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Résumé

Le syndrome de détresse respiratoire aigu€ (SDRA) se développe suite a une atteinte
pulmonaire lésionnelle, induisant un cedéme et une inflammation excessive, généralement
suivis d’une réparation atypique menant a la fibrose. Malgré de signifiants progres dans les
traitements, la mortalité reste élevée : ~ 40 %.

Mon hypothese de travail est que I’atténuation de 1’cedéme ou de la réponse inflammatoire
pourrait freiner le développement ou la sévérité de la phase exsudative.

Nous avons évalué cette hypothése a I’aide d’un modéle de phase exsudative du SDRA, i.e.

instillation intra-trachéale de bléomycine, chez les souris.

% La modulation des fluides alvéolaires est ¢tudiée avec des souris transgénique (Tg) pour
le canal ENaC, qui sont sensibles a la formation d’un cedéme. Cependant, ces souris Tg
ne sont pas plus sensibles au développement de la phase exsudative en condition
Iésionnelle (bléomycine). Nous avons déterminé par une étude électrophysiologique des
cellules épithéliales alvéolaires de type II (AT II) que ce n’est pas lié¢ & une inhibition
par la bléomycine de la fonction du canal ENaC.

% Le traitement de la réponse inflammatoire associée au SDRA par des glucocorticoides
est une thérapie potentielle mais controversée. Les glucocorticoides dans notre modele
murin ne réduisent pas la sévérité des lésions. Nous avons pu déterminé lors
d’expériences in vitro que ce serait dii a une réduction de la capacité de réparation des

AT IL

En résumé :

% La modulation du canal ENaC ne modifie pas le développement de la phase exsudative,
suggérant que la régulation de I’cedéme n’est pas suffisante pour modifier 1’évolution
du SDRA.

% La modulation de I’inflammation par les glucocorticoides est ineffective, possiblement
a cause d’une altération de la réparation.

Mon étude suggere que le traitement de la phase exsudative du SDRA est complexe. En
effet, la régulation de I’cedéme ou de I’inflammation de facon isolée ne peut pas modifier
I’évolution du SDRA. L'hétérogénéité des sources du SDRA et la redondance des
mécanismes cellulaires impliqués dans I’évolution des 1ésions pulmonaires suggerent que le
traitement nécessitera une approche visant plusieurs cibles mécanistiques afin d’en
accélérer la résolution.

Mots-clés : SDRA, bléomycine, souris transgéniques, ENaC, cedéme, inflammation,

glucocorticoides, cellules alvéolaires de type II (AT II), réparation
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Abstract

Although much has been learned about the mechanisms leading to acute respiratory distress
syndrome (ARDS), mortality remains high: ~ 40%. This syndrome is associated with lung
injury where alveolar edema and excessive inflammatory response can progress to
abnormal epithelial repair and fibrosis.

The hypothesis of the work presented in this thesis is that attenuation of edema or of the
inflammatory response in the initial stage of the acute lung injury would decrease the
severity of injury.

I evaluated this hypothesis in an ARDS acute phase, modeled by an intratracheal

instillation of bleomycin in mice, using two distinct experimental strategies.

%+ The importance of edema clearance was studied in a transgenic (Tg) ENaC mouse, a
mouse known to be sensitive to the formation of edema. However, our results show
that these Tg mice were not more susceptible to the development of the ARDS
acute phase induced by bleomycin. Furthermore, we have been able to show that
bleomycin itself did not interfere with the ENaC channel function of alveolar
epithelial cells type IT (AT II).

% The treatment of the inflammatory response associated with ARDS by
glucocorticoid therapy is subject to controversy. In our mouse model,
glucocorticoids decrease the level of cytokine in the alveolar milieu but did not
decrease the severity of lung injury. Using in vitro experiments, we show that this
lack of response could be secondary to the impact of the treatment on the epithelial
repair capacity of AT II.

In summary:
% The ENaC channel expression did not have an impact on the development of the
exudative phase, suggesting that the regulation of edema is not sufficient to alter the
course of ARDS.

% The modulation of inflammation by glucocorticoids was ineffective, possibly

because of impaired repair of the epithelium.

These results suggest that the control of edema or inflammation separately does not
modify the evolution of lung injury. The heterogeneity of the ARDS origins and the
redundancy of cellular mechanisms involved in lung injury will require therapy aimed at
multiple pathophysiological targets to permit the resolution of lung injury.

Keywords : ARDS, bleomycin, transgenic mice, ENaC, edema, inflammation,

glucocorticoids, epithelial alveolar type II cells (AT II), epithelial repair
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INTRODUCTION

Le SDRA (syndrome de détresse respiratoire aigu€) regroupe de multiples

phénomenes pathologiques (cedeme, lésions endothéliales et épithéliales,



inflammation, fibrose) touchant D’appareil respiratoire et entrainant une
insuffisance respiratoire aigué.

La définition, I’historique, 1’épidémiologie et la pathophysiologie du SDRA
seront d’abord décrites, avec une attention particuliere sur la premiére phase
du syndrome que nous avons ¢tudi¢e. Afin de mieux connaitre 1’organe dans
lequel il se produit, un survol général avec un appui prononcé sur la zone
alvéolaire, qui est fortement touchée par le syndrome, sera fait.

Ensuite, les liens entre les différentes fonctions de 1’appareil pulmonaire qui
sont des cibles thérapeutiques (i.e. I’homéostasie liquidienne, le maintien de
I’intégrité physique et la protection immunitaire) et les traitements actuels,
seront exposes.

Finalement, les hypotheses de travail et la démarche expérimentale seront

développées.

A) Le SDRA

1 Définition



L'origine du syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) peut étre d'ordre pulmonaire-
directe (pneumonie, aspiration gastrique) ou extrapulmonaire-indirecte (sepsis, trauma
sévere, multiples transfusions). Le SDRA est une forme trés séveére de défaillance
pulmonaire aigué, se caractérisant par la survenue rapide d'une détresse respiratoire. Cette
détresse est d'abord liée au bris de la membrane alvéolo-capillaire, qui induit cedéme et
inflammation — ou renforce 'inflammation déja présente. Lorsque celle-ci se prolonge, elle
entretient les dommages a la membrane alvéolo-capillaire, empéchant sa restauration.
Lorsque l'inflammation devient systémique, elle entraine le MODS (multiple organ
dysfunction syndrome). La mortalité est généralement due au développement d’un sepsis ou
du MODS, plutot qu’a la détresse respiratoire (Tsushima K, et al., 2009). La détresse
respiratoire se perpétue car 1’architecture pulmonaire subit un remodelage qui n'est pas
seulement structural, mais aussi fonctionnel (Morales MM, et al., 2011). Les patients
survivants peuvent souffrir de dysfonctionnements persistants un an apres leur congé de
I’hdpital, tant au niveau respiratoire (diminution de la capacité de diffusion du monoxyde

de carbone) que musculaire (perte de masse et fatigue) (Herridge MS, et al., 2003).

2 Historique

Bien que connu depuis tres longtemps, sous des dénominations différentes, le SDRA fut
décrit pour la premicre fois par D.G. Ashbaugh (Ashbaugh DG, ef al., 1967). En 1988, 4
points permettant la reconnaissance de cette pathologie pour les cliniciens ont été ainsi
définis : -1- la pression positive de fin d’expiration, -2- la sévérité de I’hypoxémie (ratio of
arterial oxygen tension to inspired oxygen concentration Pa0O,/Fi0;), -3- le degré de
compliance du poumon et -4- le degré d’infiltration lors de radiographies thoraciques
(Murray JF, et al., 1988). Une conférence-consensus américano-européenne a précisé en
1994 les criteres définissant ce syndrome (définition, classification, incidence de la
pathologie) : -1- I’hypoxémie (rapport PaO,/FiO,) < 200mm Hg, -2- la présence d’infiltrats

floconeux bilatéraux a la radiographie du thorax, -3- un facteur de risque pour le



développement du SDRA et -4- I’absence d’une insuffisance cardiaque ou une pression

capillaire bloquée inférieure a 18cm H,O [Tableau 1].

