la Figure 1.3. Les zones pulmonaires de West.

pression alvéolaire et tous les vaisseaux Le poumon est divisé en trois zones en fonction de la pression
artérielle, veineuse et alvéolaire. Dans chacune des régions, il y

sont perméables. Le gradient de pression a une différence dans la perfusion des microvaisseaux. Pa:
. . ) pression alvéolaire; Pa: pression artérielle; Pyv: pression

correspond a la différence des pressions veineuse. Figure reproduite de [40]. Concept original de [39].

artérielles et veineuses. Lorsque le débit

cardiaque augmente, comme a l’exercice, les capillaires des zones I et II deviennent perméables

et accueillent le débit en surplus. Dans certaines conditions pathologiques ou il est impossible de

recruter davantage de vaisseaux, les pressions artérielles pulmonaires augmentent et peuvent

altérer la fonction cardiaque droite.

Le ratio ventilation/perfusion (V/Q) est une composante essentielle pour comprendre la
physiologie pulmonaire [1]. Un ratio V/Q identique dans toutes les régions du poumon et
permettant de bons échanges gazeux serait idéal. Or, telle que décrit plus tot, la perfusion est tres
variable entre les régions d’un méme poumon. Un constat similaire est également décrit avec la
ventilation, ou les bases pulmonaires sont légerement mieux ventilées que les apex. En résultante,
méme dans le poumon sain, le ratio V/Q varie grandement en fonction des régions d’un méme
poumon. Les apex pulmonaires sont davantage ventilés (V) que perfusés (Q) (ratio V/Q
d’environ 3,3) et les bases sont moins ventilées que perfusées (ratio V/Q d’environ 0,63) [1]. A
I’échelle des deux poumons entiers, la composition gazeuse finale du sang veineux dans
I’oreillette gauche résulte alors de la contribution de chacune des unités alvéolaires avec leurs
ratios V/Q individuels. Cet équilibre peut néanmoins étre perturbé dans certaines pathologies.
Lors d’une embolie pulmonaire massive, un poumon entier peut avoir un ratio V/Q extrémement

¢élevé (ratio V/Q =~ ). Plus le ratio V/Q est élevé, plus la région agit comme un espace mort et il

sera difficile d’évacuer le CO,. Au contraire, lors d’une obstruction bronchique par un corps
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étranger, un lobe pulmonaire complet peut avoir un ratio V/Q quasi nul (ratio V/Q = 0). Plus le
ratio V/Q est faible, plus la région agit comme une communication anormale (shunt). Dans la
région touchée, les pressions partielles entre 1’alvéole et le sang s’équilibrent avec une pression
partielle en CO> de 46 mm Hg et en O> de 40 mm Hg. Le sang résultant sera pauvrement saturé

en O et aura une pression partielle en O> de 40 mm Hg, mettant le patient a risque d’hypoxémie

[1].

Survol de certaines pneumopathies chroniques
Plusieurs maladies chroniques touchent le systéme respiratoire et peuvent culminer en de
I’insuffisance respiratoire terminale. Dans cette section, cetaines pneumopathies communes
seront abordées : asthme, maladie pulmonaire obstructive chronique, fibrose kystique, maladies

pulmonaires interstitielles et hypertension pulmonaire.

L’asthme est une maladie inflammatoire du poumon caractérisée par une obstruction
bronchique réversible [41]. En Amérique du Nord, 10% de la population est atteinte d’asthme
[42]. La mortalité liée a I’asthme est tres faible au Québec (1 déces par 100 000 habitants) mais
cette maladie affecte considérablement la qualité de vie et requiert beaucoup de soins [43-45].
Des prédispositions génétiques d’atopie et des facteurs environnementaux sous-tendent le
développement de I’asthme. Le diagnostic est habituellement posé par des tests de fonction
respiratoire démontrant une atteinte obstructive et réversible ou une hyperréactivité bronchique a
certains stimuli (méthacoline, exercice, hyperventilation, et autres). Chez I’enfant d’age
préscolaire, la complétion des épreuves respiratoires est difficile et un diagnostic présomptif est
posé apreés deux crises répondant a la thérapie d’asthme. Différents sous-types communs
d’asthme ont été identifiés : ’asthme allergique, I’asthme intrinseéque, 1’asthme professionnel et
I’asthme a l’exercice [41]. L’asthme allergique survient souvent dans I’enfance et peut se
manifester lors des infections virales. Son pronostic est bon et la moitié¢ des enfants n’auront plus
de crises a I’adolescence [46]. L’asthme intrinséque survient tardivement, chez 1’adulte, et se
manifeste par des crises plus séveres. La composante allergique est absente et les patients
nécessitent souvent une corticothérapie a long terme. L’asthme professionnel est généralement
induit par la sensibilisation a une substance au travail (ex. : poussieres, ammoniaque, isocyanates,
et autres). Finalement, I’asthme a 1’effort débute habituellement a 1’adolescence et se caractérise

par des symptomes légers [41]. Pour le traitement, le contrdle des facteurs déclenchants est
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primordial. En mati¢re de pharmacologie, une thérapie symptomatique par inhalation d’un
agoniste 2 a courte action est préconisée en présence d’asthme léger et de crises occasionnelles
[1]. Pour diminuer I’inflammation, la corticothérapie par inhalation est le traitement de choix en
phase de maintien et, dans le cas d’une détresse respiratoire, peut étre administrée par voie orale.
Parmi les thérapies de seconde ligne, on trouve entre autres un agoniste [32-adrénergique a longue

action, un antagoniste du récepteur a leucotriéne, un anticorps anti-IgE et un anticorps anti-

interleukine (IL)-5 [1].

La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC), autrement nommée la
bronchopneumopathie chronique obstructive, se caractérise par une obstruction bronchique
partiellement réversible et progressive associée a une inflammation chronique [41]. Plus de
750 000 Canadiens sont atteints de la MPOC [41]. Cette maladie était la 3° cause de mortalité aux
Etats-Unis en 2011 [47]. Le principal facteur de risque est le tabagisme, et plus de 40% des
fumeurs de 65 ans et plus souffriront de MPOC [41]. D’autres facteurs de risque sont I’exposition
a certains irritants environnementaux et domestiques, et certaines anomalies génétiques dont la
déficience en ai-antitrypsine [41]. Deux sous-types de MPOC ont été identifiés : la bronchite
chronique et I’emphyseéme. La bronchite chronique est un diagnostic clinique qui se manifeste par
des expectorations chroniques et des surinfections bronchiques a répétition. Cette entité est
associée avec une hypoxémie et une hypercapnie précoce. L’emphyséme, pour sa part, est un
diagnostic pathologique caractérisé par une destruction irréversible des parois alvéolaires.
L’imagerie par tomodensitométrie et la spirométrie peuvent fortement laisser suspecter un
emphyseéme. La diffusion des gaz est réduite, mais le débalancement des gaz sanguins survient
plus tardivement que dans la bronchite chronique. Pour traiter la MPOC, la cessation tabagique
demeure la seule option qui freine la maladie [48, 49]. Les autres traitements visent
principalement a diminuer la dyspnée et prévenir les exacerbations : corticothérapie inhalée,
agonistes 2 a longue action et anticholinergiques [41, 50, 51]. L’oxygene a domicile s’avére
souvent nécessaire en cas d’hypoxémie réfractaire. En fin de course, la résection pulmonaire et
ultimement la transplantation pulmonaire figurent parmi les options thérapeutiques disponibles

pour certains patients [52].

La fibrose kystique (FK) est une maladie autosomique récessive secondaire a une mutation du

gene CFTR qui affecte principalement le poumon et le tractus digestif [41]. Au Canada,
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I’incidence de FK est d’une naissance sur 3600 et une personne sur 25 est porteuse d’une
mutation du géne CFTR [53]. Au Québec, I'incidence de FK est encore plus grande avec 1
naissance sur 2500 [54]. Depuis plusieurs années, le taux mortalité est en déclin autant que la
survie médiane est passée de 24 a 53 ans entre les années 1982 et 2017 [55]. Le canal CFTR
participe directement au transport du Cl- et du HCOs™ et indirectement au transport de Na*. Une
dysfonction du canal CFTR asseéche le mucus et, au niveau pulmonaire, altére la clairance
mucociliaire. La dysfonction du canal CFTR entraine de surcroit une activité accrue du canal
sodique épithélial (ENaC) qui asséche davantage le mucus [56, 57]. Ces anomalies favorisent la
colonisation bactérienne et I’inflammation chronique dans les bronches, ce qui méne ultimement
a un remodelage fibrotique avec bronchiectasies. A ce jour, plus de 2103 mutations du géne
CFTR ont été identifiées [58]. La plus fréquente est la mutation AF508 qui touche 90% des
patients avec FK aux Etats-Unis [59]. Cette mutation méne & un défaut de conformation du canal
CFTR dans le réticulum endoplasmique qui sera alors dégradé par le systéme ubiquitine-
protéasome. Depuis 2018, tous les nouveau-nés québécois sont dépistés pour la FK dans le cadre
du Programme québécois de dépistage néonatal sanguin. Le diagnostic est confirmé par un test
standard a la sueur ou une concentration de chlore de > 60 mmol/L est diagnostique de FK [41].
Des tests génétiques sont ensuite conduits pour identifier la mutation causale et guider le
traitement. Il n’existe aucune thérapie curative pour la FK. Des modulateurs spécifiques de CFTR
ont été développés pour potentialiser (ex. : ivacaftor) et stabiliser (ex. : lumacaftor, tezacaftor,
¢léxacaftor) le canal CFTR et des travaux sont en cours pour accroitre cet éventail thérapeutique.
Récemment, une combinaison d’ivacaftor, de tezacaftor et d’éléxacaftor a été rendue disponible
au Canada sous le nom de Trikafta [60]. Une étude canadienne a d’ailleurs prédit que d’ici 2030
ce médicament réduirait le nombre de déces de 15% en plus d’augmenter la survie médiane de 9
ans pour les enfants avec FK [60]. Autrement, des antibiotiques sont administrés pour les
surinfections bronchiques tout comme des agents mucolytiques pour liquéfier les sécrétions et
favoriser la clairance mucociliaire. En fin de parcours, la transplantation pulmonaire est

disponible pour la majorité de ces patients.

Les maladies pulmonaires interstitielles (MPI) forment un ensemble de maladies hétérogenes
dont la constante est une altération du parenchyme pulmonaire par les cellules inflammatoires et
les fibroblastes [41, 61]. Ces pneumopathies interstitielles se caractérisent par une atteinte

restrictive avec réduction des volumes pulmonaires. Il existe plus de 200 causes de MPIs qui
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peuvent se classer en quatre groupes [62]. Le premier groupe correspond a des causes connues
qui peuvent é&tre environnementales (bois moisi, ferme laitiére, pigeons, et autres),
médicamenteuses (bléomycine, amiodarone, méthotrexate, et autres), secondaires a des
vasculites, des maladies du tissu conjonctif (ex. : sclérodermie, polyarthrite rhumatoide, lupus
érythémateux systémique) ou a l’irradiation, et autres. Le deuxiéme groupe correspond a des
maladies interstitielles de causes inconnues, dites idiopathiques. La plus fréquente étant la fibrose
pulmonaire idiopathique (FPI). Le troisiéme groupe référe a la sarcoidose, et finalement, le
quatriéeme groupe référe a des pneumopathies trés rares dont I’histiocytose a cellules de
Langerhans, la lymphangioléiomyomatose, la pneumopathie a éosinophiles et autres. Parmi
toutes les MPIs répertori¢es, la FPI et la sarcoidose sont les plus fréquentes [41, 63]. Les
investigations de choix sont la tomodensitométrie et la spirométrie. Au besoin, le diagnostic peut
étre affiné grace au BAL et a des biopsies. Le traitement est grandement variable selon 1’étiologie
[41]. Pour les MPIs du premier groupe, le retrait ou le contréle de 1’agent causal est primordial.
Pour certaines pneumopathies, 1’'usage de corticostéroides et d’immunosuppresseurs peut étre
bénéfique. Par ailleurs, le pronostic est excessivement variable et la transplantation pulmonaire

demeure une thérapie de dernier recours fréquente chez ces patients.

L’hypertension pulmonaire est définie par une pression de 1’artére pulmonaire (PAP) de > 25
mm Hg au repos [41, 64]. A long terme, cette post-charge élevée cause une hypertrophie du
ventricule droit qui s’avere trés néfaste. Cette pathologie est suspectée en présence de dyspnée et
d’intolérance a I’effort [41]. La PAP peut étre estimée par échocardiographie et le diagnostic
confirmé par cathétérisme cardiaque. Tout comme les maladies interstitielles, les causes
d’hypertension pulmonaire sont multiples et peuvent étre classées en cinq groupes [41, 65]. Dans
le groupe 1, le réseau pulmonaire artériel est fautif et nous trouvons les conditions liées a une
hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Cette HTAP peut étre d’origine génétique (BMPR?2,
ALKT), médicamenteuse, toxique, néonatale, et autres, ou étre associée a des conditions sous-
jacentes (ex.: VIH). La pathogen¢se demeure mal comprise, mais des phénomenes de
vasoconstriction, de remodelage vasculaire et de thrombose in situ sont observés [66]. Dans le
groupe 2, I’hypertension pulmonaire est la conséquence d’une cardiopathie gauche. Dans le
groupe 3, I’hypertension pulmonaire est secondaire a une maladie respiratoire (ex. : MPOC, MPI)
ou a de I’hypoxémie chronique. Dans le groupe 4, I’hypertension pulmonaire est la conséquence

d’une maladie thromboembolique. Finalement, le groupe 5 regroupe les étiologies dont les
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mécanismes sont incertains ou multiples (ex. : syndrome myéloprolifératif, sarcoidose, vasculite,
dysthyroidie). Comme pour la MPI, le traitement est hautement variable en fonction de
I’étiologie [41]. Pour I’HTAP, des analogues des prostaglandines, des antagonistes de
I’endothéline et des inhibiteurs de la phosphodiestérase de type 5 peuvent étre utilisés. L’HTAP
idiopathique comprend le pronostic le plus réservé avec une survie médiane de 2,8 années [67].
En fin de course, la transplantation pulmonaire est donc une option thérapeutique valable chez de

nombreux patients.

1.2 Transplantation pulmonaire

En 1963, Dr. James D. Hardy effectue la premicre transplantation de poumons chez I’humain [68,
69]. Le greffon, provenant d’un donneur décédé des suites d’un infarctus du myocarde, fut
administré a un prisonnier avec carcinome pulmonaire. Bien que couronnée de succes a 1’époque,
cette premicre greffe chez ’humain s’est conclue avec le décés du receveur 18 jours apres la
chirurgie. Grace aux travaux des 60 derniéres années, la transplantation pulmonaire constitue
aujourd’hui une modalité thérapeutique qui prolonge la survie chez la majorité des patients avec

maladies respiratoires terminales.

Sélection du donneur et du receveur
Le Centre Hospitalier de I’Université de Montréal (CHUM) est I’'unique centre de transplantation
pulmonaire au Québec. Entre autres, son programme de transplantation pulmonaire est
responsable d’inscrire les receveurs sur la liste d’attente et de déterminer leur statut. Transplant
Québec, pour sa part, a le mandat de recevoir ces inscriptions, de gérer et mettre a jour la liste
d’attente, et d’organiser les transplantations en fonction des donneurs potentiels. Au Québec, le
don de poumon n’est possible qu’apres le déces de donneur. Il peut s’effectuer aprés un déces
neurologique (DDN), un déces cardiocirculatoire (DDC) ou un déces résultant de 1’aide médicale
a mourir. Dans les deux premiers cas, le donneur a subi des Iésions cérébrales graves et
irréversibles qui sont incompatibles avec la vie [70]. En 2019, le portrait des donneurs s’illustrait
comme suit au Québec [71]. Parmi les causes de décés se trouvent les accidents vasculaires
cérébraux (43%), les anoxies (26%), les traumas craniens par accidents de véhicules routiers
(7%) ou non (11%), et autres (13%). La moyenne d’age était de 52 ans et la médiane de 54 ans.
Parmi les 820 références pour donneurs potentiels, 26% ont été refusées pour maladie

préexistante ou actuelle, 25% ont été refusées par la famille, 18% ont été refusées pour une
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instabilité¢ clinique et 9% n’ont pas été transplantés pour d’autres motifs. Ainsi, seules 179
références (22%) ont mené a un don d’organe. Pour cette méme année 2019, le Québec a
enregistré son record du plus grand nombre annuel de greffes pulmonaires avec 70
transplantations effectuées. Aux termes de la méme année, 59 patients attendaient toujours de
recevoir des poumons sur la liste d’attente. L’attente moyenne pour obtenir une greffe
pulmonaire était de 231 jours. Cette durée moyenne a augmenté de 33% en 2020 (323 jours),
conséquence probable de la pandémie a coronavirus 2019 (COVID-19) [72]. Malheureusement,
au Québec comme ailleurs dans le monde, environ 11% des receveurs en attente de poumons
décedent sur la liste d’attente [73]. En ce sens, malgré le nombre croissant de greffes effectuées,
de plus en plus d’experts souhaitent ¢largir le lot de donneurs potentiels pour subvenir au manque

d’organes.

Le recrutement du donneur débute par 1’identification de donneurs potentiels par les centres
hospitaliers. Un coordonnateur de Transplant Québec se déplace ensuite au site du donneur
potentiel et reléve I’histoire médicale et sociale avec les proches du patient et I’équipe médicale.
Il dépiste pour des histoires de cancer, diabéte, cardiopathie, hypertension, utilisation
d’alcool/tabac/drogue et comportements a risque [74]. Parmi les tests sérologiques standards, il
est usuel de dépister pour I’hépatite B, I’hépatite C, le VIH, le cytomégalovirus, le virus T-
lymphotrope humain et la syphilis. Une formule sanguine compléte, un gaz artériel, une
radiographie pulmonaire (et/ou une tomodensitométrie du thorax) et une bronchoscopie figurent
aussi dans les investigations d’un donneur pulmonaire potentiel. Des critéres d’inclusion et
d’exclusion trés conservateurs ont été mis de 1’avant a la fin des années 1990 [75, 76]. A noter,
ces critéres ont été choisis empiriquement. Parmi ces derniers se trouvent un age de < 55 ans, une
histoire tabagique inférieure a 20 paquets-années, une radiographie pulmonaire normale, une
compatibilit¢ ABO, une Pap2 > 300 mm Hg avec Fio» a 100% et pression expiratoire positive
(PEEP) de 5 mm Hg, et une évaluation macroscopique adéquate lors du prélévement des
poumons [75-77]. Les infections suivantes figurent parmi les contre-indications absolues au
prélévement d’organe : VIH, hépatite B active, virémie a ’herpés simplex, virémie a I’herpes
zoster, virémie au cytomégalovirus et encéphalite au virus du Nil occidental [74, 76]. Certaines
sérologies positives n’excluent pas le prélevement du greffon. Par exemple, un receveur avec
hépatite C chronique peut bénéficier d’un don chez un donneur avec sérologie positive a

I’hépatite C [74]. Une colonisation bactérienne dans le poumon figure aussi parmi les contre-
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indications d’étiologies infectieuses. Par ailleurs, une autre contre-indication absolue au
prélévement d’organe est la présence d’un cancer chez le donneur dans les cinq derniéres années
[74, 76]. Cela exclue les néoplasies dermatologiques non-mélanomes ainsi que les tumeurs
primaires du systéme nerveux central non métastatiques. Aussi, le donneur est exclu d’emblée s’il
a une histoire de mélanome ou de néoplasie hématologique, nonobstant le moment d’apparition
du cancer. Finalement, un historique de trauma thoracique est ¢galement une contre-indication

absolue au don [76].