TABLE 1. DEFmITIONS OF THE ACUTE RESPIRATORY DISTRESS SYMDROME.*

REFEREMCE

Petry and
Ashbaugh?

Murray et al.®

Bernard et al

YEAR

1971

1988

1904

DEANITION OR CRITERA

Severe dvspnea, tachypnea

Cyancsis refractory to oxygen therapy

Decreased pulmonary compliance

Diftuse alveolar infilrates on chest radiography

Arclectasis, vascular congestion, hemorrhage,
pulmonary edema, and hyaline membranes
ar auropsy

Preexisting direct or indirect lung injury

Mild-to-maderate or severe lung injury
Monpulmenary organ dystunction

Acure onset

Bilateral infiloates on chest radiography

Pulmaonary -artery wedge pressure = 18
mm Hg or the absence of clinical evidence
of left atial hypertension

Acute lung injury considered o be present it
Pat;:Fid, s = 300

Acute respiratory distress syndrome considered
to be present it PaQ, Fidy, is =200

ALV ANTAGES

First description
Summanizes clinical feamres well

Includes 4-point lung-injury scoring
SEEm

Specities clinical cause of lung injury

Includes consideration af the pres-
ence o absence of systemic dis-
case

Simple, easy to use, especially in
clinical trials

Recognizes the spectrum of the
clinical disorder

CHEADVANTAGES

Lacks specitic criteria to
wentity patients system-
atically

Lung-injury score not pre-
dictive at outcome

Lacks specific criteria to
exclude a diagnosis of
cardiogenic pulmonary
edema

Dioes not specity cause

Diaes not consider the pres-
ence ar absence of mulei-
argan dysfunctan

Radiographic tindings not
specitic

*Paly, denotes partial pressure of arrerial oxygen, and FiQy fraction of inspired oxvgen.

Tableau 1 : Historique des définitions du SDRA (Ware LB, et al., 2000)

3 Statistiques €épidémiologiques

La mortalité des patients atteints de SDRA décline depuis les dernieres décennies. Dans les

années 1980, le taux de mortalité était de 64—70% (Milberg JA, et al., 1995, Villar J, et al.,

1989). Cependant, il faut tenir compte du fait que la définition consensus de I’ALI (acute

lung injury)/SDRA n’a été développée qu’en 1994. Les études les plus récentes indiquent
des taux de mortalité allant de 29% a 42 % (Erickson SE, et al., 2009, Zambon M, et al.,

2008). Cette réduction de la mortalité a été obtenue grace a une méthode de ventilation

mécanique sécuritaire et quelques améliorations dans les soins. Les variations dans

I’incidence du SDRA peuvent étre expliquées par les différences de prise en charge selon



les pays et les tranches d’age. Ainsi, aux Etats-Unis, une étude assez récente montre une
incidence de 78.9 pour 100,000 personnes par an, associ¢ a un taux de mortalité proche de
40% (Rubenfeld GD, et al., 2005). Selon le type de conception de 1'étude, la méthodologie,
la définition et la population, les résultats different. Ainsi, aux Pays-Bas, I’incidence est de
20.9 pour 100,000 (Wind J, et al., 2007), tandis qu’en Australie et Nouvelle-Z¢lande elle
est de 28 pour 100,000 (Bersten AD, et al., 2002). De plus, ’incidence varie avec 1’age,
ainsi dans 1’étude états-unienne le taux est de 15 pour 100,000 pour les patients agés de 15
a 19 ans, tandis que pour la tranche d’age 75-84, le taux est de 306 pour 100,000
(Rubenfeld GD, et al., 2005). Une incidence plus ¢€levée se trouve dans les unités de soins
intensifs (ICU) : 6,3% au Brésil (Oliveira RH, et al., 2006), de 2% en Chine (Lu Y, ef al.,
2004), de 8,1% en Ecosse (Hughes M, et al., 2003), de 7,7 % en Argentine (Estenssoro E,
et al., 2002). Le taux de mortalit¢ varie de 10,3% en ICU pour la Chine (Lu Y, et al.,
2004), a 53,1% en unité des soins intensifs (ICU) pour 1’Ecosse (Hughes M, et al., 2003)

ou encore 49,4% en ICU pour une ¢étude pan-européenne (Brun-Buisson C, ef al., 2004).

4 La pathophysiologie

Le SDRA peut étre décrit en 3 stades qui se chevauchent dans le temps (Berthiaume Y, et
al., 1999, Schwarz MA, 2001, Ware LB, et al., 2000).

Tout d’abord, il y a la phase aigu€ ou exsudative. La détérioration des tissus conduit
au développement d’un cedéme riche en protéines, pouvant emplir les alvéoles pulmonaires
(Schwarz MA, 2001), accompagné d'un infiltrat neutrophilique. Il existe une controverse
quant a D’ordre d’apparition : d’abord un infiltrat de neutrophiles dans les alvéoles et
I’interstitium, puis la génération de lésions tissulaires (Fowler AA, et al., 1987), ou
I’inverse (Pugin J, et al., 1999, Weinacker AB, ef al., 2001). Sachant que le passage des
neutrophiles par eux-mémes n'endommage pas la paroi alvéolo-capillaire (Ley K, et al.,
2007, Zemans RL, et al., 2009), leur grand nombre et/ou leur état activé peut étre une

source additionnelle de dommages. Cependant, leur attraction sur un site nécessite qu'il y



ait eut préalablement I€sion ou infection. Il y a donc probablement mise en place d'une
boucle rétro-positive inflammatoire. Il a d'autre part ¢été établi que cet infiltrat
neutrophilique diffus est hémorragique. De plus, la toxicité des métabolites de 1’oxygene et
de I’azote relachés par les neutrophiles actifs, les macrophages et d’autres cellules est 1’'un
des mécanismes participant aux 1ésions pulmonaires. Notamment, il a ét¢ montré que les
RNS (Reactive Nitrogen Species) jouent un rdle dans I’inflammation. Lors de lésions
induites par I’injection de LPS (lipopolysaccharides) (Kristof AS, ef al., 1998), I’infection
par le virus influenza (Karupiah G, et al, 1998) ou I’expérience
d’hémorragie/ressuscitation (Szabo C, et al., 1999), les souris NOS-2 (Inducible Nitric
Oxide Synthase) -/- sont moins touchées que leurs consceurs WT. Aussi, la présence d’une
hyperoxie qui induit la formation de ROS (Reactive Oxygen Species), conduit a le
dégénerescnce des cellules alvéolaires de type I (AT I) et les cellules épithéliales
alvéolaires de type II (AT II) montrent une altération profonde des mitochondries
(gonflement hyperplasie desquamation de la structure, I’appauvrissement en surfactant ;
(Bin-Jaliah [, et al., 2009)).

Il est a noter que les dommages tissulaires peuvent étre exacerbés par la ventilation
mécanique et I’exposition prolongée a des hauts taux d’oxygene. Les hauts taux d’oxygene
et l'atélectasie augmentée lors de 1’altération des AT II conduisent & une diminution de la
synthese et du renouvellement du surfactant pulmonaire (Baker CS, ef al., 1999, Crim C, et
al., 1995, Gregory TJ, et al., 1991). Les neutrophiles, par la synthése d’¢lastase (Baker CS,
et al., 1999), induisent le clivage et donc I’inactivation de protéines du surfactant. Les
radicaux oxydants — dont I'équilibre avec les anti-oxydants a été détruit (Lenz AG, ef al.,
1999) - ont le méme effet (Seeger W, et al., 1993b). Des ¢éléments du surfactant peuvent
étre incorporés a la structure des membranes hyalines (Seeger W, et al., 1993a). De plus,
des dépots de molécules de fibrinogéne provenant de 1’exsudat, forment un réseau de
fibrine le long des parois alvéolaires endommagées (Idell S, ef al., 1987). La fibrine, les
¢léments du surfactants, les débris cellulaires et les globules rouges participent a la

formation de membranes hyalines remplissant les espaces aériens et bloquant les échanges



gazeux. Ces différents ¢éléments meénent a 1I’endommagement de la barriere alvéolo-
capillaire, induisant une diminution de la régulation des flux ioniques et aqueux, et des
¢changes gazeux. Ce stade dure environ 6 jours.

Chez certains patients, le SDRA se résout a ce stade, ne laissant pas de trace fonctionnelle
du syndrome (Ware LB, ef al, 2001). Dans ce cas, les AT II migrent a la surface des
membranes hyalines, permettant la reconstitution du tissu interstitiel, suivi du
renouvellement de 1’épithélium respiratoire (Geiser T, 2003).

Si le SDRA ne se résout pas, il se développe une phase dite subaigué ou
proliférative. Les dommages alvéolaires s’accroissent et consistent en une hyperplasie, une
métaplasie des pneumocytes II, une prolifération des myofibroblastes, des fibroblastes dans
les septas interalvéolaires et les espaces alvéolaires, et des cellules endothéliales (Schwarz
MA, 2001). Cette phase dure de 4 a 10 jours et peut commencer dés le 3™ jour.

Une phase chronique ou fibrosante, constituée par ’accumulation d’éléments de la
matrice extracellulaire et de fibroblastes, se met en place. Une fibrose des zones inter-
alvéolaires, alvéolo-capillaires, des alvéoles et des conduits alvéolaires (Tomashefski JF,
Jr., 1990) se développe. Ce mécanisme forme une barricre physique aux infiltrats
plasmatiques de tous ordres, au niveau des parties collapsées, atélectatiques ou trop
endommagées. Malheureusement, ce tissu est non-fonctionnel : incapable d’échanges
gazeux. Cette période peut débuter dés les 36 premicres heures et se poursuit pendant 3 a 4

semaines.

L’organe ici touché par le SDRA est le poumon. Une description générale, suivie de ses
roles fonctionnels d’ou I’on déduit des cibles thérapeutiques pour le SDRA et des
traitements correspondants seront exposés ci-apres. Enfin, les hypothéses de travail quant

aux approches thérapeutiques et la démarche expérimentale seront émises.



Citation

J’avais besoin d’un poumon, m’a dit I’arbre: alors ma s¢ve est
devenue feuille, afin d’y pouvoir respirer. Puis quand j’eus respire,
ma feuille est tombée, et je n’en suis pas mort. Mon fruit contient
toute ma penseée sur la vie.

Les Nourritures terrestres (1897)

André Gide


http://www.dicocitations.com/citations-mot-vie.php
http://www.dicocitations.com/reference_citation/7598/Les_Nourritures_terrestres_1897_.php
http://www.dicocitations.com/biographie/1867/Andre_Gide.php

Devinette

J’ai la téte en bas. Elle ressemble a une éponge. Aussi grande qu’un
demi-terrain de tennis, ma téte abrite 300 millions d’unités. Enfin, je

suis un super héro qui lutte contre les envahisseurs.

Qui suis-je?
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Réponse

L’appareil respiratoire

B) Description de ’appareil respiratoire

1 Structure géneérale

La structure de 1’appareil respiratoire ressemble a un arbre : les racines en 1’air, le bouquet
de feuilles vers le bas. Il sera développé en trois parties: voies respiratoires extra-
pulmonaires, puis voies respiratoires intra-pulmonaires et enfin parenchyme respiratoire.

Ces deux derniers sont contenus dans les poumons [Fig. 1].
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Fig. 1 : Le systéme respiratoire avec les voies respiratoires extra-pulmonaires, intra-
pulmonaires et le parenchyme respiratoire

L’air pénétre dans les poumons par les voies aériennes supérieures, qui par divisions
successives vont former les voies respiratoires intra-pulmonaires. L’air commence a étre
échangé au niveau des bronchioles respiratoires jusqu’aux 300 millions d’alvéoles, formant
ainsi le parenchyme respiratoire qui assure 1'hématose [Fig. 2]. Cette voie royale d’entrée
pour I’air I’est aussi pour les pathogénes (pneumonie) ainsi que 1’eau (noyade) ou I’acide
gastrique (reflux gastrique). Ces entrants altérent les différentes fonctions pulmonaires; des

mécanismes de défenses (voir § C.4) et de réparation (voir § C.3) sont alors mis en place.

1.1 Les voies respiratoires extra-pulmonaires

Dans notre arbre a I’envers 1’air pénétre par les racines soit le nez et la bouche. L’air (21%
oxygene, 78% diazote, 1% autre) entre par les fosses nasales. Il est immédiatement purifié

par les vibrisses qui arrétent les gros éléments, tandis que le mucus prend en charge les
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¢léments de 1pum et plus. Le mucus recouvre la surface de 1’épithélium pseudostratifié. Il
permet aussi I’humidification de 1’air qui va étre réchauffé grace a la circulation capillaire.
L’air est ensuite dirigé vers le pharynx qui est divisé en deux parties par le voile du palais.
La partie supérieure, ou nasopharynx, est recouverte d’un épithélium pseudostratifié. L’ air
poursuit son chemin dans le larynx. Situé¢ en avant de I'cesophage, lui et la trachée sont
tapissé€s par un épithélium pseudostratifié, sauf au niveau des cordes vocales. L’air entre
alors dans la trachée qui se divise en deux branches, les bronches souches. L’air est ensuite
dirigé vers les voies aériennes inférieures et le parenchyme respiratoire, qui composent la

suite de 1’organe pulmonaire.

1.2 Les voies respiratoires intra-pulmonaires

L’arbre bronchique est une dénomination courante pour les voies respiratoires intra-
pulmonaires. Ainsi la trachée se divise en deux bronches souches, qui pénétrent dans
chaque poumon au niveau du hile. Puis chaque bronche souche donne naissance a 16
générations de ramifications, de diametre décroissant, jusqu’aux bronchioles (Phalen RF, et
al., 1983). Les bronches lobaires se rendent dans chaque lobe du poumon, puis elles se
ramifient en bronches tertiaires qui donnent naissance a des bronches de moins en moins
grosses jusqu'aux bronches sus-lobulaires. Lors de sa pénétration dans le lobule, la bronche
sus-lobulaire devient la bronchiole intra-lobulaire. Les bronchioles terminales sont les
derniers "rameaux" [Fig. 1]. Tout au long de ce trajet I’air continue d’étre purifié¢ et

humidifié par le mucus produit par I’épithélium pseudostratifié.



13

1.3 Le parenchyme respiratoire

L’arbre bronchique se prolonge par le parenchyme respiratoire. Comme chaque feuille d’un
rameau, 1’acinus pulmonaire est l'unit¢ morpho-fonctionnelle du parenchyme respiratoire
[Fig. 2]. Le pétiole de la feuille est ici une bronchiole respiratoire qui se divise en canaux
alvéolaires, ou chaque canal alvéolaire comporte 2 ou 3 sacs alvéolaires qui recelent de

multiples alvéoles.

Fig. 2 : L’acinus pulmonaire Bronchiole
respiratoire

Sac
alvéolaire

Alvéoles

Les bronchioles respiratoires possedent le méme ¢€pithélium cubique que les bronchioles
terminales, elles sont impliquées dans la conduction de l'air et sa purification, mais aussi

dans les échanges gazeux de par la présence d’alvéoles s’ouvrant dans leur paroi.