Aux termes de ce qui précede, plusieurs cliniciens ont néanmoins choisi d’élargir les critéres
pour répondre au manque de poumons [78-80]. Un donneur qui ne répond pas a 1’'un ou plusieurs
des criteres standards décrits ci-haut est nommé donneur marginal. Le choix des critéres élargis
est trés variable en fonction des milieux et des cliniciens. Par exemple, il est fréquent de recruter
des donneurs de > 50 ans, avec une histoire tabagique de > 20 paquets-années, avec un ratio
Papo/Fio2 > 250 mm Hg, avec des atélectasies sur la radiographie pulmonaire, avec une culture
endobronchique positive a la coloration de Gram, avec une durée d’ischémie de > 6h, et autres.
[77]. Au Québec en 2019, le donneur de poumons le plus agé avait 85 ans [71]. Quatre autres
méthodes récentes ont permis d’élargir substantiellement le lot de donneurs. Premicrement,
’utilisation des donneurs DDC a augmenté significativement dans les derniéres années. La
premicre greffe de poumons avec DDC au Québec s’est effectuée en 2012, et plus récemment en
2019, les DDC comptaient pour 20% des dons d’organe au Québec [71]. Deuxiémement, I’aide
médicale a mourir (AMM) fut rendue possible en 2015 par I’entrée en vigueur de la Loi
concernant les soins de fin de vie. En 2020, 6% des donneurs avaient fait usage de ’AMM [72].
Troisiémement, en 2001 eu lieu la premicre greffe pulmonaire assistée de I’appareillage ex-vivo
lung perfusion (EVLP) [81]. L’EVLP est un systéme permettant de reconditionner et d’évaluer
les poumons avant leur greffe chez le receveur. Son utilisation est prometteuse pour les greffons
provenant de donneurs marginaux, a 1’exception de ceux avec pneumonie ou pneumopathie
irréversible [74]. A I’heure actuelle, ’EVLP n’est toutefois pas utilisée de fagon routiniére au
Québec. Quatriemement, des groupes américains [82, 83] et japonais [84] ont rapporté des
bénéfices de procéder a la transplantation lobaire bilatérale. Cette méthode pourrait s’avérer
particulierement utile chez des receveurs de petite taille, mais de méme, elle n’est toujours pas

adoptée au Québec a I’heure actuelle.
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Pour la sélection des receveurs, la société scientifique International Society for Heart and
Lung Transplantation (ISHLT) a émis des critéres indicatifs pour qu’un receveur soit éligible a
une transplantation pulmonaire [74, 85]. Les receveurs sélectionnés doivent avoir une maladie
pulmonaire terminale réfractaire a la thérapie médicale optimale. Ils doivent avoir une survie
estimée a moins de deux a trois années ou avoir des symptomes significatifs, tels que décrits par
des niveaux fonctionnels de III ou IV sur I’échelle du New York Heart Association. De plus, les
receveurs doivent étre suffisamment en bonne santé générale pour survivre a la procédure
chirurgicale. L’ISHLT a également émis des contre-indications pour la greffe pulmonaire [74,
85]. Parmi ces derniéres figurent des antécédents de néoplasie dans les deux derni¢res années,
une dysfonction organique séveére et intraitable autre que pulmonaire, une infection
extrapulmonaire chronique incurable (ex. : hépatite B, VIH), une déformation significative spinal
ou thoracique, une inobservance documentée et/ou une incapacité a compléter le traitement
médical ou le suivi, une maladie psychiatrique intraitable qui mine le traitement ou le suivi, une
absence de réseau social et un trouble de consommation actif ou dans les derniers six mois. Il
existe aussi des contre-indications relatives ouvertes a débat : age supérieur a 65 ans, IMC > 30,
maladie coronarienne athérosclérotique, diabéte, reflux gastro-cesophagien, état critique ou
instable, colonisation a des germes hautement résistants ou virulents, et ostéoporose sévere ou
symptomatique [74]. Entre 1995 et 2013, I'ISHLT a recensé les principales indications des
receveurs greffés. Par ordre décroissant, les indications étaient les suivantes : MPOC (38,2%),
maladies parenchymateuses diffuses dont la FPI (28,2%), FK (16,4%), HTAP (3,8%),
bronchiectasie (2,7%), nouvelle transplantation (2,7%), sarcoidose (2,5%), maladies des tissus

conjonctifs (1,4%) et autres [86].

Déroulement d’une greffe pulmonaire
Lors du prélévement d’organe chez le donneur, les parameétres ventilatoires sont maintenus avec
de faibles volumes courants (6 a 8 mL/kg), une FiO; a 50% et une PEEP entre 5 4 10 mm Hg [69,
87]. Une sternotomie médiane est effectuée et les espaces pleuraux sont examinés. Des
manceuvres de recrutement (i.e. ventilation ayant pour but d’ouvrir les alvéoles) sont effectuées
pour ventiler les zones d’atélectasie. Apres les dissections chirurgicales complétées par les
chirurgiens thoraciques et abdominaux (si prélévement d’autres organes), le donneur est
héparinis¢ pour au moins trois minutes. Une canule est insérée dans le tronc de I’artére

ulmonaire, puis [’aorte est clampée (i.e. collabée transitoirement avec un instrument
b
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chirurgical), la veine cave supérieure est ligaturée (i.e. occlue avec un fil), la veine cave
inférieure est coupée et une ouverture est créée dans I’appendice auriculaire gauche afin de bien
décomprimer le coeur. Par la canule insérée dans le tronc pulmonaire, un lavage vasculaire
antégrade de 4L est complété par gravité grice a une solution de Perfadex® (i.e. solution
physiologique mimant le liquide extracellulaire) suspendue a 30 cm du cceur (pression de
perfusion physiologique). A ce moment, il est possible d’observer I’effluent pulmonaire
s’¢coulant de I’oreillette gauche ouverte pour la présence de thrombi ou débris. L’excision du
ceeur s’effectue par transsection du tronc pulmonaire, de 1’aorte, de la veine cave supérieure
ligaturée et de 1’oreillette gauche. Un lavage vasculaire rétrograde est par la suite effectué¢ ou 1L
est conduit dans les veines pulmonaires (250mL par veine pulmonaire). De méme, des débris ou
des thrombi peuvent étre visualisés dans I’effluent provenant du tronc pulmonaire. La dissection
se poursuit au niveau du médiastin et de 1’cesophage. Les poumons sont recrutés avec une
pression inspiratoire continue de 15 a 20 cm H20 a FiO; de 50% pour obtenir une inflation
correspondant a environ 75% de la capacité pulmonaire totale. La trachée proximale est agrafée
pour laisser les poumons se remplir d’air, puis elle est coupée. Le bloc pulmonaire est alors retiré
et une inspection morphologique est conduite avant le transport d’organe. Le bloc est introduit
dans un sac de plastique triple contenant 2L de Perfadex®, le tout étant finalement déposé sur
glace dans une glaciére de transport. A noter que cette description simplifiée du prélévement
d’organe est adaptée par chaque équipe de transplantation pulmonaire. De méme, quelques

différences existent lors d’un prélévement chez un donneur DDC [69, 87].

A Parrivée du greffon dans la salle du receveur, le chirurgien divise les artéres pulmonaires,
I’oreillette gauche et le médiastin postérieur [69, 74]. Les voies aériennes sont séparées par une
agrafe posée au niveau proximal de la bronche souche gauche. La dissection s’ensuit un poumon
a la fois, en débutant par le premier poumon prévu pour transplantation. Le chirurgien dégage et
dissecte les structures hilaires pour libérer les composantes vasculaires. La bronche souche est
ensuite préparée : le chirurgien retire 1’agrafe pour visualiser la lumiére endobronchique,
transseque la bronche jusqu’au dernier anneau cartilagineux avant la premicre bifurcation lobaire,
puis dissecte le contenu péribronchique. Une culture endobronchique et un BAL sont effectués.
Au besoin, un lavage vasculaire peut étre nouvellement conduit par voie antérograde ou

rétrograde. Finalement, ces étapes sont répétées pour le poumon controlatéral [69, 74].

40



Chez le receveur, une voie veineuse périphérique et une voie artérielle radiale sont installées
[69, 74]. L’intubation est effectuée avec un tube double-lumiére. Un accés veineux central est
établi et un cathéter Swan-Ganz est inséré pour monitorer la PAP. La procédure chirurgicale peut
débuter lorsque le greffon est prélevé et jugé adéquat par les chirurgiens aupres du donneur [69].
Une sternotomie transverse (clamshell incision) est effectuée. La dissection médiastinale s’ensuit
avec des précautions spéciales pour épargner le nerf phrénique et le nerf récurrent laryngé. En
fonction des résultats de tests préopératoires, le poumon ayant la moins bonne perfusion est
explanté en premier par pneumonectomie. L’équipe débute alors 1’implantation du premier
greffon, qui comprend de fagcon séquentielle 1’anastomose bronchique, I’anastomose de 1’artére
pulmonaire et I’anastomose d’une portion de I’oreillette gauche (veine pulmonaire). Cette
derniére anastomose veineuse n’est pas compléte afin de permettre la fuite d’embolies gazeuses
lors de la reperfusion (fil de surjet non-attaché). Le patient est ensuite installé en position déclive
(Tredelenburg), le greffon est ventilé et I’artére pulmonaire est déclampée pour permettre la
reperfusion du greffon. L’anastomose veineuse de [’oreillette gauche est achevée lorsque
I’effluent est vide d’air et que 1’échographie cardiaque confirme 1’absence d’air dans le ventricule
gauche. Des parametres hémodynamiques et ventilatoires protecteurs sont maintenus tout en
assurant une hémostase efficace. Enfin, les mémes étapes sont répétées pour la pneumonectomie
controlatérale et I’implantation du second greffon. Quatre drains pleuraux sont finalement

installés et 1’incision thoracosternale est fermée [69, 74].

Complications chirurgicales
Les complications chirurgicales peuvent étre divisées en complications précoces et tardives
(Tableau 1) [69, 74, 88]. Les arythmies auriculaires, notamment la tachycardie et la fibrillation
auriculaire, sont rapportées chez 10-50% des receveurs. Il a été suggéré que I’inflammation, la
manipulation des veines pulmonaires et 1’anastomose de ’oreillette gauche sont des facteurs
contributifs a 1’apparition d’impulsions ectopiques et de réentrées aberrantes, ce qui pourrait
expliquer la forte incidence rapportée [69, 89, 90]. Ces anomalies du rythme augmentent la durée
d’hospitalisation et la mortalité, et différents facteurs prédisposants ont ét¢ identifiés tels que la
fibrose pulmonaire, I’age avancé, la maladie coronarienne athérosclérotique, une distension
auriculaire gauche, une histoire antérieure de fibrillation auriculaire et [’utilisation de
vasopresseurs en postopératoire [91, 92]. Les complications pleurales sont rapportées chez 22 a

37% des receveurs [93, 94]. Premicrement, I’effusion pleurale est attendue apres la greffe
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pulmonaire et devrait diminuer dans les sept jours suivants la greffe [95, 96]. Les drains

thoraciques peuvent étre retirés dés que le débit est moindre que 200 mL/jour [94, 96]. Les

étiologies sont souvent mixtes et comprennent entre autres la perméabilité capillaire augmentée,

un bilan hydrique positif et les rejets aigus [94]. Deuxiemement, 1’hémothorax est une cause

commune de reprise chirurgicale dans les heures suivant la greffe. Les principales sources dE

saignement sont le médiastin et la cage thoracique, et les risques de saignement sont fortement

accrus par la présence d’adhérences préopératoires, par 1’utilisation de 1’oxygénation par

membrane extracorporelle (ECMO) ou de 1la
circulation extracorporelle (CEC), ou par la thérapie
antiplaquettaire et anticoagulante. Troisiémement, le
pneumothorax peut survenir et il est souvent associé a
une discordance entre la taille du greffon et la cage
thoracique du receveur. Des facteurs chirurgicaux et
des dommages sur le greffon sont les principales
causes. Quatriemement, le chylothorax est rare apres
la greffe et il est secondaire a un trauma du canal
thoracique. Une diéte appropriée et le drainage sont
habituellement suffisants pour traiter ce probléme,
mais de facon exceptionnelle, un chylothorax
réfractaire peut s’installer et devenir particuliérement
néfaste pour les patients immunocompromis.
Finalement, des complications vasculaires surviennent
chez 1-3% des receveurs et sont souvent fatales [97,
98]. Parmi d’autres, ces complications comprennent le
rétrécissement luminal secondaire a des phénomeénes
de tortillage, de dissection ou de thromboembolies.
Les complications veineuses sont beaucoup plus
fréquentes que les complications artérielles, et les
femmes avec maladies pulmonaires restrictives sont
particulierement a risque. Le pronostic est hautement

dépendant de la reconnaissance précoce, du statut
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I. Complications vasculaires
e Saignement anastomotique
o Sténose anastomotique
e Obstruction non liée & ’anastomose
e Tortillage
e Thrombose et embolie pulmonaire
o Compression extraluminale
II. Complications aériennes
e Sténose
e Déhiscence
o Fistule
e Granulome endobronchique
o Infection bronchique
e Bronchomalacie
III. Fuite aérienne
IV. Atteinte du nerf phrénique avec paralysie
diaphragmatique
V. Hémorragie
e Hémothorax
e Hémomédiastin/hémopéricarde
e Hématome de la cage thoracique
VI. Complications pleurales
e Pneumothorax
e Effusion pleurale
e Empyc¢me
¢ Chylothorax
VII. Discordance de taille entre le greffon et la
cage thoracique
VIII. Autres
e Tachyarythmies
e Hernie pulmonaire
o Infection du site opératoire

o Complications associées a la CEC ou
I’ECMO

Tableau 1. Complications chirurgicales de la
greffe pulmonaire.

CEC : circulation extra-corporelle; ECMO
oxygénation par membrane extracorporelle. Figure
traduite et adaptée de [70].



clinique, et d’une prise en charge réfléchie [69, 74].

Plus tardivement, d’autres complications chirurgicales peuvent survenir (Tableau 1) [69, 74].
L’incidence des complications aériennes varie de 2-33% [99], et environ 9-13% de toutes les
anastomoses bronchiques nécessiteront une réintervention [100, 101]. La principale complication
bronchique est la sténose et devient symptomatique généralement aprés 2-3 mois. La thérapie
standard est la pose d’une endoprothése « stent » bronchique ou la dilatation endoscopique par
ballon ou bronchoscopie rigide. La déhiscence bronchique est moins fréquente de nos jours et
atteint entre 1 a 10% des receveurs [102-104]. Les patients se présentent communément avec
pneumothorax, emphyséme sous-cutané et, plus rarement, sepsie. Si non traitée, la déhiscence
bronchique peut engendrer des fistules pleurales, vasculaires, médiastinales et méme cardiaques
[105-107]. Le traitement curatif inclut la chirurgie pour réanastomose, la bronchoplastie et
parfois une nouvelle transplantation. La formation de tissu granulaire dans les bronches peut
aussi survenir de quelques semaines a quelques mois post-greffe, et cela est exacerbé par la
présence d’Aspergillus au site anastomotique. Lorsque symptomatiques, les patients peuvent
présenter de la toux et de la dyspnée avec une atteinte obstructive objectivée aux tests de
fonctions respiratoires. Finalement, des cas de bronchomalacie ont été rapportés et ceux-ci
surviennent 3-4 mois post-greffe. Cette complication se définit par une sténose endobronchique
de 50% ou plus a I’expiration et agit comme une sténose dynamique. La présentation clinique et
paraclinique est similaire aux cas de tissu granulaire et le traitement, chez les patients
symptomatiques, comprend la ventilation non invasive a pression positive et la pose
d’endoprothéses bronchiques. Par ailleurs, ’empyeéme est rare et ne survient habituellement que

dans les premiers six mois [69, 74].

Autres complications
Les complications immunologiques comprennent, entre autres, la dysfonction primaire du greffon

(DPQ) et les rejets du greffon. La DPG sera abordée dans la section Dysfonction primaire du

greffon. Il est possible de différencier les rejets aigus et chroniques par ’absence et la présence
de fibrose, respectivement [74]. Pour la majorité, un traitement immunosuppresseur est de mise
(ex. : haute dose de corticostéroides IV [10-15 mg/kg/jour]) [74]. Le rejet aigu peut étre cellulaire
ou humoral. Dans le rejet aigu cellulaire, il y a infiltration interstitielle et/ou périvasculaire de

cellules mononucléaires [74]. L’¢étalon d’or diagnostic est la biopsie transbronchique, mais un
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diagnostic présomptif est souvent posé en présence d’un syndrome obstructif symptomatique et
objectivé par spirométrie [74]. Environ 15 a 20% des patients développent au moins un épisode
de rejet aigu dans la premiére année suivant la greffe, mais ces épisodes sont pour la plupart
silencieux [108]. Le rejet aigu humoral, pour sa part, est plus controversé en greffe pulmonaire
qu’avec les autres greffes d’organes solides. Son diagnostic requiert une clinique de dysfonction
du greffon, une histologie caractérisée par une capillarite ou une artérite neutrophilique, et la
présence d’anticorps dirigés contre des antigénes du donneur [109]. Des évidences
immunohistochimiques d’activation du complément (C3d et C4d) sont également trés
suggestives. De nos jours, cette complication humorale est rarissime compte tenu des progres des
connaissances en lien avec les compatibilités antigéniques donneur-receveur. Dans une autre
perspective, la dysfonction chronique du greffon (CLAD) atteint 50% et 76% des receveurs a 5
ans et 10 ans, respectivement [74]. Cette complication est le principal frein a la survie a long
terme aprés une transplantation pulmonaire [110-114]. La CLAD se sous-divise en diverses
entités qui parfois se chevauchent, la plus connue étant le syndrome de bronchiolite oblitérante
(BOS). Le BOS est un diagnostic clinique marqué par le déclin irréversible de la fonction
pulmonaire. C’est une maladie obstructive des petites voies aériennes ou I’inflammation
chronique mine la capacité régénératrice de 1’épithélium et favorise la formation de fibrose

irréversible [115]. A partir du diagnostic, la survie médiane est de 3 a 5 ans [116].

Plusieurs complications sont associées a 1’utilisation de traitements immunosuppresseurs [69,
117]. D’abord, les complications bactériennes, virales et fongiques sont fréquentes apres une
greffe pulmonaire. Les infections pulmonaires représentent la premicre cause de mortalité entre 1
et 12 mois aprés une greffe. Plusieurs facteurs chez le greffé (immunosuppression, dénervation
qui empéche la toux réflexe, drainage lymphatique inadéquat, et autres) contribuent au fardeau
infectieux [117]. Les plus fréquents pathogénes en cause sont le cytomégalovirus, 1’influenza, le
virus respiratoire syncytial, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Burkholderia
cepacia, Aspergillus et Candida [117]. En plus d’étre néfastes pour la fonction pulmonaire dans
I’épisode infectieux, les infections augmentent aussi les risques de CLAD. Ensuite,
I’immunosuppression favorise 1’apparition de pathologies systémiques cardiovasculaires
(dyslipidémie, diabéte, hypertension, et autres), gastro-intestinales (reflux gastro-oesophagien,
diarrhée chronique, et autres), hématologiques (cytopénie, hémolyse, microangiopathie, et autres)

et neurologiques (encéphalopathie, accident vasculaire, et autres). L’utilisation des inhibiteurs de
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calcineurine est associée a une atteinte rénale chez 41% des receveurs dans les 10 premiéres
années post-greffe [117]. Finalement, I’immunosuppression est associée a des néoplasies
principalement hématologiques et dermatologiques chez 44% des receveurs dans les 10 premicres

années, constituant la 3e cause de déces chez les greffés au long terme [118].
1.3 Dysfonction primaire du greffon

Définition
La DPG est une complication inflammatoire du greffon qui se manifeste cliniquement par de
I’hypoxémie et de 1I’cedéme pulmonaire dans les 72h suivant la greffe [119]. Le terme DPG a été
implant¢ en 2005 par I'ISHLT afin de combiner et standardiser les diverses appellations
existantes a ce moment : dysfonction précoce du greffon, échec primaire du greffon, syndrome de
détresse respiratoire aigu post-transplantation, 1ésion d’ischémie-reperfusion (I/R), cedéme de
reperfusion et cedéme pulmonaire non cardiogénique [119, 120]. Cette classification distingue les
receveurs avec DPG en quatre grades: DPGO, DPG1, DPG2 et DPG3. Ces grades sont
déterminés en fonction du ratio Pagy/Fip, et de la présence d’opacités pulmonaires post-
transplantation (Tableau 2). Cette définition a été rendue plus inclusive en 2016 et comprends
désormais les patients sous ECMO ainsi que les patients hypoxémiques sans cedeme radiologique
[121]. Les patients sous ECMO périopératoire pour cause d’hypoxémie sont automatiquement
gradés comme DPG3. Au contraire, les patients sous ECMO pour cause non hypoxémique (ex. :
défaillance isolée du ventricule droit) ne doivent pas étre gradés. Les patients sous intubations
invasives et non invasives sont classés selon les mémes critéres. A I’heure actuelle, cette

définition est utilisée a la fois pour les transplantations pulmonaires uni- et bilatérales.

Différentes pathologies peuvent confondre et masquer la DPG [121]. Parmi plusieurs, il y a

les obstructions anastomotiques vasculaires, les infections, les hémorragies, le syndrome

0 Non -

1 Oui > 300
2 Oui 200 - 300
3 Oui <200

Tableau 2. Définition de la dysfonction primaire du greffon (DPG).

Cette classification a été révisée en 2016 par la International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT)
[121]. Les grades sont établis en fonction de la présence d’cedéme pulmonaire a la radiographie et du ratio Pao2/Fio.
Paoz : pression partielle en oxygene artériel; Fioz : fraction inspirée en oxygene.
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respiratoire aigu post-transfusionnel (TRALI), le syndrome de réponse inflammatoire systémique

(SIRS), et autres [121]. La DPG s’avére donc un diagnostic d’exclusion.

Incidence, mortalité et autres complications
Avant que D'ISHLT ne propose la définition standardisée de la DPG, I’incidence variait
considérablement de 15 a 57%, conséquence des définitions floues [122-125]. Depuis 2005, les
données s’aveérent beaucoup plus fiables. Les grandes études épidémiologiques sur la DPG et

leurs principaux résultats sont listés (Tableau 3).