Comme cela a été signalé plus haut, le poumon humain comprend environ 300 millions
d’alvéoles. Elles totalisent une surface d’environ 150 m” (un demi terrain de tennis) dont 60
a 80 m” effectuent véritablement les échanges gazeux (Maina JN, et al., 2005). Ces 60-80
m” forment la zone alvéolo-capillaire [Fig. 3]. Elle serait constituée, en allant de l'espace
aérien vers le sang successivement du surfactant et de I’hypophase sécrétés notamment par

les cellules épithéliales alvéolaires de type II, de 1’épithélium alvéolaire composé des
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cellules épithéliales alvéolaires de type I et I (AT I et II), de l'interstitium, et enfin des

cellules endothéliales.

b

Alveolus Alveolus

Alveolar
epithelial

Capi.Hary
lumen

Alveolus

Mature Reviews | Drug Discovery

Patton and Byron Nature Reviews Drug Discovery 6, 67-74 (January 2007)

Fig. 3 : La zone alvéolo-capillaire

On constate donc ici la finesse de la zone alvéolo-capillaire et donc sa sensibilité a toute
Iésion pouvant y survenir. On pense alors a sa fonction barriére qui la sépare du plasma
ainsi qu’a sa fonction de régulation des flux ioniques et liquidiens trans-épithéliaux;
altérées un cedeme se développe. Il vient ensuite a I’esprit que des mécanismes de
réparation vont se mettre en place pour pouvoir reconstruire cette membrane, suite aux
lIésions. Ces mémes lésions induisent, en présence ou non d’infection, I’activation du
systéme immunitaire et donc une inflammation qui module la réparation et régule, si besoin

est, I’infection.
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L’¢épithélium a fonction de réguler les transports ioniques et aqueux, doit se régénérer et est
un interlocuteur majeur du systéme immunitaire tout au long des voies aériennes. L’accent

sera mis sur I’épithélium alvéolaire, dont les fonctions seront ensuite détaillées.

2 L’¢épithélium dans I’appareil respiratoire

Un survol rapide de 1’épithélium des voies aériennes extra- et intra-pulmonaires est ici
présenté. L’épithélium des fosses nasales jusqu’au bronches est pseudo-stratifié. Il est
caractérisé par plusieurs types cellulaires : les cellules ciliées (assainissement), les cellules
caliciformes (mucus), les cellules basales (progénitrices), les cellules a bordure en brosse
(régénération de 1’épithélium), les cellules endocrines (chémorécepteurs pour la teneur en
0O, et CO;, de I’air). Au fur et a mesure des ramifications, 1'épithélium des bronches
s’amincit et s'appauvrit en cellules caliciformes. Au stade bronchiole, I’épithélium est dit
cylindrique simple, il est dépourvu de cellules caliciformes, les cellules ciliées sont plus
minces et peu nombreuses, tandis que les cellules de Clara apparaissent. Les cellules de
Clara participent aussi -1- au transport ionique, -2- a la régénération de 1’épithélium
bronchiolaire (Bishop AE, 2004, Otto WR, 2002), -3- a la génération d’éléments pour le
mucus et I’hypophase (Stripp BR, ef al., 2002), et -4- au rdle immuno-modulateur
(Dierynck I, et al., 1996, Hung CH, et al., 2004, Johansson S, et al., 2007, Reynolds SD, et
al., 2007)). L’épithélium respiratoire devient cubique au niveau des bronchioles terminales.

Il ne compte plus que de rares cellules ciliées éparpillées entre les cellules de Clara [Fig. 4].
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Fig. 4 : Les épithéliums de ’appareil respiratoire
La structure et les fonctions de 1’épithélium alvéolaires sont explicitées plus largement ci-
apres.

2.1 L’épithélium du parenchyme respiratoire

Le revétement épithélial [Fig. 5] des alvéoles pulmonaires est une couche unicellulaire
posée sur une lame basale continue, fusionnée avec la lame basale de l'endothélium des
capillaires alvéolaires. L’¢épithélium est constitu¢ de deux types cellulaires soit les AT I et
I, encore appelés pneumocytes de type I et II. Les cellules sont réunies par différents types
de jonctions (zonula ocludens, jonctions serrées, desmosomes) qui assurent un passage

sélectif des ions, molécules et fluides, par la voie intercellulaire.
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Fig. 5: L’épithélium alvéolaire
(Fehrenbach H, 2001).

Les AT II sont marquées en vert pour
SP-D et les AT I avec la lectine
Lycopersicon esculentum en rouge.

Les AT I représentent 8% des cellules pulmonaires, et recouvrent environ 90% de la
surface alvéolaire. Elles entourent les AT II dans leur voile cytoplasmique, fin et étendu.
Les fonctions des AT I sont moins connues que celles des AT II a cause de difficultés
d'isolation et de culture. Les AT I ont longtemps été considérées comme des cellules de
structure, permettant 1’échange des gaz. Suite au développement de nouvelles techniques,
leur réle dans la régulation des fluides alvéolaires a ¢ét€¢ mis en évidence (Borok Z, et al.,
2002, Farman N, ef al., 1997, Johnson MD, 2007). Suite au symposium « Experimental
biology meeting », en 2006, un consensus semble avoir été établi selon lequel les AT I
prendraient en charge les flux ioniques et aqueux en condition basale, tandis que les AT II
se chargeraient des conditions stimulées (Guidot DM, et al., 2006).

Les AT II représentent 15% des cellules pulmonaires et recouvrent 5 a 10 % de la surface
alvéolaire (Fehrenbach H, 2001). Elles ont une forme cubique. Elles sont seules ou par
groupes de deux ou trois cellules, encadrées par les AT I. Les AT II ont plusieurs rdles.
Elles assument partiellement la ré-épithélialisation de I’alvéole endommagée lors d’une
inflammation ou d’une infection, grace a leurs capacités phagocytiques et progénitrices. En
effet, elles peuvent phagocyter les corps apoptotiques des AT II voisines (Fehrenbach H, et
al., 2000). Une sous-population possede les capacités de dé-différenciation suivie de

multiplication, nécessaires a la formation des AT I (Reddy R, ef al., 2004, Uhal BD, 1997).
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En effet, il a ét¢ noté la présence de cellules alvéolaires de type intermédiaire entre II et I,
lors de I’induction de lésions par Staphylococcus aureus chez le rat (Clegg GR, ef al.,
2005). D’autre part, les AT II jouent un rdle primordial dans la régulation de I'homéostasie
alvéolaire. La régulation du transport transépithélial des fluides controle incidemment le
volume et la composition de I'hypophase alvéolaire (Fehrenbach H, 2001). Les AT II sont
aussi des protagonistes de I’immuno-modulation par le métabolisme des ¢léments étrangers
chimiques et biologiques (Dimova S, et al., 2001), et I’interaction directe ou indirecte avec
les cellules résidentes et mobiles de I'immunité (Fehrenbach H, 2001). Les AT II et les
cellules de Clara sont les principales cellules sécrétant le surfactant [Fig. 6]. Les AT II sont
aussi indispensables au recyclage du surfactant, qui est renouvelé toutes les 5 a 10h. Le
surfactant est un film moléculaire protéo-lipidique (~90% du poids sont des lipides, ~10%
sont des protéines). Le principal composant lipidique, la dipalmitoyl phosphatidylcholine
(DPPC) associée aux cholestérols et phospholipides insaturés, avec 1’aide de protéines du
surfactant : SP-A, B et C, créent ce film tensio-actif qui empéche le collapsus des alvéoles.
Le surfactant joue, en outre, un role dans la perméabilité alvéolaire (effet anti-cedémateux),

I’effet chimiotactique, la production de radicaux libres et les mécanismes de défenses

contre les micro-organismes (en piégeant les pathogenes, et en activant la prolifération des

lymphocytes) (Fehrenbach H, 2001) [Fig. 6].

Fig. 6 : Le surfactant et
I’hypophase (Fehrenbach H,
2001). Un microscope a
transmission ¢lectronique
(Transmission electron
micrograph) permet de voir la
myéline tubulaire dans
I’hypophase, le surfactant (tétes
de fléches), ainsi que les
vésicules de surfactant a la
surface de AT II (fleches
grasses), chez le rat.
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Dans le SDRA, il existe un déficit en surfactant, secondaire aux lésions de I’épithélium
alvéolaire (Baker CS, ef al., 1999, Crim C, et al., 1995, Gregory TJ, et al., 1991, Seeger W,
et al., 1993a, Seeger W, et al., 1993b).

En décrivant la structure du poumon, notamment de la zone distale, certaines fonctions
pulmonaires qui deviennent des cibles lorsqu’elles sont altérées, pour des traitements, vont
étre exposées ci-dessous. Les hypothéses de travail quant aux approches thérapeutiques et

la démarche expérimentale seront émises ultérieurement.

C) Les roles fonctionnels de ’appareil
respiratoire : cibles thérapeutiques potentielles et

des traitements du SDRA

1 Généralités

Le rdle principal de 1’appareil respiratoire consiste en 1’échange gazeux au niveau du
parenchyme respiratoire (Matthay MA, ef al., 1996) qui oxygene le sang et ¢limine le
dioxyde de carbone. Ce transport d’air nécessite notamment sa conduction, sa purification
et son humidification par I’ensemble des voies aériennes. L'appareil respiratoire assure
d’autres roles, qui ne seront pas étudiés dans cette theése, dont :

— immunitaire : il participe a la défense de I'organisme par la présence de follicules et

de tissus lymphoides diffus disséminés dans ses muqueuses.
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— neuroendocrinien : il contient des cellules endocrines sécrétant des amines et des
polypeptides ayant une activité hormonale ou de neurotransmetteur (sérotonine,
bombésine, calcitonine, enképhaline).

— métabolique : les cellules endothéliales situées dans les poumons sont le lieu de
transformation de l'angiotensine I en angiotensine 11, le plus puissant
vasoconstricteur de 1'organisme, augmentant ainsi la pression sanguine. De plus, ces
cellules captent et dégradent des substances contenues dans le sang comme la
sérotonine, qui est excrétée au niveau de la muqueuse bronchique.

Afin d’assumer son role principal, I’épithélium doit assumer les échanges liquidiens et
ioniques qui maintiennent les liquides mucociliaire et alvéolaire, étre intégre et participer a
I’¢limination des ¢éléments exogeénes; tous mécanismes indispensables a la bonne
dissolution des gaz menant a leur échange avec le sang. L’épithélium respiratoire a donc
trois fonctions particulieres qui lui permettent d’assurer les ¢échanges gazeux :
I’homéostasie liquidienne du poumon, le maintien de I’intégrité physique et la protection
immunitaire. Ces trois fonctions que je vais m’attacher a décrire, sont aussi des cibles pour

des traitements que je vais illustrer.

2 L’homeostasie liquidienne

L’¢épithélium respiratoire régule les phases liquidiennes a sa surface par le contrdle du
transport ionique et conséquemment, le transport des fluides. Physiologiquement, la phase
GEL et I’hypophase sont normalisées par le controle du transport ionique. La phase
aqueuse ou liquide périciliaire sous la couche de mucus présente dans les voies aériennes
permet le battement ciliaire, et ainsi 1’¢limination du mucus et des éléments exogenes
piégés. Le film tensio-actif du surfactant assure une respiration sans collapsus alvéolaire.
L’hypophase du surfactant est indispensable a la dissolution des gaz permettant les

¢changes avec le sang des capillaires (Maina JN, et al., 2005).
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A la surface de I’épithélium respiratoire alvéolaire se trouve I’hypophase. Cette phase
liquidienne, sous-jacente au film tensio-actif du surfactant, est régulée par des gradients
ioniques induisant des flux aqueux. Les deux types cellulaires formant le parenchyme
respiratoire, les AT I et II, participent a la régulation des gradients ioniques, par la présence
a leurs membranes de canaux, de pompes et de transporteurs [Fig. 8]. Aux membranes
plasmiques de I’épithélium respiratoire alvéolaire ont ét€¢ mis en évidence des transports
actifs de sodium (Na") (Basset G, et al., 1987, Berthiaume Y, et al., 1987, Mason RJ, et al.,
1982) et de chlore (CI) (Fang X, ef al., 2002, Lindert J, et al., 2007, Schneider GT, ef al.,
1985).

Le transport ionique actif transépithélial crée un gradient osmotique menant au transfert du
liquide de I’espace alvéolaire en direction des capillaires (Matthay MA, ef al., 1982). Ce
grandient de concentration ionique est principalement sodique (Sartori C, et al., 2002). 11
est composé par des canaux sodique amiloride-sensible et insensible et de la pompe
NaKATPase (Sakuma T, et al., 1994, Sartori C, et al., 2002). Le principal canal amiloride-
sensible est le canal ENaC, son importance a ét¢ démontré lors de la délétion de la sous-
unité alpha; les souris meurent avant la 40°™ heure suivant la naissance de détresse
respiratoire (Hummler E, er al., 1996). La partie amiloride-insensible du gradient semble
étre assurée par le canal CNG (Pedersen LR, ef al). L’implication de la pompe
NaKATPase mise en évidence par le Dr Matthay (Looney MR, et al., 2005, Sartori C, et
al., 2002) avait été préalablement révélée par les travaux du Dr Sznajder lors de 1ésions
induites par la ventilation (Lecuona E, et al., 1999).

Une petite part du grandient de concentration ionique pourrait étre assurée par les canaux
chlore (16143588 - 11815669). Part grandissante en condition stimulée par les B-agonistes
(1947462 - 11815669) ou ’AMPc (16143588 — 11815669 - 16505652). Le canal CFTR
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) serait I’un des canaux participant a
la formation de ce gradient (16143588 - 11815669). D’autres possibilités sont 1’échangeur
d’anions CI/HCO;3™ AE2 et les canaux voltages dépendants CLCS5 et 2 (19684200).
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L’eau suit le gradient osmotique en traversant 1’épithélium principalement au niveau
paracellulaire et par les aquaporines (Verkman AS, 2007).

Par ailleur, dés les années 1940, des équipes travaillant a la compréhension du
développement de 1’cedéme pulmonaire ont pu constater un lien entre les transports des
ions potassium et calcium, et de I’eau (Hebb CO, et al., 1949). 1l est reconnu que les
transports Na' et CI™ transcellulaires sont interdépendants, entre autre liés au potentiel
membranaire (O'Grady SM, et al., 2003). D’autre part, lorsque la clairance alvéolaire est
stimulée par un activateur des canaux potassium ATP-dépendant (Karp), I’amiloride est
capable d’inhiber cette clairance. Ces résultats montrent comment la clairance liquidienne
dépend des canaux Na' amiloride-sensible et comment les flux ioniques de potassium (K )
peuvent moduler cette clairance (Leroy C, et al., 2006, Sakuma T, et al, 1998). Ces
expériences montrent 1’évidente co-dépendance régulationnelle des différents canaux CI,
K" etNa'.