Prekker et al. de I’Universit¢é du Minnesota ont effectué une étude rétrospective sur 402
patients et ont trouvé une incidence de DPG3 de 32% dans les premiéres 48h [126, 127]. Pour
leur part, Kreisel et al. de I’Université Washington ont effectué une étude rétrospective
unicentrique sur 1000 patients et ont trouvé une incidence de DPG de 22% [128]. Ils n’ont
cependant pas précisé 1’incidence en fonction des grades et ils n’ont pas mentionné quand ils ont
mesuré la DPG [128]. Christie et al. ont conduit une étude de cohorte prospective multicentrique
et ont trouvé des incidences de DPG3 de 28%, 23% et 28% respectivement a 24h, 48h et 72h
[129]. Diamond et al. ont également conduit une étude de cohorte prospective avec 10 centres
aux Etats-Unis et ont rapporté une incidence de 31% pour la DPG3 mesurée a n’importe quel
moment de 0 & 72h [130]. Fait important & noter, la majorité des études ont inclus des adultes de
18 ans et plus. La prudence est donc de mise pour I’extrapolation dans la population pédiatrique.
Une récente ¢tude de 2021 souligne d’ailleurs que les nouveaux critéres ajoutés en 2016 majorent
I’incidence de DPG3 [131]. Dans la cohorte de cette étude, I’incidence de DPG3 était de 26%
avec la définition de 2005 et de 36% avec la définition de 2016 [131]. Somme toute, la
communauté scientifique s’entend pour affirmer que 1’incidence précoce de DPG3 est d’environ

30% et que I’incidence a 48h et 72h est d’environ 20% [132].

La mortalité est tres €élevée avec la DPG3 (Tableau 3). De méme que pour I’incidence, les taux
de mortalité variaient considérablement de 21 a 63% avant I’arrivée en 2005 du consensus par
IPISHLT [114, 129, 133-135]. Depuis, les données sont beaucoup plus fiables. La DPG3 est
associée a une mortalité a 30 jours de 25% lorsque gradée a 24h et de 36% lorsque gradée a 72h
[129]. A 90 jours et 1 an, la mortalité se chiffre & environ 23% et 34% respectivement pour les
receveurs gradés DPG3 a 48-72h [130]. Plusieurs études ont souligné la relation fortement

positive entre le taux mortalité et le grade de DPG [110, 113, 129, 131, 136]. La mortalité¢ a 90
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jours des receveurs DPG3 est 8 fois supérieure a celle des non-DPG3 [136] et la mortalité a 1 an

est de 10 fois supérieure [131].

Incidence de la DPG3 Nb. de N Réferences
centres
- DPG3 4 48h et 72h chez 20% et 15% des patients 1 n=118 | Samano et al. 2012 [137]
- DPG3 4 48h ou a 72h chez 26% des patients 1 n=127 | Daoud et al. 2021 [131]
- DPG3 a 6h chez 34% des patients FK 1 n=122 | Felten et al. 2012 [138]
- DPG3 a I’arrivée aux soins intensifs chez 21% des 1 n=334 | Daud et al 2007 [113]
patients
- DPG3 entre Oh et 48h chez 32% des patients 1 n=402 | Prekker et al. 2006 [126,
- DPG3 chez 28% des patients a 24h, 23% a 48h et 18% a 6 n=450 |127]
72h* .
- DPG3 entre Oh et 72h chez 31% des patients* 10 n= 1255 Christie ef al. 2010 [129]
Diamond et al. 2013 [130]
Mortalité associée a la DPG3 Nb. de N Réferences
centres
30 jours : - 25% de mortalité lorsque DPG3 a 24h et 36% 6 n=450 | Christie ef al. 2010 [129]
lorsque DPG3 a 72h*
90 jours : - 23% de mortalité selon une méta-analyse - n=2444| Liuetal. 2014 [139]
- 59% de mortalité lorsque DPG3 a 48h 1 n=78 Samano et al. 2012 [137]
- 33% de mortalité lorsque DPG3 a 48h 1 n =394 Prekker et al. 2006 [126]
- 23% de mortalité lorsque DPG3 a 48h ou 72h* 10 n=1255 Diamond et al. 2013 [130]

- Les 5 autres études incluses dans la méta-analyse ne
répondaient pas aux criteres de 'ISHLT 2005 ou ne
classaient pas la DPG en fonction des grades.

- RR de 1,92 pour les DPG3 gradés a I’arrivée
aux soins intensifs comparativement aux
DPGO

1 n =337 | Daud et al. 2007 [113]

1 année : - 34% de mortalité lorsque DPG3 a 48h ou 72h* 10 n=1255| Diamond et al. 2013 [130]

Long-terme : - Survie médiane de 5,2 années chez les 1 n=402 | Prekker et al. 2006 [126]
DPG3 de Oh a 48h comparativement a 7
années chez les DPG1/2

- Survie médiane de < 1 an chez les DPG3 a 6 n=450 | Christie et al. 2010 [129]
72h comparativement a > 5 années chez les
non-DPG3*

Tableau 3. Incidence et mortalité de la DPG.

Les études incluses ont pour la majorité ét¢ menées aprés 2005 lorsque la définition standardisée par I’'ISHLT a
été adoptée. Nb. de centres : nombre de centres hospitaliers inclus dans 1’étude; N : nombre de patients inclus dans
I’étude; FK : fibrose kystique; RR : risque relatif. *Etude prospective.

A long terme, la survie est également moindre chez les DPG3 [110, 113, 114], conséquence de la
forte incidence de CLAD [110-114]. Des études ont d’ailleurs montré que la DPG est un facteur
de risque majeur de CLAD [74] et que les grades de DPG correlent avec la sévérit¢ de CLAD

47



[110, 113, 114, 140]. Chez les patients avec DPG3, le risque relatif de développer le BOS varie
de 2,53 a 3,31 comparativement aux patients DPGO [110, 113]. Par ailleurs, dans le plasma du
receveur, il est possible de distinguer I’ADN libre du donneur de celui du receveur [140]. Pour y
arriver, les chercheurs effectuent d’abord un génotypage de I’ADN du donneur et du receveur. Ils
analysent ensuite la distribution des polymorphismes nucléotidiques (SNP) de I’ADN libre
circulant chez le receveur, et ils peuvent ainsi quantifier les ratios de SNP associés au
donneur/receveur en comparant aux résultats génotypiques préalables. Par cette technique, des
chercheurs ont montré que I’ADN libre du donneur est un biomarqueur sensible lorsque mesuré
chez les receveurs atteints de DPG3 pour prédire la survenue de CLAD [140]. Il ne fait aucun
doute que la DPG3 est associée a une mortalit¢ plus élevée tant a court et long termes
comparativement aux DPGO-2. De plus, une étude de 2018 menée aux fins de validations de la

nouvelle définition de PISHLT 2016 a

' . Catégories Facteur de risque de DPG
suggéré de combiner les groupes DPGO et g !
Donneur .
DPG1, puisqu’il n’y avait pas de différence | -Variables inhérentes | Age> 45 ans
Age <21 ans
sur la mortalit¢ dans ces deux groupes Origine afro-américaine
. ) Usage d’alcool
[141]. De méme par le passé, un groupe Historique de tabagisme
avait noté qu’une trés légere différence de - Variables acquises Ventilation mécanique prolongée
- 0 0 i Aspiration
mortalité (3,5% vs 5,0%) cliniquement peu Instabilité hémodynamique
significative entre les groupes DPGO et | Receveur Origine afro-américaine
s Sexe féminin
DPG1 [129]. A T’heure actuelle, 'ISHLT Indice de masse corporelle > 25
. . i Antécédent de chirurgie
n’a toutefois pas adopté ce changement et cardiothoracique
Diagnostic de FPI
les grades de DPG demeurent DPGO, DPGI, Diagnostic ’HTAP
DPG2 et DPG3 [141] Diagnostic de sarcoidose
’ PAP élevée en préopératoire
Dysfonction diastolique
Facteurs de risque Facteurs opératoires Durée d’ischémie prolongée
) ) ) Discordance entre le greffon et le
Différents facteurs de risque ont été associés volume thoracique du receveur
. . Utilisation de CEC
au développement de DPG (voir Tableau 4) Transfusion sanguine > 1L
Fio2 > 0,4 1 1 fusi
[74, 130, 142-147]. Ces facteurs peuvent io2 2 0.4 lors de la reperfusion

Tableau 4. Facteurs de risque cliniques de la DPG.
étre classés en variables associées au CEC : circulation extracorporelle; Fioz: fraction inspirée en
O2; FPI: fibrose pulmonaire idiopathique; HTAP:
donneur, au receveur et a la procédure hypertension artérielle pulmonaire; PAP : pression artérielle
pulmonaire. Figure adaptée de [74, 130, 142-147], © Steven
chirurgicale. La majorit¢ de ces facteurs de Bonneau 2022.
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risque ont ét¢ mis en évidence par 'ISHLT en 2005 [144, 145], mais de récents travaux ont

invalidé certains parameétres et ont fait évoluer les connaissances [147].

Chez le donneur, une étude de 2003 a montré qu’un age de > 45 ans est un facteur de risque
important de DPG avec un risque relatif de 6,79 [143]. De plus récentes études semblent toutefois
mettre en doute ces trouvailles. En 2013, une étude de cohorte avec 8860 patients a montré une
association entre des donneurs de > 65 ans et la mortalité a 1 an, mais aucune association
significative n’a été trouvée avec la DPG [148]. Plus récemment, en 2021, une étude
rétrospective avec 241 patients n’a trouvé aucune différence dans 1’incidence de DPG et de
mortalité chez les donneurs de > 65 ans, quoique des biais de sélections ont été associés a ce
groupe de donneurs plus agés [149]. Pour ce qui est du type de don d’organe, une méta-analyse
de 2019 n’a trouvé aucune différence significative sur I’incidence de DPG2-3 entre 429 donneurs
DDC et 2000 donneurs DDN, invalidant donc le rdle du type de don comme facteur de risque de
DPG [150]. Des résultats similaires ont été obtenus en 2020 dans une étude rétrospective
combinant 1200 greffés [151]. Par ailleurs, le sexe du donneur [152-155] et le trauma cranien
[146] sont deux facteurs de risque mitigés avec résultats non concluants a I’heure actuelle.
Finalement, des génes impliqués dans le stress oxydatif, tel que le géne NOX3, sont associés a la

DPG lorsque trouvés chez le donneur [156].

Plusieurs facteurs de risque de DPG ont également été identifiés chez le receveur [74, 130,
142-147]. Grace a des mesures tomodensitométriques, Anderson et al. ont précisé que le degré
d’adiposit¢ abdominale sous-cutanée corr¢le avec la DPG, mais ils n’ont trouvé aucune
association entre 1’adiposité viscérale et la DPG [157]. La mesure de I'IMC semble donc étre un
parametre clinique sous-optimal [157]. Pour ce qui est du sexe, une étude de 2013 avec 1255
receveurs n’a trouvé aucune association entre le sexe du receveur et la DPG [130], mais une
méta-analyse de 2014 combinant 10 042 receveurs a trouvé un risque relatif de 1,38 (ICos, 1,09-
1,75) pour le sexe féminin [139]. De méme, la méta-analyse de 2014 a identifi¢ que 1’origine
afro-américaine du receveur était associée a un risque relatif de 1,78 (ICos 1,49-2,13) alors que
ce facteur était initialement jugé sans impact [130]. Comme pour le donneur, certains génes sont
associés a la DPG. Diamond et al. ont identifi¢ une dizaine de génes impliqués dans la réponse
immunitaire acquise qui, lorsque sous-exprimés chez le receveur, peuvent étre associés a la DPG

(CD80, IFNG, GZMB, FOXP3, CD28, CXCR3, CD3E, CD40LG, PRFI1, CD27, FASLG,
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CTLAA4, ICOS) [158]. IIs ont aussi identifié¢ plusieurs génes impliqués dans I’immunité innée qui,
lorsque surexprimés, peuvent étre associés a la DPG (FOSB, PTX3, IL10, SOC3, HBEGF,
LDLR, HMOX1, IL18R1, NLRP3, HGF, NLRC4, C1QA, CEBPD, NOD2, TLR4, TLR2) [158].
Aussi, ’interaction des genes NOX3 chez le donneur et NFE2L2 chez le receveur s’avere tres
néfaste et augmente 1’incidence de DPG [159]. Bien qu’aucun de ces genes ne soit impliqué
directement dans la synthése des pieges extracellulaires des neutrophiles (neutrophil extracellular
traps — NET) ou des molécules mesurées dans nos travaux (IL-6, CXCLS8/IL-8 et protéine C
réactive [CRP]), il est possible de croire que ces génes sont impliqués indirectement avec la
cinétique neutrophilique en exercerbant I’inflammation pulmonaire et en facilitant le recrutement

lueocytaire [158, 159].

Finalement, des facteurs de risque opératoires ont été associés a la DPG, quoique certains
demeurent controversés [147, 160, 161]. Dans une étude avec plus de 10 000 receveurs, Grim et
al. n’ont trouvé aucune augmentation d’incidence de la DPG chez les patients ayant recu des
greffons ischémiés pendant six heures ou plus [160]. Cependant, une récente étude de 2017
combinant 2001 receveurs a examiné la durée d’ischémie des greffons chez les receveurs ayant
nécessit¢ 'ECMO a 72h versus ceux n’ayant pas nécessit¢ 'ECMO a 72h [161]. La durée
d’ischémie dans le groupe avec ECMO ¢était de 5,94h et de 5,08h dans le groupe sans ECMO, une
différente significative [161]. De méme, quoique 1’association entre la CEC et la DPG a été bien
validée dans les études animales et humaines, ce lien demeure controversé notamment en raison
des transfusions administrées pendant la CEC qui agissent a titre de confondants. Une méta-
analyse de 2018 a montré que 1’utilisation de CEC doublait le risque de DPG3 comparativement
a ’ECMO, mais le groupe avec CEC avait de hauts niveaux de transfusions [162]. Enfin, une
méta-analyse de 10 042 patients a invalidé 1’association entre la transplantation unilatérale et la

DPG [139].

L’ischémie-reperfusion
L’I/R est un processus clé dans la physiopathologie de la DPG. A la suite d’une période
d’ischémie, le retour du flot sanguin est essentiel pour préserver la viabilité¢ du tissu. Cela dit, la
reperfusion s’ensuit généralement d’une réponse initiale paradoxalement néfaste pour le tissu,
découlant du phénomene d’I/R (Figure 1.3). L’I/R est un processus inflammatoire irréfutable et

commun a tous les types de greffes, mais particuli¢rement nocif lors des transplantations
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pulmonaires [163, 164]. Apres le retour sanguin dans le poumon ischémique, une inflammation
stérile et une dysfonction endothéliale s’installent et s’ensuivent d’importantes répercussions
respiratoires et hémodynamiques. D’une part, 1’augmentation de la perméabilité vasculaire
résulte en de I’cedéme pulmonaire et de I’hypoxémie, et d’autre part, ’augmentation de la
résistance vasculaire pulmonaire entraine une hypertension pulmonaire secondaire qui est
particulierement redoutée chez des receveurs qui, souvent, ont des fonctions ventriculaires droites
dé¢ja défaillantes avant la greffe [163]. Pour bien concevoir I'I/R d’un point de vue
physiopathologique, il est utile de scinder les insultes inflammatoires de facon séquentielle au
cours des périodes d’ischémie et de reperfusion. En premier lieu, I’ischémie du greffon entraine
I’activation de plusieurs voies qui résultent en une surproduction de dérivés réactifs de 1’oxygene
(ROS), une altération du pH ainsi qu’une libération d’enzymes lysosomales [164]. Ces
perturbations entrainent de nombreuses conséquences, parmi lesquelles figurent la perte
d’étanchéité vasculaire avec expansion des jonctions endothéliales. Au niveau cellulaire,
I’ischémie entraine 1’activation des cellules endothéliales et des macrophages pulmonaires qui
liberent diverses cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-6, CXCL8/IL-8 et le facteur de
nécrose tumorale (TNF) [165]. Ces stimuli combinés résultent en 1’expression et la translocation
de nombreuses molécules d’adhérence cellulaires au niveau de I’endothélium, étape cruciale pour
les dommages post-reperfusion. Parmi ces molécules d’adhérence, certaines molécules propres a
la cinétique neutrophilique dont la P-sélectine et la molécule d’adhérence intercellulaire-1
(ICAM-1) jouent un role majeur puisque le blocage de ces molécules réduit les dommages

pulmonaires [164-170].
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En deuxieme lieu, quoiqu’elle met fin a I’ischémie, la reperfusion du greffon chez le receveur

amplifie la cascade inflammatoire et peut mener a I’cedéme pulmonaire [164]. Le mécanisme de

dommage alvéolaire est comparable a 1’cedéme trouvé en ARDS (Figure 1.4). D’une part,

I’arrivée de sang adéquatement oxygéné dans un environnement hypoxique accroit la formation

de ROS. Ensuite, les leucocytes et les plaquettes circulantes sont fortement activés par

I’environnement local trés inflammatoire. Via un processus largement médié par le CXCLS8/IL-8,

les neutrophiles adhérant a 1’endothélium microvasculaire migrent dans le parenchyme

pulmonaire, accentuent la production de ROS et libérent nombreuses cytokines et enzymes. Ce

contenu cytotoxique et pro-inflammatoire, a son tour, perturbe grandement 1’intégrité vasculaire

et entretient un cercle vicieux et néfaste pour le greffon. Les dommages neutrophiliques sont

aussi notés au niveau de 1’épithélium pulmonaire ou il y a une perte d’intégrité cellulaire,

dysfonction des canaux ENaC et Na'/K'-ATPases et irréversibilité du transport inverse des

neutrophiles, tel qu’observé en SIRS et en syndrome de détresse respiratoire aigu€¢ (ARDS) [38,

171, 172]. Simultanément, trois facteurs concomitants participent a I’activation plaquettaire : la

perte d’intégrité endothéliale avec exposition du tissu sous-endothélial, I’environnement riche en

leucocytes et 1’activation du complément. Dans ce contexte, des microthrombi sont formés et
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Figure 1.4. L’cedéme alvéolaire.

Plusieurs stimuli sont responsables de la
diapédése du neutrophile au site 1ésé. Une fois
dans 1’alvéole, le neutrophile libére des enzymes,
des ROS et des NET. Ceci contribue a la mort
cellulaire et a la perte d’étanchéit¢ de la
membrane alvéolo-capillaire. Ces dommages, en
conjugaison avec la dysfonction et/ou la
diminution de I’expression d’ENaC et de la
Na'/K*-ATPase, expliquent les défauts dans la
régulation du transport des fluides. Un cedéme
interstitiel puis alvéolaire s’ensuit avec
facilitation conséquente de la transmigration
neutrophilique. ATI et ATII : cellule alvéolaire
de type I et II; BASC: cellule souche
bronchoalvéolaire; ENaC: canal sodique
épithélial; IFN: interféron; NETs: piéges
extracellulaires des  neutrophiles; PMN :
polymorphonucléaire; RBC: globule rouge;
ROS : dérivé réactif de I’oxygeéne; TRAIL :
ligand induisant 1’apoptose li¢ au facteur de
nécrose tissulaire. Figure reproduite de
Springer©, 2019 [38].



I’I/R. Prises ensemble, ces insultes inflammatoires expliquent la perte d’étanchéité endothéliale et
I’cedéme pulmonaire non cardiogénique qui en résulte. Par ailleurs, 1’activation plaquettaire
engendre la libération de messagers vasoconstricteurs. Conséquence de 1’endothélium
dysfonctionnel, ces agents vasoconstricteurs ont des actions innoposées grace a 1’absence de
potentiel vasodilatateur et cela augmente les résistances vasculaires et contribuent au déclin

hémodynamique.

Biomarqueurs pronostiques
Il existe de nombreux biomarqueurs associés a la DPG. Une revue de synthése rédigée par
Hamilton et al. en 2017 résume ces biomarqueurs (Figure 1.5) [173]. Une majorité des

biomarqueurs identifiés jouent un rdle dans I’I/R.

Chez le donneur, les niveaux de CXCLS8/IL-8 dans le BAL correlent négativement avec le
ratio Pap2/Fio2 du receveur aux soins intensifs et correlent positivement avec la DPG et la
mortalit¢ a 6 mois [174]. Les niveaux d’ARNm CXCLS8/dans le tissu du greffon corrélent
¢galement avec la DPG [174]. Chez le receveur, la majorité des biomarqueurs identifiés jouent un

role dans I'I/R. Nous trouvons des cytokines, . i ;
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trouvailles seront abordées dans la section Les Figure 1.5. Biomarqueurs associés a 1a DPG.
Un code de couleur distingue les biomarqueurs
inflammatoires (rouges), liés a 1’épithélium alvéolaire
(oranges) ou liés a I’endothélium vasculaire (bleus). La
mesure des biomarqueurs s’est faite dans la machine ex-
que les niveaux sanguins d’IL-6 et de vivo lung peiﬁtsion (EVLP), chezlle donneur ou chez le
receveur a différents temps. Figure reproduite avec
CXCLS/IL-8 avant la reperfusion étaient plus permission de [173].