Lors du SDRA, I’cedéme alvéolaire impliquant la compromission des échanges gazeux,
représente une incapacité a maintenir I’équilibre normal du transport des fluides. Lors des
premiers travaux en 1967 sur le SDRA, il y avait peu de connaissances sur la régulation de
I’homéostasie liquidienne par 1’épithélium alvéolaire. Depuis, la compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires régulant le transport des solutés et des fluides dans
les conditions physiologique et pathologique, n’a cessé de croitre. C’est un réseau
complexe de canaux et de pompes membranaires coordonnant la régulation des flux de
chlore, potassium, sodium et eau, qui a ét¢ mis en €vidence. Les canaux sodiques seront
I’objet principal de 1’étude sur la clairance alvéolaire dans la phase aigué du SDRA en
raison du role prépondérant du canal ENaC (epithelial sodium channel) dans ce mécanisme
(voir § C.2.3).

2.1 Les canaux chlores

Le courant chlore au niveau du parenchyme respiratoire a ét¢ moins étudié. Il existe des

transporteurs chlore basolatéraux dont les échangeurs CI/HCO;3 (Lubman RL, et al., 1995),
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KCl 1 et 4 (Lee SY, et al., 2003b), le cotransporteur NaK2Cl (Clerici C, et al., 1995, Lee
SY, et al., 2003b) et les canaux voltages dépendants CLC5 et 2 (19684200). Différentes
équipes ont mis en évidence la présence de canaux chlore apicaux (Kemp PJ, et al., 1993,
Schneider GT, et al., 1985), et c’est en 2004 qu’une présence fonctionnelle du canal CFTR
a ¢été déterminée dans les AT II (Brochiero E, et al., 2004) et en 2006 dans les AT I
(Johnson MD, et al., 2006). Comme décrit ci-dessus, la clairance alvéolaire serait menée
principalement par I’influx de Na" mais aussi par I’influx CI” (Berthiaume Y, ef al., 1987,
Fang X, et al., 2002, Lee SY, et al., 2003b, Matthay MA, et al., 2005). = L’inactivation du
canal CFTR empéche, en effet, ’élimination adéquate de ’oedéme lors d’un traitement a la
solution saline (Fang X, et al., 2002). De plus, I’activation de CFTR par I’AMPc¢ dans les
cellules épithéliales alvéolaires semble étre une condition sine qua none de I’influx sodique
par le canal apical ENaC. Les auteurs supposent que cet impact est dii a I’augmentation de
la conductance ¢électrique pour I’absorbtion du sodium a travers la membrane apicale via
les canaux amiloride-sensible et non a [’augmentation de la perméabilit¢ au sodium

(O'Grady SM, et al., 2000).

2.2 Les canaux potassiques

La pompe NaKATPase (Basset G, et al., 1988) produit un flux intracellulaire K qui est
recyclé par les canaux K™ basolatéraux, controlant ainsi le potentiel de membrane. La
premicre mise en ¢évidence de canaux potassium voltage-dépendant dans les cellules
alvéolaires date de 1988 (DeCoursey TE, ef al., 1988). Majoritairement, les canaux et
autres transporteurs de K’ participant a la régulation des flux ioniques et aqueux, se
trouvent a la membrane basolatérale. Le K™ peut transiter par des canaux K' voltage-
dépendant KvLQT1 (Leroy C, et al., 2004) et Kv1.7 (Bourke S, et al., 2005), des canaux
Ca”" dépendant (maxi-Kc,) (Leroy C, ef al., 2004), des canaux K rectifiant entrant (Kir2.1)
(Jeong IS, et al., 2001, O'Grady SM, et al., 2003), et des canaux potassiques K~ ATP
dépendant (Kap = Kir6.1 + SUR2B) (Leroy C, et al., 2004, Sakuma T, ef al., 1998). Ala
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membrane apicale se trouvent des canaux K voltage-dépendant (Kv1.1, 1.3, 1.4, 4.2, 4.3)
(Lee SY, et al., 2003a), et possiblement la pompe HKATPase ainsi que 1’échangeur KCl
chez le cobaye (Kemp PJ, et al., 1994).

La sécrétion de K* prévient notamment la dépolarisation cellulaire et permet de recouvrir
I’électroneutralité suite a 1’activation des canaux Cl et/ou des canaux Na' apicaux (Baro I,
et al., 1994, Vetter AE, et al., 1997). Certains canaux participent a la clairance alvéolaire en
condition physiologique et pathologique. Ainsi I’activation des canaux Karp concourt a la
clairance alvéolaire (Sakuma T, ef al., 1998). De méme, les canaux Karp et KvLQT1
contribuent & la régulation des transports des Na™ et de CI', a I’expression de ENaC et
CFTR et a I’absorption liquidienne (Leroy C, ef al., 2006). Ces mémes canaux participent a
d’autres fonctions de 1’épithélium alvéolaire, a savoir la régulation des différents
mécanismes impliqués dans la réparation ((Trinh NT, et al., 2007) ; voir § C.3.). De plus,
les canaux Kapp et Kv1.3 sont, quant a eux, impliqués dans la modulation de la réponse

inflammatoire ((Pompermayer K, et al., 2007, Vicente R, et al., 2003) ; voir § C.4).

2.3 Les canaux sodiques

A la membrane basolatérale des AT I (Johnson MD, et al., 2006) et I (Jones GS, et al.,
1982), le sodium est exporté par la pompe NaKATPase, ce qui crée un gradient sodium
entrant qui peut étre amiloride-insensible ou sensible. Le transport de sodium amiloride-
insensible (Norlin A, et al., 2001) peut se faire par le canal CNGI1 (cyclic nucleotide gated
channel) (Junor RW, et al., 1999, Schwiebert EM, et al., 1997), et les cotransporteurs
Na'/glucose, Na'/acide aminé et Na'/phosphate (Saumon G, ef al., 1993). Parmi les canaux
amiloride-sensible, il y a les canaux non-sé€lectifs aux cations (Junor RW, et al., 1999,
Schwiebert EM, et al., 1997) et principalement le canal ENaC cloné en 1993 dans le colon
par le Dre Canessa (Canessa CM, et al., 1993), puis caractérisé dans les AT II (Yue G, et
al., 1995) et les AT I (Borok Z, et al., 2002).
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Le canal ENaC est un ¢lément indispensable a la clairance alvéolaire physiologique et
pathologique (Davis IC, et al., 2007, Goolaerts A, et al., 2010, Jayr C, et al., 1994, Matthay
MA, et al., 2000, Matthay MA, et al., 2005). De plus, les souris KO (knock-out) pour le
gene oENaC décédent dans les 40h suivant leur naissance (Hummler E, et al., 1996). Une

compréhension plus fine de ce canal est ici nécessaire.

Complément : ENaC

En 1992, le Dr Palmer a classé les canaux apicaux amiloride-sensibles en trois
sous-groupes en fonction de leur conductance, sélectivité et sensibilité¢ aux
inhibiteurs. Ces canaux ont aussi été classés en high (H-type) et low (L-type)-
affinity channels. Le H-type possede une haute affinit¢ pour 1’amiloride
associée a une haute résistance transépithéliale. Le L-type posseéde une faible
affinité pour I’amiloride. En 1993, le canal sodique épithélial amiloride-sensible
a été cloné et nommé ENaC par le Dr Canessa (Canessa CM, ef al., 1993). En
1994, la méme équipe mettra a jour trois de ses possibles sous-unités (Canessa

CM, et al., 1994).

Epithelial Sodium Channal Complex

Fig. 7 : Schéma du canal ENaC avec les sous-
unitts o ou o, et P et v

(http://phsl.otago.ac.nz/staff/mcdonald.html)
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Le canal ENaC est formé de plusieurs sous-unité, chacune d’elle posséde deux
domaines transmembranaires, une grande boucle hydrophile portant des sites de
N-glycosylation et de courtes terminaisons NH,- et -COOH hydrophiles [Fig.
7]. Le nombre de sous-unités formant le canal est sujet a controverse. La
stoechiométrie comportant 4 sous-unités : a,-Py est la plus couramment nommée
(Firsov D, et al., 1998), mais certaines études suggerent la version a 9 sous-
unités : azPsys (Snyder PM, et al., 1998). La sous-unité a, seule, peut former un
canal non-sélectif aux cations (NSC). La présence des trois sous-unités permet
la formation d’un canal ayant les caractéristiques de la protéine native dont une
haute sélectivité au sodium par rapport au potassium (20:1). Plusieurs études
montrent qu’il existe une famille de canaux amiloride-sensible, de sélectivité
variable. L hypothése en cours suggere que le type et le nombre de sous-unités
formant le canal, résulterait en un canal « ENaC » aux caractéristiques
différentes (Eaton DC, ef al., 2004). Le canal ENaC formé par une ou plusieurs
sous-unités est localisé a la membrane apicale de cellules épithéliales (Garty H,
et al., 1988).

Les trois sous-unités ont été subséquemment clonées chez I’humain (Voilley N,
et al., 1995, Voilley N, et al., 1994), et dans les AT II (Yue G, et al., 1995) et
les AT I (Borok Z, et al., 2002) de rat. Elles sont présentes tout au long de
I’appareil respiratoire (Farman N, ef al., 1997), en particulier dans le poumon
(Canessa CM, et al., 1994). Leur prévalence est variable. Ainsi la sous-unité a
est nettement majoritaire dans 1’épithélium nasal, tandis qu’elle partage la
préséance avec la sous-unité y dans 1’épithélium distal, et que la sous-unité 3

prédomine dans 1I’épithélium bronchique (Pitkanen OM, et al., 2001).

Roles
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Dans les poumons, le transport de sodium est impliqué dans le maintien d’une
phase liquidienne adéquate a la surface de 1’épithélium et donc dans
I’¢limination de I’cedéme le cas échéant. L’épithélium pulmonaire a un double
role d’absorption et de sécrétion des ions et des fluides. Les canaux impliqués
dans le transport du sodium participent a la réabsorption des fluides des zones
proximale (Mall M, et al, 2004) et distale (Berthiaume Y, et al., 1987)
pulmonaires. D’autres rdles lui sont attribués, comme une augmentation délétére
de son activité associée a I’hypertension et aux maladies cardiaques (Boucher
RC, 1994, Sagnella GA, et al., 2006, Teiwes J, et al., 2007) ou encore la
présence de mutations liées au développement de syndromes rénaux tel celui de
Liddle (Boucher RC, 1994, Ecelbarger CA, et al., 2006). Le réle du canal ENaC
dans ces maladies ne sera pas traité ici, par contre son importance dans le SDRA

sera étudiée.

Régulation du canal

ENaC est régulé par nombre de molécules a différents niveaux :
transcriptionnel, traductionnel, post-traductionnel (formation, transport et
stabilit¢ a la membrane), et fonctionnel (activation, probabilité¢ d’ouverture et
conductance). Un exemple de régulation du niveau transcriptionnel est donné ci-
dessous.

Les hormones corticostéroidiennes sont secrétées par le cortex de la glande
surrénale a partir du cholestérol et sous la dépendance de I'ACTH (adreno-
cortico-trophic hormone hypophysaire). Il a ét¢ montré que le cortisol endogene
est nécessaire a la régulation de la clairance alvéolaire basale, certainement par
la modulation de ’expression des sous-unités de ENaC (Ecelbarger CA, et al.,
20006) et la formation de canaux hautement sélectifs au sodium (HSC) (Eaton

DC, et al., 2004).
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Les minérolo- et glucocorticoides se lient a un récepteur intracytoplasmique, qui
se transloque alors dans le noyau et régule la transcription génique. Un élément
GRE (glucocorticoid response element) a été localisé dans la région 5° de ENaC
(Chow YH, et al, 1999, Sayegh R, et al, 1999). Les glucocorticoides
augmentent 1I’expression d’ENaC, associée a celle du courant sodium de plus de
20 fois, dans une régulation tardive (3 a 24h). Il existe aussi une régulation
précoce (1 a 3h), impliquant une augmentation du courant sodium par deux ou

trois fois.

L’ensemble des transports ioniques régule les flux liquidiens, et ainsi la composition et le
volume de I’hypophase, mais aussi, participe a I’élimination de I’cedéme lorsque celui-ci

survient.

Na+
Ma+ MNa+

; glucose, acides aminés,

phosphate, HCOZ2
@ @ pompe MakKATPase
K+ @ mcanal EMaC
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Alvéole D échangeurMa H™
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Fig. 8 : Les canaux et transporteurs au niveau des cellules AT I et II
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» L’homéostasie liquidienne comme cible thérapeutique

L'homéostasie liquidienne dans différentes pathologies pulmonaires est perdue suite a une
dérégulation des canaux ioniques comme c’est le cas dans la fibrose kystique qui concerne
le canal CFTR (Wine JJ, et al., 1991) ou, I’cedéme pulmonaire de haute altitude (HAPE) et
le SDRA (Davis IC, ef al., 2007) qui concerne le canal ENaC (Mairbaurl H, 2006). Chez
les patients atteints du SDRA, c’est D’atteinte pulmonaire qui engendre I’cedéme,
nécessitant une modulation adaptée du transport ionique. De plus, il est observé une
corrélation inverse entre la capacité de clairance alvéolaire, et le temps de ventilation
mécanique et la mortalité (Ware LB, et al., 2000), signifiant I’importance de I’élimination
de ’cedeme. Plusieurs études ont montré que la clairance alvéolaire qui permet d’éliminer
I’cedéme, est principalement conduite par des courants transépithéliaux de sodium (Matthay
MA, et al., 2002) et de chlore (Berthiaume Y, ef al., 1987, Fang X, et al., 2002, Lee SY, et
al., 2003b, Matthay MA, et al., 2005). En utilisant une approche inverse, I’équipe du Dr
Matthay a montré que la présence d’un cedéme (fluide présent dans les alvéoles) chez des
patients ALI (acute lung injury) provoque la dérégulation du transport des fluides
alvéolaires chez les AT II, et cela via la modulation de plusieurs canaux ioniques (i.e.
ARNm et protéines de aENaC, al1NaKATPase, et CFTR) (Lee JW, et al., 2007).

Une approche intéressante pour augmenter la résorption des cedémes est la stimulation de la
clairance des fluides alvéolaires par ’activation de canaux ioniques participant a cette
clairance.

Des essais ont été faits avec le salbutamol et d'autres B-agonistes, capables d'augmenter le
transport de sodium des cellules épithéliales alvéolaires (Matthay MA, et al., 2002) et la
vasodilatation, ce qui diminue la pression microvasculaire pulmonaire (Bonsignore MR, et
al., 1988). Ces traitements ont montré une réduction de lI'cedéme chez les patients SDRA
(Perkins GD, et al., 2006). Au-dela de ces effets sur les canaux et la clairance, les [-
agonistes ont aussi des effets contradictoires sur la réparation des Iésions. En effet,

I’isoprotérénol diminue la fermeture de plaies préalablement stimulée par ’EGF (epithelial
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growth factor), in vitro (Schnackenberg BJ, ef al., 2006), tandis que le salbutamol stimule a
la fois la réparation des plaies, I’étalement et la prolifération (Perkins GD, et al., 2008).
Malheureusement, les résultats d'une étude menée par « I'ARDS network » ne montrent pas
d’amélioration de la survie a 60 jours (National Heart L, ef al., 2011). Ces données mettent
en lumicre que certains traitements pourraient avoir des effets bénéfiques sur un aspect de
I’évolution du syndrome, mais ne peuvent a eux-seuls le résoudre, ni seulement le stopper.