NET dans la transplantation d’organes

solides. Une étude avec 28 receveurs a montré
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¢levés chez les receveurs qui développent la DPG2-3 a 48h [176]. Apres 1’opération, les niveaux
sanguins d’IL-6 sont plus ¢élevés a 4h chez les receveurs qui développent la DPG3 dans les
premiéres 72h [177]. De méme, lorsque mesurés a 12h, les taux d’IL-6 sont plus élevés chez les
receveurs qui développent la DPG2-3 a 72h [178]. Pour le CXCLS8/IL-8, les trouvailles sont
similaires et des taux ¢levés a 4, 8 et 24h sont associés aux receveurs qui développent la DPG2-3
a 72h [178]. En plus de ces facteurs pro-inflammatoires et chimiotactiques pour le neutrophile,
des marqueurs d’adhérence cellulaire et de dysfonction endothéliale sont associés a la DPG. Dans
une ¢tude avec 128 receveurs, les niveaux plasmatiques d’ICAM-1 & tous les temps
postopératoires (6, 24, 48 et 72h) étaient tous plus élevés chez les receveurs ayant développé la
DPG3 a 72h [179]. L’angiopoiétine-2, un autre marqueur d’atteinte endothéliale, semble aussi
étre associée au développement de DPG3 dans les premiéres 72h, mais seulement chez les
receveurs avec FPI [180]. Parmi les facteurs plaquettaires et liés a la coagulation, des niveaux
¢levés de P-sélectine et d’inhibiteur de I’activateur de plasminogene 1 (PAI-1) et des niveaux
faibles de protéine C sont associé¢s a la DPG [181, 182]. Des ¢élévations postopératoires de
protéines du complément (C3a, C4a et C5a) sont associées a la DPG3 a 72h et a une hausse de
mortalit¢ a 90 jours [183]. Finalement, nombreux biomarqueurs d’atteinte épithéliale sont
associés a la DPG, soulignant le rdle clé d’un épithélium sain dans la résorption de I’cedéme
pulmonaire [173]. De facon intéressante, des chercheurs ont proposé d’ajouter la mesure de
certains biomarqueurs a la définition actuelle de DPG pour préciser le pronostic. Par exemple,
Shah et al. ont montré en 2012 que la combinaison des grades cliniques de DPG avec les mesures
d’ICAM-1, de PAI-1 et du récepteur spécifique du produit final de glycosylation avancée
(RAGE) améliorait significativement la prédiction de la mortalité¢ a 90 jours post-greffe [184].

Ces biomarqueurs ne sont toutefois pas mesurés de fagon routiniére en clinique.

Traitement
Il n’existe aucune thérapie curative pour la DPG. Seul un traitement de support est offert. Ce
dernier vise a maintenir une fonction pulmonaire adéquate pour optimiser la récupération du
greffon [74, 185]. Les principales approches disponibles sont I’inhalation d’oxyde nitrique,
I’administration de prostaglandine E; (PGE), le contrdle liquidien strict, la ventilation protectrice

et I’utilisation d’ECMO [74].
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A T’heure actuelle, I’inhalation d’oxyde nitrique demeure controversée puisque trois études
cliniques randomisées n’ont montré aucun bénéfice sur 1’incidence de DPG, I’oxygénation,
I’cedéme pulmonaire, la durée d’extubation, la durée aux soins intensifs et la mortalité [186-188].
Considérant I’innocuité de 1’agent et les résultats positifs dans les études animales [189-192], les
experts encouragent tout de méme I’utilisation d’oxyde nitrique pour améliorer la perfusion
pulmonaire chez certains patients sélectionnés avec hypoxémie réfractaire et hypertension

pulmonaire [74, 185].

Le PGE; est un autre vasodilatateur qui agit pour sa part en augmentant les taux d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) [193]. En plus d’améliorer la perfusion pulmonaire, cette
molécule a des effets anti-inflammatoires en diminuant 1’expression de certaines cytokines pro-
inflammatoires (TNF, interféron-y, IL-12) et molécules d’adhérence (ICAM-1, E-sélectine) [194-
196]. Une méta-analyse combinant 25 études a montré son efficacité en ARDS [197]. En greffe
pulmonaire chez I’humain, les conclusions sont basées sur de petits échantillons. Une étude avec
18 receveurs a montré que 1’inhalation de PGE; en aérosol pendant la reperfusion diminue la PAP
et améliore I’oxygénation sans compromettre le statut hémodynamique [198]. L’administration
de PGE; en bolus préreperfusion ou dans la solution de préservation améliore la survie [199]. Des
auteurs suggerent également que la PGE; en infusion pourrait étre bénéfique chez les patients

avec DPG sévere [185, 200, 201].

Un contrdle liquidien strict s’avére nécessaire pour la survie du greffon [185]. Aprés une
greffe pulmonaire, l’inflammation systémique mine Iintégrité vasculaire et accroit la
perméabilité capillaire [202]. Une charge liquidienne trop élevée peut mener a une surcharge
dans certains compartiments extravasculaires, dont le compartiment aérien. Au contraire, une
réduction excessive de 1’apport liquidien peut mener a un déficit perfusionnel particuliérement
néfaste pour les reins et les anastomoses bronchiques [185]. Ainsi, I’équipe traitante régule
finement la balance liquidienne. Une restriction liquidienne partielle est souvent combinée a

I’administration de vasopresseurs [185].

Pour ce qui est de la ventilation, aucune étude randomisée n’a évalué les différents paramétres
ventilatoires chez les receveurs avec DPG. L’approche utilisée chez ces receveurs est donc basée
sur les résultats validés en ARDS qui préconisent la ventilation protectrice. Contrairement aux

volumes courants traditionnellement utilisés (10-15 mL/kg), cette méthode utilise de petits
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volumes courants (6 a 8 mL/kg) pour prévenir I’hyperinflation et réduire le barotrauma [185,
203]. La ventilation et I’oxygénation sont maintenues par une augmentation de la fréquence
respiratoire. Dans un modele murin de DPG, cette approche ventilatoire protectrice a montré une
meilleure oxygénation, une réduction des cytokines pro-inflammatoires et une réduction des
dommages pulmonaires comparativement a la ventilation classique [204]. Par ailleurs, une étude
rétrospective de 2021 chez I’humain a trouvé que la ventilation protectrice réduit I’incidence de

DPG3 et la mortalité a 1 an [205].

L’ECMO est une thérapie de support permettant de fournir un débit sanguin et d’échanger les
gaz [206]. Cette thérapie transitoire est utilisée en cas d’insuffisance pulmonaire et/ou cardiaque.
Grace a une pompe, le sang du patient est prélevé par une canule afférente, circule au travers
d’une membrane extracorporelle responsable des échanges gazeux, et retourne dans le systeme
vasculaire par une canule efférente. En greffe pulmonaire, les deux canules sont généralement
situées dans le systeme veineux (ECMO V-V) et PTECMO est utilisée a seule fin d’échanger les
gaz. Dans certains cas avec dysfonction cardiaque, la canule efférente peut étre placée dans une
artere (ECMO V-A). Dans ce cas, ’ECMO joue le double réle d’échanger les gaz et de fournir un
débit adéquat pour remplacer le cceur défaillant et maintenir une perfusion tissulaire. Grace aux
améliorations techniques et a son acces facilité, 1’utilisation ’ECMO a grandement bondi dans
les 30 dernieres années chez les patients avec DPG [207, 208]. En postopératoire, son utilisation
est habituellement réservée aux patients avec DPG3 réfractaires aux méthodes ventilatoires
conventionnelles [185]. Si ’ECMO est envisagée, 'ISHLT recommande 1’initiation précoce dans
les premicres 48h pour favoriser la survie [207]. De méme, 'ISHLT recommande de cesser son
utilisation le plus tot possible pour prévenir les complications liées a ’ECMO dont le saignement
intrathoracique, la tamponnade, I’insuffisance rénale, la sepsie et I’embolie [185]. Chez certains
patients a haut risque de DPG, ’ECMO intraopératoire peut substituer la CEC conventionnelle
[209-211]. Cette thérapie peut également étre utilisée avant la greffe chez les receveurs

gravement malades qui attendent leur transplantation [185].

Considérant le nombre restreint de thérapies offertes, plusieurs chercheurs travaillent a trouver
des thérapies a visées préventives ou curatives. Dans cette optique, il s’avere que I’inflammation

stérile en DPG est une avenue intéressante pour développer de telles thérapies, mais il reste
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plusieurs étapes a franchir pour bien élucider le réle des leucocytes et de 1’inflammation dans la

DPG.

1.4 Neutrophiles

Les neutrophiles, qui forment 50 a 70% des cellules immunitaires circulantes, sont essentiels a la
défense innée de 1’organisme [212]. D’une taille de 7-10 pm, ces leucocytes ont un noyau
plurilobé et leur cytoplasme contient quatre types de granules : azurophiliques, spécifiques,
gélatinases et sécrétoires [213]. Les neutrophiles défendent 1I’organisme des microbes par trois
mécanismes : la phagocytose, la dégranulation et la libération de NET. Ces mécanismes sont
particulierement efficaces pour défendre I’organisme en raison du contenu vari¢ des granules
neutrophiliques. Dans ces granules se trouvent des cytokines et chimiokines pour la
communication intercellulaire, des protéines membranaires pour 1’adhésion et la migration
tissulaire, des enzymes cytotoxiques pour la défense contre les microbes, et diverses protéines
pour la dégradation, le remodelage et la réparation tissulaire [212, 213]. Ces composantes

expliquent le role clé que peuvent jouer les neutrophiles en situation d’inflammation aigué.

La cinétique des neutrophiles dans le sang
Les neutrophiles sont produits dans la moelle osseuse par granulopoi¢se [214]. Cette genése se
déroule sur 7 a 10 jours en trois phases : la prolifération de la cellule souche hématopoiétique, la
différenciation des cellules multipotentes vers les lignées myéloides puis granulocytaires, et la
maturation des granulocytes avant leur libération dans la circulation sanguine [215, 216]. La
granulopoiése est modulée par I’action synergique de plusieurs messagers, le plus important étant
le facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-CSF). Ce messager est produit et
relaché par diverses cellules, dont les macrophages, les cellules endothéliales, les lymphocytes et
les fibroblastes par suite de leur activation par les cytokines IL-1, IL-6, TNF, IL-17A ou par
contact antigénique avec le LPS [217]. Cette production d’IL-17A et de G-CSF est finement
régulée par les macrophages tissulaires qui, selon leur degré de phagocytose, détectent la quantité
de neutrophiles et régulent la neutropoi¢se. Au niveau de la moelle osseuse, le role du G-CSF sur
la granulopoi¢se s’effectue a deux principaux niveaux [218]. D’une part, il induit une
différenciation neutrophilique des progéniteurs my¢loides dans la moelle osseuse. Ensuite, il
exerce un role majeur dans la mobilisation et la démarginalisation des neutrophiles vers le

compartiment vasculaire en inhibant ’axe CXCR4-CXCL12. Outre le G-CSF, d’autres facteurs

57



tels que le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF),
I’IL-6 et I’IL-3 participent également a moduler la granulopoi¢se [219]. Somme toute, environ 2
x 10! neutrophiles sont produits quotidiennement alors que seulement 7 x 10° neutrophiles
circulent a tout moment dans le sang d’un adulte en santé. Cela témoigne donc d’un grand
roulement des neutrophiles dans I’organisme. En absence d’inflammation, le neutrophile peut
circuler dans le compartiment sanguin pendant 8§ & 20h avant de mourir par apoptose [220]. En
situation d’inflammation, la neutropoiése peut aussi €tre accrue de fagon urgente, avec libération
subséquente de neutrophiles immatures dans le sang qui viveront jusqu’a quatre jours dans le

tissu 1ésé [220-222].

Une fois en circulation, les neutrophiles sont trés mobiles et environ 50% sont présents a tout
moment dans des réservoirs, par un concept nomm¢é marginalisation [223]. Ces réservoirs
consistent en des espaces intravasculaires présents dans certains organes clés (le foie, la rate et la
moelle osseuse) ou le temps de transit capillaire du neutrophile est plus ¢élevé que dans d’autres
organes [223]. A titre d’exemples, les temps de transit pour le neutrophile sont de 2 minutes dans
le foie [224] et de 10 minutes pour la rate et la moelle osseuse [224, 225]. Ces réservoirs sont trés
sensibles a nombreux stimuli systémiques pouvant moduler la marginalisation. Un exemple
populaire qui remonte a 1961 est la découverte d’une démarginalisation importante en réponse a
I’exercice et a I’administration d’adrénaline [226]. Des études ont également montré que le
poumon pourrait constituer un organe réservoir important pour le neutrophile, et ce
particulierement en conditions inflammatoires [227, 228]. Dans le poumon, la séquestration des
neutrophiles s’effectue au niveau capillaire, conséquence du diamétre capillaire maximal
d’environ 7,5 um. Sous divers stimuli inflammatoires, les neutrophiles circulants sont amorcés et
surexpriment CD11b/CDI18 (CD; cluster de différenciation) pour adhérer a 1’endothélium
pulmonaire. Les neutrophiles deviennent aussi rigides, ce qui empéche leur déformation lors du
passage étroit dans le capillaire [227, 229]. Ces changements expliquent le transit pulmonaire
prolongé pouvant parfois atteindre jusqu’a 20 minutes [227, 229]. Un exemple de stimulus
inflammatoire est I’amorgage ex vivo des neutrophiles par le GM-CSF qui provoque une rétention
pulmonaire de 96% des neutrophiles injectés [230]. Une théorie largement acceptée stipule qu’un
poumon sain séquestre seulement les neutrophiles amorcés et facilite ensuite leur désamorgage
pour les libérer dans la circulation systémique [223, 231]. Au contraire, le poumon malade perd

cette capacité a désamorcer les neutrophiles séquestrés et ceux-ci migrent dans le tissu
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pulmonaire. Ce poumon pathologique peut de surcroit devenir lui-méme un site d’activation
important pour le neutrophile. Tout bien considérée, la cinétique des neutrophiles circulants est
donc finement régulée. Les réservoirs du corps permettent a 1’organisme de mobiliser trés

rapidement une quantité importante de neutrophiles en cas de besoin.

La migration tissulaire des neutrophiles
La migration tissulaire du neutrophile s’effectue par quatre étapes : le roulement, 1’activation,
I’adhésion et la diapédése (Figure 1.6) [232-235]. Cette cascade a été bien décrite au niveau de

I’endothélium des veinules post-capillaires, principal site de migration tissulaire en réponse a

I’inflammation.
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Figure 1.6. La diapédése du neutrophile.

Des stimuli pro-inflammatoires médient la translocation de L-sélectine et de PSGL-1 sur le neutrophile et de E- et P-
sélectine sur les cellules endothéliales, ce qui permet le roulement du neutrophile sur I’endothélium. Le neutrophile
est ensuite activé et adhére fermement a 1’endothélium grace a la liaison entre ses ligands [a-intégrines
CD11b/CD18 et le récepteur ICAM-1 de I’endothélium. La transmigration du neutrophile entre les cellules
endothéliales s’effectue finalement grace aux intégrines et a PECAM-1 (CD31). Figure reproduite avec la
permission de Springer : Surgery, Copyright© 2008 [232].
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En premier lieu, le neutrophile roule sur I’endothélium activé. Ce roulement est médié par
I’interaction entre deux molécules du neutrophile, la glycoprotéine de la P-sélectine ligand 1
(PSGL-1) et L-sélectine, et deux molécules de I’endothélium, P-sélectine et E-sélectine. Alors
que PSGL-1 et L-sélectine sont exprimées de fagon constitutive sur la membrane du neutrophile,
I’inflammation est nécessaire pour I’expression des molécules endothéliales. En effet,
I’inflammation  entraine rapidement une translocation membranaire des P-sélectines
emmagasinées dans les granules o et les corps de Weibel-Palade. Environ 1 heure apres le
stimulus inflammatoire, il y a une transcription accentuée des E-sélectines et de substrats pour L-
sélectine. Les interactions neutrophiles-endothélium qui en résultent permettent alors un
ralentissement fort efficace du flot vasculaire neutrophilique. A titre d’exemple, le roulement
résultant des interactions PSGL-1/E-sélectine permet une vélocité de 3-7 um/s [234]. Fait
important, le roulement des neutrophiles est aussi rendu efficace par les interactions neutrophiles-
neutrophiles et neutrophiles-plaquettes activées qui découlent des interactions PSGL-1/L-

sélectine et PSGL-1/P-sélectine, respectivement [234].

En deuxiéme lieu, I’activation des neutrophiles survient pour solidifier ’adhésion et mener a
I’arrét du neutrophile [232, 234]. En milieux inflammatoires, plusieurs cellules dont les
endothéliocytes, les plaquettes et les autres leucocytes libérent des cytokines et des chimiokines.
Ces molécules se lient au récepteur couplé aux protéines G du neutrophile roulant et permettent
’activation du neutrophile et I’expression des intégrines. Quatre 2-intégrines sont exprimées par
le neutrophile dont deux sont particuliérement importantes : 1’antigéne macrophage-1 (Mac-1) et
I’antigéne 1 associé a la fonction lymphocytaire (LFA-1). En réponse au stimulus inflammatoire,
I’endothélium activé exprime conséquemment ICAM-1, le ligand de Mac-1 (CD11b/CD18) et
LFA-1. L’interaction de Mac-1 et LFA-1 avec leur ligand situé sur I’endothélium, ICAM-I,
permet donc une adhésion ferme du neutrophile circulant. L’arrét complet du neutrophile est

obtenu [232, 234].

En troisieme lieu, le neutrophile arrété sur I’endothélium transmigre vers le tissu par un
processus nommé diapédése. Pour y arriver, le neutrophile modifie sa conformation pour transiter
entre deux cellules endothéliales (migration paracellulaire) ou au travers de la cellule endothéliale
(migration transcellulaire) [236]. Ces changements de conformation sont possibles grice aux
interactions fermes entre le neutrophile et I’endothélium, notamment grace au CD31 (PECAM-1)

situé au niveau des jonctions endothéliales. Le neutrophile perce ensuite la membrane basale
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grace a la libération de collagénases et il migre dans le tissu par un gradient chimiotactique local

[232, 234].

1.5 Piéges extracellulaires des neutrophiles (NET)

Les NET constituent I'un des mécanismes utilisés par le neutrophile pour défendre 1’organisme.
Les premicres ébauches de la découverte des NET remontent a 1996 ou un mécanisme de mort
cellulaire non apoptotique et non nécrotique a été décrit chez le neutrophile a la suite de la
stimulation au phorbol-12-myristate-13-acétate (PMA) [238]. En 2004, le groupe d’Arturo
Zychlinsky a officialisé la découverte des NET en caractérisant ces structures et en ¢lucidant leur
fonction immune [239]. Les NET sont des complexes formés de filaments d’ADN ornés de
protéines issues du neutrophile (Figure 1.7). Parmi ces protéines attachées se trouvent des
histones, des enzymes lysosomales et des peptides antimicrobiens. De fagon intéressante mais

toujours incomprise, seulement 20% des neutrophiles produisent des NET [240]. Lorsque

Figure 1.7. Neutrophil extracellular traps.

Des neutrophiles (rouges) libérent des NET (verts). Des neutrophiles (rouges) libérent des NET (verts). Les
neutrophiles ont été traités avec phorbol-12-myristate-13-acétate (PMA) (25 nM) pendant 3h. Les membranes
cellulaires sont visualisées avec wheat germ agglutinin Alexa Fluor 647 (rouge) et I’ADN avec SYTOX Green
(vert). Figure reproduite de [237].
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relachés, les NET sont particuliérement efficaces a protéger contre les pathogenes bactériens pour

deux principales raisons : ils encapsulent leur cible grace a leur structure en filet et ils détruisent

le pathogene grace a leurs nombreuses enzymes cytotoxiques. Cette libération de NET, stratégie

évolutive fort efficace du neutrophile dans la défense innée, est toutefois toxique pour I’hdte dans

certaines situations. L’activation inappropriée du neutrophile et la libération excessive de NET

peuvent endommager le tissu et contribuer a de nombreuses pathologies [238, 239].

La synthése et la libération des NET

Il a été décrit qu’au moins deux grands mécanismes existent pour la formation de NET : la

NETose suicidaire et la NETose vitale (Figure 1.8) [222, 242]. Dans le premier cas, la libération

de NET est un événement terminal et la mort du neutrophile s’ensuit. Cette NETose suicidaire

peut étre sous-divisée en deux voies moléculaires distinctes, soient les voies Nox-dépendante et

Nox-indépendante [241, 243]. Dans la NETose vitale au contraire, le neutrophile devient

anucléaire, mais demeure viable et fonctionnel.
Deux cascades ont également été proposées pour
la NETose vitale et sont distinguées par la
libération d’ADN mitochondrial ou d’ADN
nucléaire [242, 244, 245]. Malgré les nombreuses
avancées en recherche depuis la découverte des
NET en 2004, plusieurs ¢léments sont toujours
manquants pour saisir adéquatement le processus
de NETose dans sa complexité, et deux facteurs
contribuent a cette difficulté. D’une part, la
majorit¢ des expériences sur la NETose
s’effectuent en conditions in vitro, ce qui limite
notre compréhension des mécanismes in vivo.
D’autre part, les chercheurs doivent composer
des différences physiologiques
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Figure 1.8. Les voies de NETose.

La NETose s’effectue par les voies NOX-dépendante
et NOX-indépendante. MPO : myéloperoxidase; NE :
neutrophil élastase; CitH3 : histone citrullinée H3.
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La NETose suicidaire peut prendre jusqu’a 3 heures et s’effectue par les voies Nox-
dépendante et Nox-indépendante [241, 243]. En présence d’agonistes tels que le PMA, la voie
Nox-dépendante débute par un influx de Ca?' intracellulaire en provenance du réticulum
endoplasmique. Cet influx ionique accentue ’activité de la protéine kinase C et phosphoryle
gp91phox/Nox2, avec comme résultante la génération de ROS intracellulaire. Ces ROS induisent
I’autophagie et provoquent la lyse des membranes granulaires et nucléaires ce qui, grace a un
mécanisme toujours inconnu, permet la migration d’enzymes granulaires vers le noyau [243, 247,
248]. Cette étape clé s’ensuit alors de deux processus menant a la décondensation de
I’hétérochromatine. D’une part, il y a contact des enzymes azurophiliques ¢lastase neutrophilique
(NE) et my¢loperoxidase (MPO) avec le contenu nucléaire et celles-ci agissent en synergie pour
dégrader certaines histones et favoriser la décondensation de la chromatine. D’autre part, les
quantités importantes de Ca?" peuvent activer I’enzyme protéine arginine désiminase 4 (PAD4)
qui, une fois dans le noyau, convertit les résidus arginines pour des résidus citrullines au sein des
histones H3 [249-252]. Cette modification réduit grandement [’attraction entre les charges
négatives de I’ADN et les charges positives des résidus arginines, permettant donc de
décondenser la chromatine. L’implication de PAD4 est toutefois encore incertaine dans cette voie
Nox-dépendante [241]. Finalement, le noyau du neutrophile perd son aspect plurilobé et
s’arrondit, 1’enveloppe nucléaire devient perméable et rompt, et s’ensuit en définitive la
perméabilisation de la membrane cellulaire avec extrusion des NET [246]. Cette voie Nox-
dépendante est essentielle, entre autres, chez I’humain, tel que suggéré par 1’absence de NETose
chez les patients avec maladie granulomateuse chronique [253]. De son c6té, la NETose Nox-
indépendante est grandement dépendante de PAD4. Par suite de la stimulation par des ionophores
de calcium tels que I’ionomycine ou le A23187, I’influx de calcium active les nombreuses
enzymes PAD4 cytoplasmiques. Celles-ci transloquent dans le noyau pour décondenser I’ADN
graice a la citrullination des histones H3. Cette voie requicre la génération de ROS

mitochondriaux, ce qui n’est pas nécessaire dans la voie Nox-dépendante [241, 243].

La NETose vitale, pour sa part, est beaucoup plus rapide et peut étre complétée entre 5 et 60
minutes [241]. La premiére cascade proposée par Yipp et Kubes utilise ’ADN nucléaire et
nécessite 1’adhésion du neutrophile avec une plaquette [242, 244]. Pour initier la NETose, la
plaquette doit étre activée par une bactérie a Gram négatif par la liaison du récepteur de type Toll

(TLR) 4 et du lipopolysaccharide (LPS), ou par une bactérie a Gram positif par la liaison de
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TLR2 et de la protéine réceptrice du complément (CR) 2. La deuxiéme cascade, proposée par
Yousefi et al., est plutdt caractérisée par I’extrusion d’ADN mitochondrial [245]. Cette cascade
nécessite la production de ROS mitochondriaux, ce qui est différent de la voie ROS-indépendante

de Yipp et Kubes.

Les NET dans inflammation vasculaire
Fuchs et al. ont été les premiers chercheurs a découvrir le role prothrombotique des NET [254].
Depuis, de nombreux travaux ont mis en évidence le cercle vicieux engendré par I’interrelation
entre les NET, les plaquettes, le complément et la coagulation. D’une part, la structure unique des
NET en forme de filet permet de piéger les ¢léments cellulaires circulants, dont les plaquettes
[254, 255]. Comment les NET et les plaquettes interagissent ensemble est toujours incompris; or,
des travaux suggérent que l’interaction pourrait s’effectuer par le facteur de von Willebrand
(VWF) [256-258] ou le complément [259]. Ce blocage mécanique des plaquettes par les NET,
combiné a la nature pro-inflammatoire des NET, résulte en D’activation et 1’agrégation
plaquettaire [260]. Les plaquettes activées peuvent ensuite se lier aux neutrophiles et promouvoir
davantage la NETose, ce qui entretient le cercle vicieux [260, 261]. Ensuite, les NET agissent a
divers niveaux dans la cascade de coagulation pour promouvoir cette derniere [260]. En premier
lieu, les NET activent le facteur XII de la voie intrinseéque [261]. De plus, les NET sont décorés
de facteur tissulaire (TF) qui active la voie extrinséque, facteur qui est aussi exprimé chez les
neutrophiles activés [261-263]. Le cumul de ces deux voies aboutit par la génération de
thrombine et par la formation de caillots [255]. Ces thrombi sont également trés stables puisque
leur dégradation est inhibée par les NET, conséquence de 1’action protéolytique des enzymes
bactéricides qui dégradent I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) [264]. Finalement,
I’activation de la coagulation peut s’effectuer grice au complément [255, 259]. En effet, le
neutrophile activé produit diverses protéines du complément dont le C3, le facteur B et la
properdine, qui se trouvent sur les NET lorsque relachées [265]. De surcroit, certaines enzymes
granulaires contenues sur les NET dont la MPO, la NE et la cathepsine G clivent et activent

certaines protéines du complément [266, 267].

L’implication des NET dans I’immunothrombose est évidente dans nombreuses pathologies et
complications. Dans la sepsie, les marqueurs de NET sont ¢élevés dans le sérum et le plasma [268-

271], et D’administration intraveineuse (IV) d’une désoxyribonucléase (DNAse) réduit
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I’agrégation plaquettaire, réduit la formation de caillots et améliore la perfusion microvasculaire
[272]. Dans la thrombose veineuse profonde, les NET sont élevés en circulation chez 1’humain
[273, 274]. Des études chez la souris ont montré que les NET sont présents au sein des thrombi et
la dégradation des NET par la DNAse prévient la formation de thrombi [257, 261]. Les NET ont
aussi été retrouvés dans la formation de thrombi artériels chez des patients nécessitant une
thrombectomie lors de réparation d’anévrysme de 1’aorte abdominale [275]. En comparaison aux
volontaires sains, les patients avec cancer du poumon, du foie, du pancréas et de la vessie ont des
marqueurs de NET sanguins plus élevés [276, 277]. Chez les patients avec cancer terminal, les
NET ont aussi une valeur pronostique [277]. Les NET sont impliqués dans 1’anémie falciforme et
leur dégradation prévient la mortalité chez la souris [278]. Finalement, les NET contribuent a
I’hypercoagulabilité de plusieurs pathologies auto-immunes. Dans le lupus, les neutrophiles ont
une capacité accrue de produire des NET [279, 280] et certains patients sont résistants a leur
dégradation [281, 282]. Dans le syndrome anti-phospholipide, les patients ont des taux de NET
plus élevés que les volontaires sains et sont moins en mesure de les dégrader [283, 284]. Dans la
polyarthrite rhumatoide, aucune étude n’a précisément détaillé la relation entre les NET et la
thrombose. En comparaison aux volontaires sains, ces patients ont toutefois un sérum et des
neutrophiles prompts a la libération de NET [285] et ils comportent 2-3 fois plus de risques
thromboemboliques [286], ce qui suggere un lien entre les NET et la thrombose. Dans les
maladies inflammatoires de I’intestin, les patients en phase active ont des taux de NET circulants
plus élevés que les patients non actifs et leurs neutrophiles sont plus enclins a la NETose [287].
Chez ces patients, la dégradation des NET réduit le temps de coagulation et la formation de

fibrine [288].

Les NET dans le poumon
Les NET sont pathologiques dans plusieurs maladies pulmonaires [289]. Leur présence dans les
réseaux alvéolaire, tissulaire ou vasculaire peut entrainer de 1’cedéme non cardiogénique et de

I’hypoxémie. Les NET favorisent également I’inflammation et, conséquemment, la fibrose.

Chez les patients atteints de FK, le role des NET a été bien étudié. Ces patients ont une lourde
charge inflammatoire secondaire a 1’épaississement du mucus, ’infiltration de neutrophiles et la
colonisation locale par nombreux pathogeénes [290]. Parmi ces derniers, les plus fréquents sont

Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. La présence de
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ces micro-organismes stimule directement la NETose [291-295], tout comme les cytokines et
chimiokines locales trouvées chez ces patients [296, 297]. La quantité de NET correle avec le
déclin de la fonction pulmonaire et les NET contribuent a I’obstruction du flot aérien [298]. Ils
participent d’ailleurs a la formation du biofilm de P. aeruginosa contenu dans 1’arbre bronchique
de ces patients [299]. La thérapie d’inhalation par DNAse I recombinée (dornase alfa;
Pulmozyme®) permet de fluidifier les sécrétions, ce qui améliore la fonction pulmonaire et réduit
les exacerbations [300, 301]. Encore aujourd’hui, ce traitement est largement utilisé et demeure

réservé aux patients atteints de FK [300, 301].

Dans la MPOC, les neutrophiles et les NET sont pathologiques a différents niveaux. Suite a
I’irritation des cellules épithéliales et des macrophages, des molécules stimulant la neutropoicse
(GM-CSF,G-CSF) sont libérées tout comme plusieurs cytokines/chimiokines favorisant le
roulement, I’adhésion et la migration tissulaire des neutrophiles (CXCLS8/IL-8 IL-6, CRP, LTBa4,
RAGE, CXCL1) [302, 303]. La phagocytose des neutrophiles par les macrophages résidents est
diminuée, ce qui accentue la survie des neutrophiles infiltrés [218, 302, 304]. Ces facteurs
contribuent a un influx important et une survie majorée des neutrophiles dans les poumons de
patients MPOC. La quantit¢ de neutrophiles dans le BAL corr¢le d’ailleurs avec le déclin du
volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) et le développement de 1I’emphyséme [213].
Ces neutrophiles sont fortement activés et produisent des NET autant en phases chroniques que
lors d’exacerbations aigués [304-306]. Il existe une corrélation forte entre la quantité de NET
contenus dans les expectorations et le degré d’obstruction aérienne et la sévérité de la maladie

[306]. Cependant, aucune étude n’a évalué le potentiel de la DNAse chez ces patients.

L’asthme est une maladie classiquement associée aux €osinophiles [307]. Ces €osinophiles
peuvent libérer leur ADN mitochondrial sous forme d’Eosinophil Extracellular Traps [308]. De
plus, il a été montré que I’implication des neutrophiles est importante chez certains patients
[309]. Ces derniers ont une forme de maladie trés sévere et réfractaire au traitement standard avec
glucocorticoides [310, 311]. Dans leurs poumons, les quantités de neutrophiles produisant des
NET sont supérieures a la quantité d’éosinophiles [308]. Enfin, le traitement avec DNAse réduit
le stress oxydatif et améliore la résistance pulmonaire dans des mod¢les de souris asthmatiques

[312, 313].
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Dans la pneumonie, les neutrophiles sont largement recrutés au site infecté et produisent
d’importantes quantités de NET. Le S. pneumoniae induit directement la NETose et la quantité de
NET corr¢ele avec la sévérité de 1’atteinte histopathologique chez la souris [314]. Ce pathogene
exprime ¢également EndA, une endonucléase lui permettant de dégrader les NET qui est
essentielle a la dissémination bactérienne systémique [315]. Dans la pneumonie bactérienne a H.
influenzae, les NET sont incapables de détruire le pathogene et il existe une association entre des
quantités de NET excessives et la sepsie [316-318]. Dans la tuberculose pulmonaire, les
neutrophiles et les NET peuvent capturer le Mycobacterium tuberculosis mais sont incapables de
le tuer [319, 320]. Dans la pneumonie virale a I’influenza, des mode¢les de souris ont montré une
libération excessive de NET qui sont emprisonnés au sein des alvéoles, contribuant a

I’obstruction aérienne et a la perte d’étanchéité alvéolo-capillaire [321].

Dans le TRALI, les patients ont des quantités importantes de NET dans le sérum et dans les
vaisseaux pulmonaires [322, 323]. Des mod¢les de souris ont permis de déceler le role essentiel
des plaquettes dans la formation des NET [322, 323] et dans la physiopathologie du TRALI
[324]. 1l existe un cercle vicieux ou les plaquettes et les neutrophiles s’activent et contribuent a
I’occlusion vasculaire et aux dommages pulmonaires [258, 322, 323]. Le traitement préventif des
souris avec des anticorps anti-histones a réduit la quantité de NET sériques, 1’cedéme pulmonaire
et la mortalité [323]. De méme, 1’administration de DNAse intranasale réduit la formation de
NET et la séquestration plaquettaire tout en améliorant la fonction pulmonaire [322, 323]. Zhu et
al. ont aussi montré chez I’humain que la quantité de NET plasmatiques corrélent avec la sévérité
de D’atteinte pulmonaire, et que les neutrophiles des patients gravement atteints sont davantage

prompts a la NETose [325].

Dans les 1¢ésions pulmonaires induites par la ventilation mécanique (VALI), les neutrophiles et
les NET sont impliqués dans les phases précoces et tardives des dommages et correlent avec la
sévérité de Datteinte [326-329]. Des nouveau-nés prématurés ventilés pour de courtes périodes
ont exprimé d’importants niveaux de cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la synthese
de NET [330, 331]. Dans un mode¢le de souris ventilées a hauts volumes courants, le BAL des
poumons lésés comportait d’importantes quantités de cytokines et de NET [332]. Les effets de la
DNAse sont toutefois incertains. Rossaint et al. ont montré que ’injection de DNAse apres

I’insulte ventilatoire permettait de réduire les taux de NET circulants et d’améliorer les échanges

67



gazeux [326]. Au contraire, Yildiz ef al. n’ont observé aucun bénéfice clinique avec
I’administration intratrachéale de DNAse quoiqu’ils ont noté une réduction des NET dans le BAL

[332].

Finalement, les neutrophiles et les NET sont fortement impliqués dans les complications
associées a la COVID-19. Chez ces patients, la tempéte inflammatoire fournit un milieu idéal a
’activation neutrophilique, et un grand réle est joué¢ par I’IL-6 [333]. Un ratio neutrophiles sur
lymphocytes de > 4,8 est associé¢ a une maladie plus sévere avec une sensibilité et une spécificité
de 78% [334]. Les patients atteints de la COVID-19 ont des taux circulants plus élevés de NET
que les volontaires sains, et leur sérum peut induire la libération de NET chez des neutrophiles
sains in vitro [335-337]. Aussi, les taux de NET sanguins corrélent directement avec la sévérité
de I’atteinte pulmonaire [337, 338]. Des autopsies ont permis de découvrir que I’agrégation des
NET est au cceur de 1’occlusion microvasculaire des poumons malades [337, 339-341],
confirmant I’implication majeure des NET dans les complications thrombotiques de ces patients
[342]. Des résultats préliminaires démontrent que la DNAse inhalée pourrait réduire les taux de

NET dans le BAL et améliorer 1I’oxygénation [343-345].

Les NET dans la transplantation d’organes solides
Les NET sont impliqués dans I’I/R, étape cruciale pour tous les types de transplantations
d’organes solides. En 2016, Albadawi ef al. ont été les premiers chercheurs a tester la DNAse
dans un modele d’I/R. Leurs résultats ont montré que la dégradation des NET réduisait le
recrutement leucocytaire et améliorait la perfusion dans des muscles de souris [346]. Ces
conclusions ont suscité I’intérét pour de plus amples recherches. Une méta-analyse combinant 95
articles a montré que les taux d’ADN libre (¢cfDNA) du donneur, mesurés dans le sang du
receveur, comportaient une validité pronostique pour tous les types de transplantations d’organes
solides [347]. En transplantation rénale, les NET sont formés aprés la reperfusion et leur
dégradation par la DNAse réduit les dommages tissulaires chez la souris [348, 349]. L’expression
de PADA4 était grandement accrue a 24h chez les neutrophiles qui ont infiltré le greffon, suggérant
un réle important de PAD4 dans la formation des NET en I/R rénale [348]. Des souris sauvages
déficientes en PAD4 étaient également protégées des dommages rénaux et ne produisaient pas de
NET [348]. En transplantation hépatique, les niveaux sanguins de MPO-ADN sont élevés dans la

phase anhépatique (i.e. lorsque le foie est explanté) alors que le cfDNA et les nucléosomes sont
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¢élevés apres la phase de reperfusion [350]. Chez ces patients, le cfDNA et les nucléosomes
corrélaient avec les marqueurs de coagulation, et des biopsies post-reperfusion ont montré des
neutrophiles en NETose au sein des greffons [350]. Chez des patients avec I/R lors de résections
hépatiques partielles, Yazdani ef al. ont trouvé que I’IL-33 jouait un grand role dans la NETose
[351]. Finalement, I’inhibition de la NETose permet de réduire les dommages d’I/R hépatiques
chez des rats [352]. Pour les transplantations cardiaques et intestinales, aucune étude n’a évalué
le role des NET. Cela dit, plusieurs auteurs ont examiné le role des NET dans I’I/R associée a ces
organes. Dans I’l/R cardiaque, la dégradation des NET est bénéfique puisque la DNAse a
diminué le dommage cardiaque chez des rats [353]. Dans I’'I/R intestinal, la DNAse réduit la
réponse inflammatoire [354, 355], diminue I’infiltration leucocytaire [355] et permet de restaurer

I’intégrité de la barriére intestinale chez les rats [354].

Dans la transplantation pulmonaire, le role des NET a été partiellement étudié par un groupe
de la Californie [175, 356]. En 2015, Sayah ef al. ont montré que les taux de NET dans le BAL
augmentent apres la transplantation pulmonaire tant chez les souris que chez les humains [175].
Ils ont découvert une association claire entre la sévérité de la DPG, la quantit¢ de NET et la
déficience relative en DNAse intrabronchique [356]. Tout comme chez les souris déficientes en
PADA4, I’administration de DNAse intrabronchique diminue la quantité de NET, de neutrophiles
et de fuites intrabronchiques en plus d’améliorer 1’oxygénation [175]. Leurs travaux ont
¢galement mis en lumiére I’accumulation d’ADN mitochondrial dans les alvéoles trés rapidement
apres la reperfusion qui pourrait résulter de la mort cellulaire comme décrit dans nombreux autres
processus inflammatoires stériles et bactériens (sepsis, trauma, ARDS, etc.) [356].
L’accumulation d’ADN mitochondrial, en plus de témoigner de dommages tissulaires, constitue
un inducteur puissant de NETose suicidaire par la voie TLR9 [356]. Les bienfaits de la DNAse
pourraient donc étre doubles : I’enzyme dégrade a la fois I’ADN mitochondrial et les NET [356].
Dans ce contexte, la dégradation de I’ADN mitochondrial pourrait bloquer en amont la synthéese
de NET en prévenant I’activation de TLR9. Ce blocage en amont pourrait étre particuliérement
souhaitable considérant le potentiel immunogénique des NET lorsque dégradés [357]. De plus,
ces chercheurs ont mesuré les niveaux plasmatiques de complexes NE-DNA en préopératoire, a
4-6h et a 24h postopératoire et n’ont trouvé aucune association avec le développement de DPG3
persistante (DPG3 qui persiste a 24h, 48h et 72h). Finalement, un groupe de Toronto a décrit

pour la premiére fois la présence des NET dans le perfusat de ’EVLP, et ils ont montré que ces
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NET corrélaient avec la durée de ventilation mécanique chez le receveur [358]. Cependant,

aucune étude n’a examiné le role de la DNAse dans ’EVLP.

Dégradation des NET
La DNAse I est une enzyme permettant de dégrader I’ADN. Elle hydrolyse les liaisons
phosphodiesters entre les nucléotides [359]. Son pouvoir catalytique est optimal avec un pH de
7,0 et en présence de Mg?*, Ca** ou Mn?" [360]. Cette enzyme est principalement retrouvée dans
le pancréas, les reins et le tractus gastro-intestinal [361, 362]. Elle est aussi retrouvée dans le sang
avec une concentration de 3 a 10 ng/mL [363, 364]. La concentration de DNAse I dans le sang
est surtout dépendante du pancréas et de I’hypophyse [365-367] et varie en fonction de certains
¢tats pathologiques [366, 368-370]. Parmi d’autres, les patients avec certaines maladies
pulmonaires interstitielles [371], lupus [222], pancréatite chronique [366], cancer du pancréas
[368] ou glomérulonéphrite [369, 370] ont des quantités ou activités réduites de DNAses
circulantes. Dans le BAL des receveurs avec DPG, il existe une déficience relative de DNAse

comparativement aux patients non-DPG [356].

Dans nombreuses maladies associées a la NETose, I’ADN est présente en trop grandes
quantités et les niveaux de DNAse endogénes sont insuffisants. Pour contrer ce probléme, des
chercheurs ont administré la DNAse I exogéne et ont obtenu des résultats notables. Dans la sepsie
a Escherichia coli, I’administration IV de DNAse réduit I’inflammation et améliore la survie
[372]. L’utilisation de DNAse IV chez des souris septiques réduit également I’agrégation
plaquettaire et la coagulation en plus d’améliorer la perfusion microvasculaire [272]. Chez des
souris cancéreuses et non cancéreuses, la DNAse réduit I’incidence de thromboses veineuses
profondes [257, 373, 374]. Chez des souris avec anémie falciforme, la DNAse IV réduit les
complications et améliore la survie [278]. Chez des souris avec infarctus du myocarde, la DNAse
réduit la zone nécrosée et améliore le remodelage ventriculaire [353, 375]. Au niveau
pulmonaire, la DNAse I par voie IV réduit I’cedéme pulmonaire et la perméabilité vasculaire chez
des souris avec TRALI [323]. Par ailleurs, la DNAse I inhalée est un traitement crucial chez de
nombreux patients atteints de fibrose kystique [300]. Ce traitement réduit la viscosité du mucus et
facilite sa sécrétion [376]. La DNAse améliore la fonction pulmonaire et réduit les exacerbations
infectieuses [300, 301, 376]. Chez les jeunes enfants avec bronchiolites compliquées, la DNAse |

inhalée améliore I’état clinique et 1’aspect radiologique en plus de corriger I’atélectasie [377,
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378]. Cet impact sur I’atélectasie semble aussi étre bénéfique apres une chirurgie [379]. Chez des
patients intubés atteints de la COVID-19, I'utilisation de DNAse I inhalée pourrait améliorer la
fonction pulmonaire [343-345], mais des essais cliniques randomisés sont nécessaires pour fins
de validation. Malgré des résultats encourageants chez les animaux [312, 313], la DNAse inhalée
n’a fourni aucun bénéfice chez des patients asthmatiques [380] et des patients avec
bronchiectasies [381, 382]. Finalement, Sayah et al. ont montré que I’inhalation de DNAse I chez

les rats avec DPG réduisait les dommages pulmonaires et améliorait I’oxygénation [175, 356].

L’administration de DNAse I par voie IV chez I’humain a été étudiée par Davis Jr et al. en
1999 chez des patients avec néphrite lupique [383]. Chez ces patients, il y a un défaut de
clairance des NET secondaire a une activité réduite de la DNAse endogene [222]. L’essai
clinique de phase 1b a double insu et controlé par placebo a montré que la DNAse I IV (a doses
de 25 pg/kg ou 125 pg/kg) est sécuritaire chez les patients avec néphrite lupique [383]. Chez ces
patients, 1’activité enzymatique est soutenue pour deux a huit heures aprés 1’administration. Par
ailleurs, une étude menée par Genentech avec 15 volontaires sains a montré que 1’administration
de DNAse I par voie IV est sécuritaire a des doses variables (5, 25, 125 ou 500 pg/kg) [384]. De
plus, des injections quotidiennes pour cing jours a des doses de 500 pg/kg ne menaient & aucune
bioaccumulation du médicament dans le sang [384]. A cet effet, la DNAse I par voie IV pourrait
étre une option thérapeutique sécuritaire et a faible colt pour dégrader les NET dans plusieurs
maladies. En greffe pulmonaire, la DNAse I par voie IV pourrait potentiellement prévenir ou

traiter la DPG et améliorer significativement la survie des receveurs.

1.6 Objectifs de recherche

Il a été suggéré que plusieurs cytokines, dont le CRP, I’'IL-6 et le CXCLS8/IL-8 sont responsables
d’induire la synthése et la libération de NET [237, 385]. Les NET contribuent a 1’inflammation
vasculaire et aux phénomenes proagrégants et procoagulants dans nombreuses pathologies [254,
257, 261, 268-275]. Les NET exacerbent les 1ésions d’I/R et ils sont déléteres en transplantation
hépatique et rénale [346-350]. Des études animales ont montré que les taux de NET sont élevés
dans la greffe pulmonaire et que leur dégradation par la DNAse I s’avére bénéfique pour prévenir

la DPG [175].
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Considérant les affirmations énumérées précédemment, les buts de ce travail sont : 1)
déterminer les niveaux circulants de biomarqueurs associé¢s a la NETose chez les donneurs et les
receveurs en greffe pulmonaire; et 2) corréler ces biomarqueurs avec le développement de la
DPG3. Ces objectifs permettront de vérifier notre hypothése stipulant que les taux circulants de
NET (MPO, cfDNA, MPO-ADN) et de biomarqueurs associ¢s a la NETose (CRP, IL-6 et
CXCLS8/IL-8) sont associés au développement de la DPG3 chez les receveurs.
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2.1 Abstract

Background: Primary graft dysfunction (PGD) is characterized by alveolar epithelial and
vascular endothelial damage and inflammation, lung edema and hypoxemia. Up to one-third of
recipients develop the most severe form of PGD (Grade 3; PGD3). Animal studies suggest that
neutrophils contribute to the inflammatory process through neutrophil extracellular traps (NETs)
release (NETosis). NETs are composed of DNA filaments decorated with granular proteins
contributing to vascular occlusion associated to PGD. The main objective was to correlate
NETosis with recipient PGD3 development in a prospective exploratory study.

Methods: Clinical data and blood samples were collected from donors and recipients pre-, intra-
and postoperatively (up to 72hrs). Inflammatory inducers of NETs' release (IL-8, IL-6 and C-
reactive protein [CRP]) and components (myeloperoxidase [MPO], MPO-DNA complexes and
cell-free DNA [cfDNA]) were quantified by ELISA. When available, histology,
immunohistochemistry and immunofluorescence techniques were performed on lung biopsies
from donor graft collected during the surgery to evaluate the presence of activated neutrophils

and NETs.

Results: Lung biopsies from donor grafts collected during transplantation presented various
degrees of vascular occlusion including neutrophils undergoing NETosis. Also, in recipients
intra- and post-operatively, circulating inflammatory (IL-6, IL-8) and NETosis biomarkers
(MPO-DNA, MPO, cfDNA) were up to 4-fold higher in PGD3 recipients compared to non-PGD3

(p =0.041 to 0.001).

Conclusion: Perioperative elevation of NETosis biomarkers is associated with PGD3 following
human lung transplantation. These biomarkers might serve to identify recipients at risk of PGD3

and initiate preventive therapies.
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Résumé

Introduction: La dysfonction primaire du greffon (DPG) pulmonaire se caractérise par des
dommages alvéolaires et endothéliaux avec cedéme pulmonaire et hypoxémie. La DPG sévére
affecte ~30% des receveurs parmi lesquels le tiers vont en décéder. Des études animales
suggerent que les neutrophiles contribuent au processus via les pieges extracellulaires des
neutrophiles (neutrophil extracellular trap - NET). Les NET sont des filaments d’ADN ornés de
protéines inflammatoires pouvant mener a I’occlusion vasculaire. Notre objectif principal est de

corréler la NETose avec I’évolution clinique des receveurs.

Méthodes: Des renseignements cliniques et des prélévements veineux chez les donneurs et les
receveurs (n=36) ont été collectés pré-, intra- et post-greffe (0 a 72h). Les cytokines induisant la
NETose (interleukines [IL-6, IL-8], Protéine C Réactive [CRP]) et les marqueurs de NET
(my¢éloperoxidase [MPO], cell-free DNA [cfDNA] et complexes MPO-ADN) ont été quantifiés
par ELISA. Lorsque des biopsies de greffons pulmonaires étaient disponibles, la présence de
neutrophiles activés et de NET a ¢ét¢ évaluée par histologie, immunohistochimie et

immunofluorescence.

Résultats: Les biopsies de greffons pulmonaires ont présenté des degrés variables d’occlusion
vasculaire avec des neutrophiles en NETose. Chez les receveurs pendant et apres la greffe, les
niveaux sanguins d’interleukines (IL-6, IL-8) et les marqueurs de NET (MPO, cfDNA et MPO-
ADN) sont jusqu’a quatre fois plus élevés chez les receveurs avec DPG3 que chez les non-DPG3

(p=0.0412a0.001).

Conclusions: Des ¢lévations des NET sont associées a la DPG3. Ces biomarqueurs pourraient

étre mesurés pour cibler les receveurs a risque qui bénéficieraient de thérapies préventives.
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2.2 Introduction

Primary graft dysfunction (PGD) is the leading cause of morbidity and mortality in the
perioperative period of lung transplantation, characterized by vascular endothelial and alveolar
epithelial damage and inflammation, lung edema and severe hypoxemia (1). The severity of PGD
is graded with the PaO2/FiO2 ratio and edema infiltrates at chest x-ray, where a PaO2/Fi0O2 ratio
of 200 mmHg or less defines the worst PGD score (e.g. PGD3) (2). Unfortunately, one third of
recipients develop PGD3 within 72hrs despite providing efforts to enhance donor lung suitability,
organ preservation and perioperative management (2-4). The 30-day mortality of PGD3
recipients is up to 36% (4-8). Until now, there is neither an effective method predicting which
donor lungs will develop PGD3, nor a successful therapy for PGD, the management being only
supportive (3).

Neutrophils play a key role in PGD (4, 9, 10). Their detrimental implication is rooted into
ischemia-reperfusion injury (IRI), a process considered the leading culprit of PGD (11-14). In
animal models of lung IRI, neutrophils are sequestered in the pulmonary microcirculation during
ischemia, and further recruited following reperfusion (9, 15-18). In humans, priming and
activation of circulating neutrophils is likely to occur, given the highly pro-inflammatory
environment in donors and recipients (4, 5, 9, 19, 20). Donor and recipient levels of two
cytokines involved in neutrophilic chemotaxis or migration (IL-6 and IL-8) are potent predictors
of PGD development (21-25). Thus, IRI and systemic inflammation can provide a suitable
environment for neutrophil activation and neutrophil extracellular traps (NETs) formation (9, 11).

NETs are web-like structures composed of decondensed chromatin, histones and antimicrobial
proteins such as myeloperoxidase (MPO) and neutrophil elastase (NE) (26). Originally
discovered for their role against bacterial infections (26), NETs are also key drivers of several

diseases. In lung transplantation, the role of circulating NETs is less clear. Increased NETs in
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perfusates from ex vivo lung perfusion (EVLP) during donor lung reconditioning was associated
with worse recipient outcome (27). In a murine model of PGD, Sayah and al. (10) demonstrated a
platelet-dependent formation of NETs and the benefits of inhaled DNase I therapy by reducing
pulmonary lesions. They also demonstrated the pathological implication of NETs in human
airways but found no difference in plasma levels of NETs between PGD3 and PGDO0O human
recipients. However, plasma was only collected from recipients, and at limited time-points. Thus,
there is a need to characterize the kinetics of circulating NETs associated to identify patients at
risk of PGD, in order to better anticipate and prevent lethal complications.

Our objectives were to determine the pre-, intra- and post-operative levels of NETs and
cytokines associated with NETosis in donors and recipients undergoing bilateral lung
transplantation. Cytokines and NETs were correlated with the development of PGD3 in
recipients. We hypothesized that pulmonary NETosis would be highly pathological, leading to
endothelium injury and microvascular occlusion via neutrophil/platelets aggregates adhered onto
endothelial cells. We posed that elevation of acute markers of inflammation in both donors and

recipients provides a suitable milieu for NETs synthesis and PGD development.
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2.3 Material and methods

Participants

This prospective observational study was conducted from July 2018 to December 2020 at the
Centre hospitalier de 1’Université de Montréal (CHUM), Québec, Canada. Recipients (>18 yrs
old) were screened before surgery and informed written consents were obtained. For 25 out of 36
donors, consent for blood sampling were obtained in written forms by Transplant Québec, the
local organ procurement agency, after the family’s approval. Exclusion criteria were re-transplant
procedures, use of extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) before surgery, patients with
tuberculosis, HIV or hepatitis. The protocol was approved by the local ethics boards (Montreal
Heart Institute [ICM#2019-2430], CHUM [Respiratory Tissue Biobank of CRCHUM, CE08.063]

and Transplant Québec).

Study design

Venous blood samples were obtained from donors (n = 25) and recipients (n = 36) in Vacutainer
separation tubes containing 1 mg/mL protamine to ensure coagulation. In donors, blood was
obtained during surgery before lung procurement. In recipients, blood was collected after general
anesthesia induction, during surgery before the first lung implantation and after the second lung
implantation, and at 3, 24, 48 and 72hrs following second lung reperfusion. Samples were
centrifuged (1500g for 15 min) and serum was aliquoted and frozen at -80°C.

Demographics (sex, age, BMI) and clinical parameters (medical history, laboratory and
respiratory tests, surgical procedure, organ procurement, outcome measurement) were collected
from the electronic medical record. Clinical data from all corresponding donors were included in
the recipients' medical records. The outcome was a binary variable defined by PGD3

development at 12hrs following arrival of recipients in ICU post-transplant, a cut-off previously
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used in other studies (between 0 to 12 hours post-ICU arrival) (28-30). This allows to identify
earlier the most severely affected patients (PGD3) and separate them from patients without PGD
(PGDO) or low-grade lung injuries (PGD1/2). Edema infiltrates on chest x-ray and PaO2/Fi02
ratios were used according to the 2016 standardized scale of the International Society for Heart

and Lung Transplantation (ISHLT) to determine PGD grades (2).

Quantification of circulating NETs and biomarkers

As NETs are composed of DNA strands bound with proteins, including MPO, a custom ELISA
using a mouse anti-human MPO capture antibody and an anti-DNA from the Cell Death
Detection ELISA (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) as detection antibody was performed
(31). Cell-free DNA was isolated by QIAamp®© Blood Mini Kit (#51106, Qiagen, Valencia, CA)
and quantified with Quant-IT PicoGreen dsDNA Assay Kit (#P7589; Invitrogen, Eugene, OR).
MPO was measured by ELISA (#440007, Biolegend, San Diego, CA). IL-8 and IL-6 were
quantified by a high sensitivity multiplex assay (Luminex Assay; #LHSCM206 and
#LHSCM208, R&D Systems). High-sensitivity CRP (hsCRP) was quantified by nephelometry at

the MHI clinical biochemistry laboratory.

Lung histology and immunohistology and confocal imaging

As per standard procurement technique, donor lungs were perfused anterogradely (4L, pulmonary
artery) and retrogradely (1L, pulmonary veins) with a low-potassium dextran solution
(Perfadex®, XVIVO Perfusion) (32). In cases of size mismatch between donor lungs and
recipients, lung specimens were obtained after lung volume reduction (peripheral segmental
resection) or standard lobectomy in the donor lung. These procedures were performed during
lung transplantation before lung reperfusion in the recipient. Collected tissues (1 specimen of 2

cm® in volume per available graft) were put into 10% neutral-buffered formalin solution and
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embedded in paraffin blocks. Neutrophils were detected using an anti-myeloperoxidase (MPO,
#Pa5-16672; ThermoFisher, Waltham, MA) and NETosis was visualized with an anti-histone H3
citrulline R2 + R8 + R17 (CitH3, #ab5103, Abcam, Toronto, ON). For confocal imaging,
platelets and endothelial cells were detected using a mouse monoclonal anti-CD41 (Santa Cruz,
#sc-365938, Dallas, TX) and a rabbit polyclonal anti-CD31 (Novus Biological, #BN100-2284,
Centennial, CO) primary antibodies respectively. Positive signals were revealed with a donkey
Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 647) (Abcam, #ab150107) and donkey Anti-Rabbit IgG
H&L (Alexa Fluor® 555) (Abcam, #ab150074) respectively. Histology and immunochemistry
images were obtained using a bright field microscope (BX45 model, Olympus, Tokyo, Japan)
with QImaging QICAM Fastl3 camera and Image Pro Premier software (Media Cybernetic,
Rockville, MA). Fluorescence images were obtained using a confocal microscope (LSM 710;
Carl Zeiss, Toronto, ON). Scoring and histological procedures were performed on each of the
thirteen (13) collected graft samples as previously described (33). Ten images of histology and
immunochemistry (magnification, x100) were randomly selected in each tissue sample and a
qualitative score was determined to assess vascular occlusion from these images (0, 25, 50, 75 or
100%). A 100% score means all or most vessels visualized (venules and arterioles) were
occluded with neutrophils or NETs, whereas 25/50/75% scores mean about 25/50/75% of the
blood vessels were obstructed with neutrophils or NETs. All vessels visualized in the images

were used for the analyses. Blinded scoring was performed by the same observer.

Statistics
Characteristics of donors and recipients are presented as frequency (percentages), mean =+
standard deviation or median (interquartile range [IQR], quartile 1; quartile 3) as indicated

according to results of normality tests. Predicted total lung capacities were calculated based on
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formulas defined by Mason and al. (34) using age, gender, height and weight. Inter-group
differences were assessed with chi-square tests for dichotomous variables, and with Student t or
Mann-Whitney U tests for continuous variables according to distributions. Random-effect
longitudinal analyses were used for cellular counts and biomarkers to account for missing time-
points (PROC MIXED, SAS 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC). Estimates from the models are
reported and differences at each time-point were assessed with contrasts only when the overall
inter-group difference was significant. Results were considered significant if p < 0.05. Statistical

analyses were performed with SPSS and SAS and figures were performed with Prism 8.
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2.4 Results

Clinical results

Thirty-six (36) recipients were included from June 2018 to December 2020 for this study. Nine
(9) out of 36 recipients developed PGD3 within 12hrs following surgery. Preoperative
characteristics of recipients and their corresponding donors are presented in Table 1. Troponin-I
levels were higher (p = 0.019) in donors associated with postoperative PGD3 than donors not
associated with PGD3 but there was no difference in the number of heart transplantation between
the two groups. None of the other preoperative baseline characteristics were associated with the
PGD3 group.

Intra- and postoperative characteristics of patients are displayed in Table 2. Duration of
surgery amongst recipients who developed PGD3 was longer (p = 0.044). Three recipients of the
PGD3 group were placed on extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) intra-operatively
while four recipients were on ECMO post-operatively. Three hours following second lung
reperfusion, PGD3 recipients had elevations in liver cytolysis biomarker (ALT, p = 0.008), renal
function (creatinine, p = 0.050) and hypo-perfusion (lactic acid, p = 0.004). Finally, PGD3 was
associated with postoperative hemorrhage (p = 0.014) and mortality within 120 days (p = 0.002),

but prolonged (>72hrs) mechanical ventilation was not statistically associated with PGD3.

NETs-mediated vascular occlusion in grafts

Tissue samples from 13 donor grafts were collected before reperfusion in recipients. From the 13
available grafts, 8 were associated with PGD3 and 5 with non-PGD3 outcome. Lungs from both
groups present various levels of vascular occlusion with neutrophils (MPO) and NETs (CitH3)
(Figure 1A-F). Using a qualitative score, vascular occlusion by neutrophils increased from 20%

to 38% and NETs from 15% to 34% in non-PGD3 versus PGD3 groups, although these
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elevations were not statistically significant (p = 0.477 and p = 0.500 respectively) (Figure 1G). In
blood vessels showing partial to complete occlusion, both neutrophil (MPO) - platelet (CD41)
interaction and adhesion onto endothelium (CD31) were present (Figure 2A-B). Neutrophils

undergoing NETosis (CitH3) were adhered to the endothelium and present in the thrombus core

(Figure 2C).

Circulating NETs are associated with PGD3

NETosis kinetic was measured using three biomarkers (MPO-DNA, MPO and ¢fDNA), in donors
and recipients (Figure 3). For MPO-DNA, a specific NETosis biomarker, there was a significant
difference over time between patients who developed PGD3 at 12hrs following surgery and those
who did not (p = 0.036). Levels of MPO-DNA gradually increased intra- and post-operatively in
the PGD3 group and were specifically elevated at 3hrs following second lung graft, and at 48hrs
post-surgery. MPO levels also fluctuated significantly over time between the two groups (p =
0.018), being more elevated at the second lung implantation and 3hrs postoperatively in the
PGD3 group. Finally, cfDNA levels were also higher in the PGD3 group overtime (p = 0.041).
Like MPO, cfDNA levels were more elevated at the second lung implantation and 3hrs later, and
additionally at 72hrs post-surgery. For all three NETosis biomarkers, levels in donors were not
significantly different between the PGD3 and non-PGD3 groups. Importantly, NETosis
elevations in the PGD3 group were not due to an increase in circulating neutrophils (Figure 4).
Neutrophils and lymphocytes (Figure 4) and neutrophil/lymphocyte ratio (data not shown) were
similar in both groups over time. Interestingly, we observed a relative platelet deficiency in the
PGD3 group as compared with the non-PGD3 group (p = 0.024), and the latter was not due to

differential platelet transfusion between groups (Figure 4).

NETosis-related inflammation is associated with PGD3
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Three additional inflammatory biomarkers also known to induce NETosis (35-37) were measured
in donors and before, during and after lung transplantation in recipients (Figure 3). Recipient's
intra- and postoperative values of IL-8 (p < 0.001) and IL-6 (p = 0.002) were both highly
associated with PGD3 development in recipients. The highest elevations of IL-8 and IL-6 were
observed at 3hrs following second lung perfusion, as observed with NETosis kinetics. For CRP,
values in both groups were also elevated in the postoperative period, peaking at 24hrs. No
difference was found over time between the two groups (p = 0.614). Nonetheless, CRP levels
dropped significantly after 48hrs post-surgery in the non-PGD3 group (p < 0.0001), while values
remained elevated in the PGD3 group. As for NETosis biomarkers, there was no significant
association between the development of PGD3 in the recipient and values of IL-8, IL-6 and CRP
in donors. Interestingly, independent of PGD3 development, values of CRP in donors were high
while values of IL-8 and IL-6 were minimal.

Based on these findings, we compared MPO-DNA levels with the four biomarkers
significantly associated with PGD3 (Figure 5). We established 2 x 2 combinations to assess the
PGD3 predictive potential of these biomarkers when measured simultaneously at 3hrs. When
values are over the 66th percentile for each biomarker (red zones), the risk of developing PGD3
varies from 71 to 80%. More importantly, when values are lower than the 66th percentile for each
biomarker (blue zones), the risk of developing PGD3 varies from 0 to 6%. Cutoffs were selected

arbitrarily as per clinical relevance.
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2.5 Discussion

Our study is the first to establish an association between circulating NETs and the development
of PGD3 in human lung transplantation. We observed an increase in intra- and postoperative
recipient levels of circulating NETosis biomarkers (MPO-DNA, MPO and ¢cfDNA) and NETs-
associated pro-inflammatory biomarkers (IL-8 and IL-6), correlating with PGD3 development.

Neutrophils and NETs are key contributors to many occlusion-related lung complications, and
their inter-relationship with platelets is highly pathogenic (38, 39). Upon their release (40), NETs
can bind to endothelial cells through von Willebrand factor (vVWF) (41, 42) and P-selectin (43,
44), providing a scaffold for the binding of platelets, neutrophils and erythrocytes, leading to
fibrin deposition and thrombotic microvascular occlusion (45-47). In our study, as depicted by
immunofluorescence staining, the microvascular occlusion, mainly derived from neutrophils
undergoing NETosis and platelet-bound neutrophils adhered onto lung endothelium, was higher
in lung grafts that subsequently developed PGD3. This finding was observed prior to lung
reperfusion in recipients, suggesting that actual techniques to clear blood-born elements in blood
vessels from donor's lungs might be insufficient.

The local load of intravascular NETs can further be exacerbated upon reperfusion. In this
study, perioperative elevations of IL-8 and IL-6, two potent inducers of NETosis and lung
neutrophilic chemotaxis, were associated with PGD3 (35-37). These elevations could further
aggravate local NETs formation after neutrophil chemotaxis in lungs. Two studies (21, 23)
previously correlated perioperative IL-8 and IL-6 levels with PGD3, and our study supports these
findings, highlighting the early predictive potential of these biomarkers. Interestingly, we found
that intraoperative venous levels of NETs were associated with PGD3. More precisely,
biomarkers of NETosis measured directly after second lung perfusion and at 3hrs were closely

associated with PGD3. Therefore, this might suggest that circulating NETs in recipient venous
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blood enter pulmonary vasculature and add to the local load of intravascular NETs, perpetuating
microvessel occlusion and ischemia-reperfusion lesions. At 24hrs, biomarkers of NETosis
decreased in the PGD3 group and there was no difference between the two groups. This finding
could be related with the transient decrease in circulating neutrophils illustrated in Figure 4.
Alternatively, this decrease could be explained by the turnover interval required to synthetise and
release new NETs after the acute peri-operative burst observed.

Systemic NETosis leads to circulating platelet depletion through NETs-mediated disseminated
clot formation, a major contributor to microvascular hypoperfusion and multiorgan dysfunction
(48). In our study, we observed a significant decrease of circulating platelets concomitantly with
circulating NETs elevation in recipients developing PGD3. These recipients also presented a
slight transient elevation in multiorgan damage biomarkers, although this might be a consequence
of surgery-related hemodynamic factors. Taken together, these findings support the plausibility of
systemic clot formation following human lung transplantation. This prothrombotic nature of
NETs was also delineated in liver transplantation where cfDNA measured upon liver reperfusion
correlated with coagulation activation (49). Systemic clot formation associated with
thrombocytopenia are part of disseminated intravascular coagulation, a feared complication with
high mortality rates (48). Further work comprising coagulation studies is needed to confirm these
exploratory findings.

Previous studies reported clinical benefits of grading PGD at ICU arrival (Ohr), 6hrs and 12hrs
(28-30, 50). We elected to classify recipients developing PGD3 at 12hrs. Moreover, NETosis and
inflammatory biomarkers measured as early as 3hrs post-surgery correlated with PGD3 at 12hrs.
Therefore, the earliest measurement of NETosis and inflammatory biomarkers could be useful to
rapidly identify recipients at high versus low risks of PGD3, facilitating the decision to

potentially treat the recipients with therapeutic strategies targeting NETosis and inflammation.
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Sayah and al. found that intra-bronchial DNase I therapy can reduce lung injury following
murine lung transplantation (10). In a sepsis animal model, DNase I therapy given
intraperitoneally (IP) reduced organ damage and improved survival (51, 52). DNase I (IP or
intravenously, IV) was also beneficial in IRI involving kidneys, heart and liver (53-55). In
humans, David and al. reported that a single IV dose of DNase I was safe and well tolerated, with
no side effects within seven days after administration (56). Thus, IV DNase I administration

could prevent NETs-mediated complications following human lung transplantation.

Study limitations :
The plurality of blood collection time points made it technically difficult to achieve the complete
acquisition of all blood samples. Random-effect longitudinal analyses were used to account for
missing values and this accommodation method increased the statistical strength, but we were
unable to assess the predictive potential of our biomarkers statistically due to low sample size.
The low number of patients also explains data heterogeneity, especially in the PGD3 group, and
refrained us from adjusting our results with cofounding variables. In this study, all ECMO were
considered having PGD3 since ECMO was used to support patient ventilation/oxygenation and
not for hemodynamic support. As shown with cardiopulmonary bypass, the use of ECMO likely
activates neutrophils to produce NETs (57). Therefore, it is difficult to dissociate the implication
of ECMO from NETosis in PGD3 development. On the other hand, well-described characteristics
associated with PGD3 such as donor-recipient allograft size mismatch, recipient sex, recipient
body mass index, prolonged mechanical ventilation and others were not associated with PGD3,
and this might be a consequence for the lack of power (4).

In conclusion, this study demonstrated that circulating NETosis in recipients is associated with

PGD3 following human lung transplantation. The perioperative dosage of IL-8 and IL-6 and
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NETosis biomarkers (MPO-DNA, MPO and cfDNA) could serve as a diagnostic tool for
identifying the risk of developing PGD3. Commercial standardization of our MPO-DNA ELISA
test could be combined with the measurement of the other biomarkers as a diagnostic panel kit
testing to facilitate point-of-care use in hospital settings. Considering the high burden and
mortality rate of PGD3, therapeutics targeting NETosis in recipients with high risk of developing
PGD3, such as intravascular DNase I administration, could be a promising low-cost therapy to

help prevent postoperative complications and death following human lung transplantation.
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2.7 Tables & Figures

Table 1.Preoperative characteristics of donors and recipients

All patients non-PGD3 PGD3 P value
(n=36) (n=27) n=9)
Donor characteristics
Male 18 (50%) 14 (52%) 4 (44%) 1.000
Age (years) 45+ 17 43+ 16 50+15 0.281
Body mass index (kg/m?) 26 (23-29) 25 (23-30) 25 (25-27) 0.889
Cause of death 0.766
- Trauma 15 (43%) 12 (44%) 3 (33%)
- Stroke 12 (33%) 9 (33%) 3 (33%)
- Suicide 9 (25%) 6 (22%) 3 (33%)
White blood cells [4-11] (10%/L) 13 (11-18) 13 (11-16) 18 (12-24) 0.107
Type of organ donation 0.392
- Donation after brain death 26 (72%) 18 (67%) 8 (89%)
- Donation after circulatory death 10 (28%) 9 (33 %) 1 (11%)
Duration of cold ischemia (minutes) 242 (137-278) 237 (137-278) 263 (177-287) 0.406
pTLC (L) 6.5 (5.0-7.4) 6.4 (5.0-7.3) 6.0 (4.9-7.1) 0.765
pTLC donor-to-recipient ratio 1.02 (0.85-1.09) 1.03 (0.85-1.09) 0.96 (0.84-1.06)  0.618
Pa02/FiOz ratio prior to organ procurement 441+ 73 448 + 60 418 = 105 0436
(mmHg)
Other organ procurement
- Heart 11 (30%) 9 (33%) 2 (18%) 0.490
- Liver 23 (64%) 17 (63%) 6 (67%) 1.000
- Kidneys 30 (83%) 24 (89%) 6 (67%) 0.095
Troponin I level [<14] (ng/mL) 53 (0-249) 10 (0-87) 280 (39-726) 0.019
Alanine aminotransferase [20-55] (U/L) 45 (20-94) 30 (19-94) 54 (26-91) 0.382
Serum creatinine [55-110] (mmol/L) 65 (44-86) 59 (44-78) 123 (46 -386) 0.107
Recipient characteristics
Male 28 (78%) 22 (82%) 6 (67%) 0.352
Age (years) 62 (53-64) 62 (46-64) 62 (58-66) 0.368
Body mass index (kg/m?) 24+4 24+4 25+5 0.382
pTLC (L) 6.5 (5.6-6.9) 6.7 (6.1-7.0) 6.3 (5.3-6.4) 0.136
Diabetes 14 (39%) 9 (33%) 5 (56%) 0.194
Smoking 0.431
- Never 14 (39%) 12 (44%) 2 (22%)
- Former 21 (58%) 15 (56%) 6 (67%)
Lung disease 0.160
- Pulmonary hypertension 2 (6%) 0 (0%) 2 (22%)
- Idiopathic lung fibrosis 12 (33%) 10 (37%) 2 (22%)
- Cystic fibrosis 5 (14%) 4 (15%) 1 (11%)
- Chronic obstructive pulmonary disease 12 (33%) 9 (33%) 3 (33%)
- Interstitial pulmonary disease 5 (14%) 4 (15%) 1 (11%)
White blood cells (10%/L) 10 (7-15) 10 (7-11) 12 (7-15) 0.355

Data are presented as frequencies (%), means + standard deviation or medians (IQR) where appropriate. pTLC, predicted

total lung capacity. Reference laboratory values are shown in [square brackets] and are derived from the Montreal Heart

Institute.
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Table 2.Intra- and postoperative characteristics of recipients

All patients non-PGD3 PGD3 P value
(n=36) m=27) n=9)
Intraoperative characteristics
Duration of surgery (minutes) 250+ 51 240+ 43 280+ 63 0.044
Use of ELVP 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.000
Use of CPB 5 (14%) 3 (11%) 2 (22%) 0.404
Use of ECMO 3 (8%) 0 (0%) 3(33%) 0.002
Red blood cells transfusion 28 (78%) 21 (78%) 6 (67%) 0.505
Platelets transfusion 8 (22%) 4 (15%) 4 (44%) 0.064
Volume of blood loss (liters) 1.2 (1.0-2.0) 1.2 (1.0-1.5) 1.5 (1.5-3.0) 0.101
Postoperative characteristics
Troponin I levels [<14] (ng/mL)*
-Day 0 455 [397-522] 398 [346-457] 659 [483-898] 0.140
- Day 1 534 [459-621] 526 [435-634] 586 [486-707] 0.684
- Day 2 396 [340-461] 389 [322-470] 423 [347-516] 0.758
- Day 3 315[273-364] 312 [261-373] 337 [277-409] 0.768
Alanine aminotransferase [20-55] (U/L)?
-Day 0 20.2 [17.0-24.0] 14.5 [13.0-16.1] 54.2 [33.7-87.3] 0.008
- Day 1 30.9 [25.6-37.2] 22.3[19.6-25.4] 77.1[46.8-126.9] 0.017
- Day 2 31.5[26.1-37.9] 22.3[19.6-25.3] 81.7[50.6-131.9] 0.010
- Day 3 35.6 [29.8-42.7] 24.6 [21.9-27.7] 96.8 [52.1-150.7]  0.003
Serum creatinine [55-110] (mmol/L)*
-Day 0 70.0 [66.8-73.4] 66.0 [63.1-68.7] 83.9 [74.8-94.2] 0.050
- Day 1 85.6 [80.4-91.2] 80.6 [75.0-87.0] 101.7 [92.0-112.6] 0.068
- Day 2 80.9 [74.6-87.7] 77.5 [69.9-85.5] 92.7[83.9-102.3] 0.204
- Day 3 73.6 [68.1-79.5] 70.1 [63.6-76.6] 86.0[76.4-96.9] 0.167
Lactic acid [0.5-1.7] (mmol/L)?
-Day 0 2.53[2.28-2.82] 2.11[1.92-2.32] 4.39 [3.48-5.52] 0.004
- Day 1 1.91 [1.73-2.11] 1.57 [1.48-1.67] 3.41 [2.60-4.47] 0.006
- Day 2 1.48 [1.36-1.60] 1.42 [1.33-1.52] 1.70 [1.33-2.17] 0.482
- Day 3 1.39 [1.26-1.53] 1.22 [1.10-1.35] 2.02 [1.65-2.48] 0.030
Postoperative hemorrhage 4 (11%) 1 (4%) 3(33%) 0.014
Use of ECMO 4 (11%) 0 (0%) 4 (44%) 0.001
Mechanical ventilation > 72hrs 8 (22%) 4 (11%) 4 (44%) 0.064
Death in first 120 days following surgery 5 (13%) 1 (4%) 4 (44%) 0.002

Data are presented as frequencies (%), means + standard deviation, medians (IQR) or as “estimates [95%CI] from
mixed-effect analysis where appropriate. For estimates, when P values representing the global inter-group
comparisons over time were significant, specific time-point comparisons were represented. EVLP, ex vivo lung
perfusion; CPB, cardiopulmonary bypass; ECMO, extracorporeal membrane oxygenation. Reference laboratory
values are shown in [square brackets] and are derived from the Montreal Heart Institute.
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Figure 1. Neutrophil and NETs-mediated vessel occlusion in grafts prior to transplant. Morphology was
assessed by HPS staining. Vascular occlusion occurs to varying degrees, some arterioles or venules (*) are not
occluded (A) while others are completely occluded (D). Vascular occlusion mainly originates from neutrophils (E;
MPO; black arrows) and activated neutrophils undergoing NETosis (F; CitH3; black arrows). Qualitative
assessment (G) of vessel occlusion in grafts which led to PGD3 (n = 8) as compared with non-PGD3 (n = 5). Each
graft obtained was scored qualitatively for vascular occlusion (0, 25, 50, 75 or 100%). A 100% score means all or
most vessels visualized (venules and arterioles) were occluded with neutrophils or NETs, whereas 25/50/75%
scores mean about 25/50/75% of the blood vessels were obstructed with neutrophils or NETs. Means and standard
deviations are represented with bars and individual scores for each graft are plotted with colored dots (Student t
test). Original magnification, x200.
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Figure 2. Neutrophil-platelet and NETs endothelium interactions in a lung graft prior to transplant in a
recipient who subsequently developed PGD3. In Figure A, platelets adhered onto and underneath the endothelium
(white arrows, A2 and A3). In Figure B, numerous neutrophil-neutrophil (B1) and neutrophil-platelet (white arrows,
B3) interactions were observed. In Figure C, the presence of NETs (CitH3; white arrows) in a neutrophilic thrombus
was noted. CD31, endothelium; CD41, platelets; CitH3, NETs; MPO, neutrophils; DAPI, dsDNA. Original
magnification, x240.
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Figure 3. Pre-, intra- and postoperative serum levels of NETosis (4, B, C) and inflammatory (D, E, F)
biomarkers in donors (n = 25) and recipients (n = 36). Blue lines show biomarkers in non-PGD3 recipients (n =
27) and red lines in PGD3 recipients (n = 9) (Mixed-method analyses). The 95% confidence intervals are represented
with bars. P values represent the global inter-group comparisons over time. Significant time-point differences are
illustrated with asterisks (*). *p<0.050, *p<0.001 and ***p<0.001.
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Figure 4. Pre- and postoperative circulating neutrophils (4), lymphocytes (B) and platelets (C) in recipients (n
= 36). Blue lines show biomarkers in non-PGD?3 recipients (n = 27) and red lines in PGD3 recipients (n = 9) (Mixed-
method analyses). Reference laboratory values are derived from the Montreal Heart Institute. The 95% confidence
intervals are represented with bars. P values represent the global inter-group comparisons over time. Significant
time-point differences are illustrated with asterisks (*). **p<0.010.
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Figure 5. Prediction of PGD3 onset based on early postoperative (3hrs) values of NETosis biomarkers and
inflammatory cytokines inducing NETosis. Cut-off lines represent the 66th percentile value for each biomarker
and limit four quadrants. The number of recipients belonging in each quadrant is displayed with colored numbers.
For every binary combination of biomarkers, recipients located in the red zones have the highest risk of developing
PGD3 whereas recipients in the blue zones have the lowest risk of developing PGD3 at 12hrs.
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CHAPITRE 3 : DISCUSSION






3.1 Résumé de nos principales observations

Afin d’explorer le role des NET en transplantation pulmonaire chez 1’humain, nous nous sommes
intéressés a la cinétique des NET et a la présence de NET dans les greffons pulmonaires. Nous
avons tenté de répondre a la question suivante : les NET sont-ils impliqués dans la DPG ? Pour y
arriver, les niveaux sériques de NET et de biomarqueurs pro-inflammatoires ont été mesurés chez
25 donneurs et chez 36 receveurs a différents temps pré, intra et postopératoires. Les niveaux de
NET et de biomarqueurs ont ensuite été corrélés avec la survenue de DPG3 a 12h postopératoire,
complication qui est survenue chez 9 des 36 receveurs inclus dans I’étude. Lorsque des biopsies
de greffons étaient disponibles pendant la greffe, nous avons évalué la présence de neutrophiles
activés et de NET dans ces tissus par histologie, immunohistochimie et immunofluorescence.
Aux termes de mon projet de maitrise, nous avons pu montrer que les niveaux sériques de NET
(MPO-ADN, MPO, cfDNA) et de biomarqueurs pro-inflammatoires (IL-6, CXCLS8/IL-8)
mesurés pendant et apres la greffe chez le receveur corrélent avec le développement de DPG3 a
12h postopératoire. De plus, les greffons collectés présentaient différents degrés d’occlusion

vasculaire avec des neutrophiles activés en processus de NETose.

3.2 L’occlusion vasculaire des greffons

L’implication des neutrophiles et des NET dans I’immunothrombose est reconnue dans plusieurs
pathologies et complications : sepsie, anémie falciforme, cancer, COVID-19, et autres [254, 268-
271, 276-284, 286, 339]. En transplantation pulmonaire, 1’endothélium est particuliérement
prompt a la thrombose conséquence de I’I/R [164, 165]. Une fois en circulation, les NET peuvent
adhérer a ’endothélium endommagé par le vVWF [386, 387] et les récepteurs P-sélectines [249,
388]. Leur structure en filet permet I’agrégation des cellules circulantes, dont les plaquettes [254,
264, 389], et cette relation NET-plaquettes fortement thrombogeéne perpétue I’occlusion
vasculaire locale [260, 261]. Dans notre étude, nous avons objectivé la présence d’occlusion
vasculaire dans les biopsies de greffons récoltés avant le déclampage des greffons transplantés.
Les études par immunohistochimie ont permis de déceler la présence importante de neutrophiles
et de neutrophiles activés dans la lumieére des vaisseaux occlus. Les études par
immunofluorescence ont par la suite permis de visualiser la présence de NET dans les zones
d’occlusion vasculaire, en plus de montrer les interactions entre plaquettes et neutrophiles.

Quoique nous n’avons pas étudi¢ les marqueurs de dommages endothéliaux, il est adéquat de
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soutenir que la forte concentration de NET dans les microvaisseaux pulmonaires perturbe
I’étanchéité endothéliale. D’autres équipes ont d’ailleurs ¢élucidé les mécanismes expliquant la
cytotoxicité des NET sur I’endothélium [323, 339, 390-392]. Entre autres, le CitH3 cause une
dysfonction de la barriere endothéliale par une ouverture des jonctions adhérentes et un

réarrangement du cytosquelette endothélial [392].

La présence de NET dans la microcirculation pulmonaire du greffon avant la reperfusion
laisse suggérer un lavage vasculaire sous-optimal. Le protocole chirurgical requiert un lavage
vasculaire du greffon lorsque ce dernier est prélevé chez le donneur. Habituellement, quatre litres
d’une solution dextrose faible en potassium (Perfadex®, XVIVO Perfusion) sont perfusés dans
I’artére pulmonaire (perfusion antérograde) et un litre est perfusé par les veines pulmonaires
(perfusion rétrograde) [74]. Au besoin, un lavage supplémentaire peut étre effectué par 1’équipe
chirurgicale s’il persiste des doutes d’embolies pulmonaires. Dans notre étude, nous avons
objectivé la présence d’occlusion vasculaire dans les biopsies de greffons récoltés pendant la
greffe, et ce malgré que tous les greffons aient précédemment bénéficié du lavage vasculaire tel
que décrit. Les spécimens étudiés étaient pour la plupart des biopsies obtenues en périphérie du
poumon, ce qui pourrait expliquer en partie 1’inefficacité du lavage vasculaire dans ces zones
périphériques. En fonction de nos trouvailles, nous statuons que le lavage vasculaire s’avere
imparfait pour décongestionner la microcirculation pulmonaire. Plusieurs éléments cellulaires
néfastes persistent dans la lumicre vasculaire, parmi ceux-ci se trouvent les NET. Des
modifications de la méthode perfusionnelle et/ou 1’ajout d’agents thrombolytiques (ex. :
alteplase, DNAse) pourraient étre envisagés pour améliorer la qualité du lavage vasculaire [393].
Ces ajustements permettraient d’éviter les nombreux effets néfastes associés a 1’accumulation

locale de NET décrits précédemment.

3.3 Les NET circulants et la DPG

La présence de NET dans la circulation sanguine peut mener a une occlusion des microvaisseaux
pulmonaires et/ou systémiques, contribuer localement aux dommages tissulaires, et agir comme
filet pour I’agrégation et I’extravasation d’autres cellules inflammatoires [254, 260, 272, 339,
354, 394-399]. La libération de NET dans le sang peut étre la conséquence de nombreux stimuli
inflammatoires [249]. Des travaux récents de notre laboratoire ont montré que les niveaux de

CRP correlent avec la quantit¢ de NET circulants chez des patients atteints d’insuffisance
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cardiaque et que le CRP induit directement la NETose de fagon concentration-dépendante in vitro
[237]. De méme, I’IL-6 et le CXCLS/IL-8 sont deux cytokines connues pour induire la NETose
directement [239, 400] ou indirectement grace a la synthése de CRP par les hépatocytes [401,
402]. Dans notre étude, les taux de ces biomarqueurs pro-inflammatoires (CRP, IL-6, CXCLS8/IL-
8) et les taux de NET (MPO, MPO-ADN, cfDNA) ont été mesurés dans le sérum des donneurs et
des receveurs avant, pendant et apres la greffe sur 72h. Ces biomarqueurs ont aussi été corrélés

avec le développement de la DPG a 12h postopératoire.

Des prélévements sanguins ont été obtenus chez 25 des 36 donneurs. Parmi les six
biomarqueurs étudiés, aucun n’a corrélé avec le développement de la DPG3 chez le receveur a
12h postopératoire. De facon intéressante, les donneurs inclus dans notre étude comportaient
d’importants taux de CRP haute sensibilit¢ (hsCRP) (moyenne = 40 mg/L), ce qui est
pareillement rapporté par d’autres auteurs [403, 404]. Pour mettre cette trouvaille en perspective,
le CRP est une cytokine témoignant du degré d’inflammation systémique. En clinique, la mesure
du CRP s’avére une mesure sensible mais peu spécifique. Il existe deux moyens de mesurer le
CRP : une méthode avec haute sensibilité (hsCRP) et une méthode standard. De fagon générale,
la mesure de hsCRP est réservée aux populations coronariennes puisque, chez ces patients, de
minimes différences de hsCRP ont d’importantes répercussions pronostiques [405-407]. Dans le
cadre de notre étude, nous avons mesuré le hsCRP puisque les analyses ont eu lieu a I’Institut de
cardiologie de Montréal, mais les deux méthodes auraient été acceptables compte tenu des hauts
niveaux de CRP associés la DPG. Chez les individus sains, les valeurs de CRP et de hsCRP sont
habituellement inférieures a 10 mg/L et 1 mg/L respectivement [405, 408]. Généralement, les
valeurs de CRP peuvent grimper entre 10 et 40 mg/L dans des cas d’infections virales ou
d’inflammation systémique légere, et au-dessus de 40 mg/L dans lors d’infections bactériennes
ou d’inflammation systémique modérée a sévere [408]. Cette trouvaille chez le donneur peut étre
expliquée par divers facteurs dont une durée de séjour prolongée aux soins intensifs, la cause a
I’origine du déces, les comorbidités infectieuses et non infectieuses, et autres[409]. Comme le
CRP est un inducteur direct de la NETose [237], ces quantités considérables de CRP pourraient
expliquer les taux de NET circulants élevés chez les donneurs ainsi que les NET retrouvés dans la

microcirculation pulmonaire objectivés par nos études d’immunofluorescence.
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Chez les receveurs, plusieurs biomarqueurs pré, intra et postopératoires correlent avec le
développement de DPG3 a 12h postopératoire. En premier lieu, les taux de CXCLS8/IL-8 sont
plus élevés en préopératoire dans le groupe de patients qui développeront la DPG3. Ce
prélévement préopératoire est effectué avant la mise en place de ’ECMO ou de la CEC, le cas
échéant, et sert donc de juste reflet dans 1’évaluation de I’état inflammatoire basal du receveur. A
notre connaissance, nous sommes le premier groupe a montrer que le CXCL8/IL-8 corréele avec la
DPG3 lorsque mesuré aussi précocement chez le receveur [173]. Cet agoniste inflammatoire
pourrait servir & amorcer les neutrophiles circulants [164, 410, 411] et, ce faisant, faciliterait la
NETose subséquente pendant et apres la greffe. En deuxi¢me lieu, tel que décrit précédemment
[176], les élévations de CXCLS&/IL-8 et d’IL-6 avant le déclampage du 1° poumon sont associées
a la DPG3. Cette inflammation systémique pourrait, de méme, contribuer a amorcer les
neutrophiles circulants [164, 410, 411]. En troisieme lieu, dans les minutes et heures qui suivent
la greffe et la reperfusion des deux poumons, les taux de MPO-ADN, MPO, cfDNA, CXCLS/IL-
8 et IL-6 atteignent leurs valeurs maximales et correlent avec la DPG3. Deux raisons principales
peuvent expliquer ces ¢élévations: d’abord, plusieurs stimuli (chirurgical, ECMO, CEC,
transfusions, et autres) induisent la libération de NET chez des neutrophiles pré-activés et d’autre
part, la reperfusion donne lieu a tous les dommages d’I/R en plus de permettre la recirculation des

NET compris dans les microvaisseaux pulmonaires [322-324, 412].

Nous rapportons une corrélation entre les NET circulants et le développement de la DPG3
chez I’humain. En 2015, Sayah et al. [175] ont mesuré les niveaux plasmatiques de complexes
NE-DNA en préopératoire, a 4-6h et a 24h postopératoire et n’ont trouvé aucune association avec
le développement de DPG3 persistante (DPG3 qui persiste a 24h, 48h et 72h). Cette discordance
peut étre raisonnée en deux points. D’abord, notre étude a inclus plus de prélévements dans le
temps (préopératoire, pré-déclampage du 1¢ poumon, post-déclampage du 2¢ poumon, 3h, 24h,
48h et 72h). Ensuite, a I’instar d’autres auteurs [126, 413-415], nous avons choisi une gradation
de la DPG a 12h plut6t qu’a 24h, 48h ou 72h, ce qui est plus précoce et inclusif. En guise de prise
en charge, cette classification hative de I’issue primaire (DPG3 versus Non-DPG3 a 12h
postopératoire) est plus pratique considérant qu’une identification précoce des receveurs avec
DPG3 permet I'instauration de traitements de support appropriés (ex. : ECMO). Dans le méme
ordre d’idées, comme les dommages d’I/R surviennent dés la reperfusion, une classification

précoce (< 24h) du grade DPG permettra d’initier les thérapies expérimentales le plus tot
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possible. Cette rationnelle a d’ailleurs été utilisée par Sommer ef al. en 2014 lorsqu’ils ont gradé
les receveurs quelques minutes seulement apres la reperfusion dans le but d’initier leur traitement
inhibiteur du complément (inhibiteur de la C1 estérase) [415]. Il est aussi pertinent de mentionner
que la majorité des receveurs qui développeront la DPG3 aussi tard qu’a 24h, 48h et 72h auront
déja des infiltrats radiologiques et de ’hypoxémie dans la premiére journée suivant la greffe.
Dans notre étude, tous les receveurs ayant une DPG3 a 24h, 48h ou 72h avaient déja la DPG3 a
12h. Il n’y a pas eu d’apparition tardive de la DPG3. Finalement, d’autres facteurs tels que la
balance hydrique et les infections peuvent venir confondre la gradation de la DPG a des temps

tardifs [416].

Grace a I’¢tude des NET circulants, nos travaux ajoutent aux connaissances actuelles sur la
cinétique de la NETose en greffe pulmonaire. Il est déja connu que le greffon nouvellement
perfusé est I’hote d’une migration tissulaire importante de neutrophiles [164, 417, 418]. Sayah et
al. ont ensuite montré une association entre la quantité de NET dans le BAL et le développement
de la DPG persistante modérée a sévere (DPG2/3). Ces résultats signifient que les neutrophiles
ayant migré s’activent pour libérer des NET dans les voies respiratoires. Comme dans le SIRS et
I’ARDS, ces NET pourraient contribuer aux dommages engendrés par les neutrophiles au niveau
de I’épithélium pulmonaire ou il y a une perte d’intégrité cellulaire, dysfonction des canaux
ENaC et Na*/K*-ATPases et irréversibilité du transport inverse des neutrophiles [38, 171, 172].
Tout bien considéré, la libération et ’accumulation de neutrophiles et de NET semblent donc
déléteres a plusieurs niveaux dans la microcirculation, le tissu interstitiel et les voies aériennes
[175]. Dans ce contexte, il pourrait étre intéressant d’empécher la formation de NET circulants
afin de prévenir en amont leur accumulation dans la microcirculation, le tissu et les voies

aériennes du greffon.

3.4 Nouveaux biomarqueurs potentiels de DPG

Comme pour plusieurs conditions a hauts taux de morbidité et mortalité, il existe un fort intérét a
prédire la survenue de DPG. Des dizaines de facteurs de risque cliniques ont été identifiés comme
étant associés a la DPG, tant chez le donneur que le receveur [74, 130, 142-147]. Cependant, a
notre connaissance, il n’existe aucun algorithme prédictif prenant en compte ces facteurs de
risque aux fins d’identification des receveurs a risque de DPG. De méme, des dizaines de

biomarqueurs pro-inflammatoires quantifiables dans le sang ou dans le BAL ont été associés au
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développement de DPG [173]. Dans les études, certains de ces biomarqueurs étaient d’ailleurs
mesurés chez le donneur ou chez le receveur avant et pendant la greffe, des mesures précoces qui
sont d’un fort intérét pour identifier en amont les receveurs a haut risque de DPG. De plus, grace
a des modeles de régressions [179] et d’analyses ROC (receiver operating characteristic) [184],
certains biomarqueurs se sont avérés étre d’importants prédicteurs de DPG. Des chercheurs ont
d’ailleurs proposé 1’ajout de biomarqueurs a la définition de la DPG afin de préciser le pronostic.
Par exemple, Shah ef al. ont montré que la combinaison des grades cliniques de DPG avec les
mesures d’ICAM-1, de PAI-1 et de RAGE améliorait significativement la prédiction de la
mortalit¢ a 90 jours post-greffe [184]. Cependant, il n’existe & notre connaissance aucune
utilisation courante de ces biomarqueurs aux fins d’identification des receveurs a haut risque de
DPG. Dans notre étude, nous avons trouvé que les mesures intra et postopératoires des NET
sériques (MPO-ADN, MPO, cfDNA) et de certains biomarqueurs pro-inflammatoires (IL-6,
CXCLS/IL-8) sont associées a la DPG3 a 12h postopératoire. L’association entre 1’IL-6, I’IL8 et
la DPG avait été décrite précédemment [176, 178], mais nous sommes les premiers a avoir
identifi¢ une association entre les NET circulants et la DPG. Néanmoins, a cause d’un manque de
puissance statistique, il fut impossible de conduire des études de prédictibilité pour évaluer le
potentiel des NET circulants a prédire la survenue de la DPG. Cela dit, compte tenu de la
mortalité élevée de la DPG3 et des bénéfices prouvés a dégrader les NET chez les études
animales de DPG [175] et d’I/R [346, 348, 352-355], il pourrait étre d’une grande utilité
d’intégrer la mesure des NET sériques dans le but d’identifier les receveurs a haut risque de
complications. En présence d’un éventuel traitement, cette mesure pourrait s’intégrer dans un
arbre décisionnel thérapeutique et, de cette maniére, il serait possible d’offrir un traitement ciblé
a des donneurs, des greffons et/ou des receveurs préalablement identifiés. Autrement, cette
mesure pourrait s’avérer utile afin de départager les besoins de support qui peuvent étre, comme

pour ’ECMO), a la fois dispendieux et limités.

3.5 Limitations

Notre étude comprend certaines limitations. D’abord, la pluralité des prélévements sanguins
rendait techniquement difficile 1’acquisition compléte de tous les prélévements prévus au
protocole. Nous avons utilisé¢ des analyses longitudinales a effets aléatoires pour compenser ces

pertes et accroitre la puissance statistique, mais nous avons tout de méme ¢été incapables de
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procéder a des régressions et a des analyses ROC afin d’établir le potentiel prédictif des
biomarqueurs. De plus, conséquence du nombre de patients recrutés, nous n’avons pu faire des
analyses stratifiées ou des analyses multivariées dans le but d’ajuster nos résultats pour la
présence de covariables. Dans notre étude et en concordance avec la définition de I’'ISHLT [121],
tous les patients avec ECMO intraopératoire étaient considérés DPG3, et comme démontré pour
la CEC [412], il est possible de croire que 1’utilisation d’ECMO contribue a la NETose. Il est
donc difficile de dissocier I’effet de ’ECMO de celui des NET en ce qui a trait au développement
de la DPG. Par ailleurs, plusieurs facteurs connus pour étre associés avec la DPG comme le sexe
du receveur, 'IMC du receveur, la durée de ventilation mécanique et autres n’ont pas été
significativement associés avec la DPG3 dans notre étude, et cela peut étre di au manque de

puissance statistique.
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CHAPITRE 4 : CONCLUSION






Les buts de ce travail étaient de mesurer les taux de NET et de certains biomarqueurs pro-
inflammatoires chez les donneurs et receveurs en transplantation pulmonaire, puis d’ensuite
corréler les niveaux mesurés avec le développement de DPG. Nos travaux de recherche montrent
que les taux de NET sériques (MPO-ADN, MPO, cfDNA) et de certains biomarqueurs pro-
inflammatoires (IL-6, CXCL8/IL-8) mesurés chez le receveur pendant et apres la greffe sont
associés avec le développement de DPG3 a 12h postopératoire. La mesure de ces biomarqueurs
pourrait étre utilisée pour cibler les receveurs a haut risque de DPG3 qui bénéficieraient
d’éventuelles thérapies préventives. De plus, les greffons collectés présentaient différents degrés
d’occlusion vasculaire comprenant des neutrophiles, des neutrophiles activés et des NET. Cette
accumulation est treés néfaste puisque les NET contribuent localement aux dommages tissulaires
en plus de séquestrer d’autres cellules circulantes [254, 260, 272, 339, 354, 394-399]. Une
modification a la méthode du lavage vasculaire et/ou I’ajout de thérapie pour dégrader les NET
(i.e. DNAse I) pourraient étre envisagés pour décongestionner la microcirculation pulmonaire des

greffons et prévenir la DPG.

4.1 Perspectives

La physiopathologie de la DPG est encore incomprise et il n’existe a ce jour aucun traitement
pour contrer cette complication hautement fatale. Plusieurs travaux ont mis en lumiére le role
pathologique des NET dans la transplantation d’organes solides [175, 347-352, 356, 358], mais il
reste beaucoup de chemin a parcourir pou bien ¢élucider la cinétique de NETose et I’importance

des NET dans la physiopathologie de la DPG.

D’abord, une nouvelle étude prospective observationnelle pourrait étre conduite pour mieux
caractériser la NETose en transplantation pulmonaire. Les neutrophiles étant autrefois considérés
comme une population homogéne de cellules, il est maintenant bien reconnu que les neutrophiles
se divisent en deux sous-types de cellules, les neutrophiles a haute densit¢ (HDN) et les
neutrophiles a faible densit¢ (LDN), qui sont plus inflammatoires et trés adhérents a
I’endothélium [339, 419]. Comme dans plusieurs conditions inflammatoires, dont la COVID-19,
les taux de LDN correlent avec la sévérité de la maladie et produisent davantage de NET que les
HDN [339, 419-422]. Les LDN n’ont jamais été étudiés dans le contexte de la transplantation
pulmonaire et nous pensons qu’ils peuvent jouer un grand role dans la physiopathologie de la

DPG. Des études d’adhésion cellulaire avec cellules endothéliales pulmonaires (hPMEC)
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pourraient étre envisagées en présence et ’absence de DNAse 1. En utilisant la cytométrie en
flux, les neutrophiles (HDN et LDN; CD66b+/CD14-) en processus de NETose pourraient étre
quantifiés par immunomarquage avec CitH3 et MPO (cellules CitH3+/MPO+). L agrégation des
neutrophiles avec les plaquettes pourrait aussi étre étudiée en ciblant les cellules
CD41+/CD66b+/CD14-. En plus de mesurer les NET et certains biomarqueurs pro-
inflammatoires, il pourrait étre adéquat de mesurer les taux de DNAse endogenes et certains
biomarqueurs de coagulation et de fibrinolyse chez les donneurs et les receveurs. Finalement,
tous ces parametres pourraient €tre corrélés avec le développement de la DPG et avec d’autres

variables d'intéréts.

Comme le CHUM est I'unique centre de transplantation pulmonaire au Québec, il pourrait étre
facile et souhaitable d’implanter une banque d’échantillons sanguins en transplantation
pulmonaire au Québec. Cela permettrait aux chercheurs d’aujourd’hui et demain de tester leurs
hypothéses scientifiques avec une puissance statistique considérable. Dans notre étude, nous
avons ¢été limités par le manque d’échantillons et le nombre de patients. Nous avons été en
mesure de détecter une association entre les NET et la DPG, mais nous n’avons pas pu évaluer le
potentiel prédictif des NET. A I’aide d’une banque d’échantillons sanguins, et considérant le
nombre croissant de greffes pulmonaires effectuées au Québec, il serait possible & moyen terme
de conduire une étude aux fins de validation pour déterminer la capacité des NET circulants a
prédire la DPG. Il serait ensuite intéressant de combiner des facteurs de risque avec certains
biomarqueurs dans un algorithme ayant pour but d’identifier les receveurs a haut risque de DPG

ou, autrement, les receveurs a faible risque de DPG.

Enfin, considérant les bénéfices établis de la DNAse I dans plusieurs études animales d’I/R et
de transplantations d’organes solides [175, 346, 348, 353-355, 397, 398, 423, 424], il pourrait
étre souhaitable de tester I’administration IV de DNAse I en greffe pulmonaire chez I’humain. Ce
traitement pourrait prévenir ou diminuer 1’occlusion vasculaire et améliorer le débit sanguin
pulmonaire résultant en une meilleure oxygénation. David et al. ont rapporté qu’une dose IV
unique de DNAse [ était sécuritaire et bien tolérée chez 1’humain, sans aucun effet indésirable
jusqu’a sept jours apres 1’administration [383]. En greffe pulmonaire, I’administration IV de
DNAse I (125 pg/kg poids corporel; 2 pg/ml de volume sanguin) pourrait étre réalisée chez le

donneur et/ou le receveur [383]. Il serait également possible d’administrer la DNAse I en ajoutant
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cette enzyme dans la solution utilisée aux fins de lavage vasculaire lors du prélévement d’organe
(Perfadex®, XVIVO Perfusion). Considérant qu’environ 30% des receveurs développeront la
DPG3 parmi lesquels le tiers vont en décéder, il pourrait étre judicieux d’inclure le plus de
patients possibles dans une telle étude interventionnelle. A terme, la DNAse I pourrait s’avérer
étre une approche thérapeutique sécuritaire et a faible colit qui pourrait aider un grand nombre de

receveurs a risque de complications.
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