D’autres molécules jouent sur la modulation des fluides alvéolaires. C’est le cas des
hormones glucocorticoides qui stimulent la clairance alvéolaire par 1’augmentation du
transport de sodium, possiblement via ENaC, in vivo et in vitro ((Folkesson HG, et al.,
2000, Sznajder JI, 1999, Tchepichev S, et al., 1995); et voir § Régulation du canal ENaC
p23). Le dexaméthasone, une hormone glucocorticoide de synthése ayant un effet anti-
inflammatoire et immunosuppresseur, dont la puissance est environ 40 fois celle du cortisol
a été particulierement étudiée. Certains effets de cette molécule sur le canal ENaC semblent
divergents. Notamment au niveau de la régulation de I’ARNm, certaines équipes montrent
une augmentation de I’ARNm de oENaC dans des cellules épithéliales alvéolaires en
culture primaire et issues de lignée H441 (Dagenais A, et al., 2001, Sayegh R, ef al., 1999),
tandis que d’autres ont montré un niveau d’ARNm et de protéines de - et y-ENaC modulés
a la hausse et une faible variation de ’ARNm de a-ENaC dans les A549 (Lazrak A, et al.,
2000). Cette non-concordance des résultats pourrait indiquer un effet cellulaire dépendant
qui ne remet cependant pas en cause son potentiel activateur. Par ailleurs, le
dexaméthasone diminue la conductance et augmente la sélectivité pour le sodium (Lazrak
A, et al., 2000). De plus, il semble qu’en présence de dexaméthasone, 1’augmentation du
courant amiloride-sensible (Dagenais A, ef al., 2001) soit liée a I’augmentation du nombre
de canaux ENaC HSC par rapport aux canaux ENaC NSC (Eaton DC, et al., 2004, Jain L,
et al., 2001). L’impact du dexaméthasone sur le canal ENaC montre un potentiel
d’utilisation lors du traitement du SDRA que ce soit au niveau de la résorption de 1I’cedeme

ou de I’inflammation.
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La modulation du canal ENaC, si fortement impliqué dans la régulation des flux liquidiens,
nécessaire a 1’élimination de I’cedéme et donc au maintien de I’homéostasie liquidienne, a

été étudiée dans la premicre partie de ma these sur le traitement de la phase exsudative du

SDRA.

3 L’integrité physique de I’¢épithélium respiratoire

Le transport et les échanges gazeux dépendent de la présence et de D’intégrité¢ de
I’épithélium respiratoire (Meban C, 1987). L’intégrité permet aussi le maintien de
I’homéostasie liquidienne. En effet, 1I’épithélium respiratoire est une partie de la barriere
alvéolo-capillaire qui sert de filtre lors de la diffusion de 1’eau, des ions et des
macromolécules. Le maintien de I’intégrité physique nécessite d’abord une cohésion
épithéliale qui passe par la préservation des jonctions intercellulaires. Cette fonction est
assumée en particulier par les AT I dont la cohésion limite le passage du plasma filtrant
depuis les capillaires vers la lumiére alvéolaire. Les AT I et II développent des jonctions
serrées et communicantes, qui participent au maintien de 1’intégrité de I’épithélium (Lee
YC, et al., 1997, Schneeberger EE, et al., 1978). L’intégrit¢ est aussi assurée par la
régénération et la réparation de 1’épithélium lors de la formation de 1ésions de quelque
origine que ce soit. Trois mécanismes essentiels entre en jeu : la production d’une nouvelle
matrice extracellulaire (MEC) ou son renouvellement, le remplacement des cellules et la
sécrétion de facteurs (cytokines, facteurs de croissance, chimiokines, etc) [Fig. 9]. Ces
différents mécanismes sont inter-reliés et se chevauchent dans le temps. Leur présence au

niveau du parenchyme respiratoire sera développée ci-apres.
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Fig. 9 : Séquence des événements permettant la réparation épithéliale (Crosby LM, et al., 2010)

3.1 La matrice extracellulaire

La recomposition de la MEC, lorsque la barriere alvéolo-capillaire est altérée, implique
I’utilisation de protéines plasmatiques comme I’albumine, le fibrinogeéne, le plasminogene
et des protéines du complément qui peuvent alors entrer dans 1’espace alvéolaire. Certaines
de ces protéines contribuent ainsi au dépot de fibrine intra-alvéolaire qui sert de matrice a
la migration des cellules (McGowan SE, 1992). Les composants de la MEC permettent
I’adhésion et/ou la migration des cellules. Par exemple, la vitronectine participe au

mécanisme de réparation de plaies mécaniques sur les cellules en culture A549 (Adair JE,
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et al., 2009). Ces mémes protéines plasmatiques peuvent cependant aussi participer au
développement de la fibrose (réparation inadéquate), comme c’est le cas lors du SDRA

(Idell S, et al., 1987).

3.2 Cellules progénitrices et cellules souches

Deuxiemement, la régénération et la réparation de 1’épithélium alvéolaire passe par la
mobilisation de cellules progénitrices dont majoritairement les AT II (Bishop AE, 2004,
Otto WR, 2002). En effet, les AT II participent a la régénération de 1’épithélium alvéolaire
suite a la formation de 1ésions épithéliales (Adamson 1Y, et al., 1974b, Evans MJ, et al.,
1978, Reddy R, et al., 2004, Uhal BD, 1997). Plus récemment, il a été montré que les AT I
proliferent aussi. Elles expriment Oct4 qui est un marqueur de cellules pluripotentes et
montrent une plasticité phénotypique in vitro (Gonzalez RF, et al., 2009). Les cellules
souches de la moelle osseuse sont une autre source de renouvellement des AT I (Kotton
DN, et al., 2001) et des AT II (Theise ND, et al., 2002). Il est a noter que ces cellules
s’encrent plus ou moins dans le poumon en fonction de la source des 1ésions (Chang JC, et
al., 2005, Wang W, et al., 2009). L’idée actuelle est partagée entre une action directe des
cellules souches au processus de réparation ou par une action indirecte de celles-ci via la
sécrétion de facteurs (Lee JW, et al., 2009). Parmi les cellules de la moelle osseuse, une
sous-population exprimant la protéine de sécrétion des cellules de Clara (CCSP)
contribuent a la réparation épithéliale pulmonaire (Wong AP, et al., 2009).

La réparation de I’épithélium a 1’aide des cellules progénitrices locales se fait en plusieurs
étapes dont le détachement, la migration, la prolifération et la différentiation. L ’ordre exact
de ces événements n’est pas connu mais plusieurs équipes cherchent a déterminer cette
séquence (Berthiaume Y, ef al., 1999, Uhal BD, 1997) [Fig. 10]. Au niveau de 1’épithélium
alvéolaire lorsqu’une Iésion survient, les cellules progénitrices AT II migreraient d’abord

vers le site de 1ésion, puis elles proliféreraient afin de recoloniser la zone lésée et enfin,
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pour une part d’entre elles, se différentieraient en AT I, reformant un épithélium intact

(Adamson 1Y, et al., 1974a, b).
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Fig. 10 : Les différentes phases du processus de réparation des cellules alvéolaires.

Le premier événement a avoir lieu serait I’ensemble désadhésion-dissémination-migration,
puis aurait lieu la prolifération, avant la différentiation pour la réparation finale
(Berthiaume Y, et al., 1999).

Pour tous ces processus participant a la ré-épithélialisation, la modification du cytosquelette
et son interaction avec la MEC sont en constant remaniement. La migration nécessite des
modifications du cytosquelette permettant la formation d’extensions membranaires,
I’attachement a la MEC, la traction de 1’arriére de la cellule vers 1’avant et le détachement
des adhésions a I’arriere de la cellule (Small JV, et al., 1999) [Fig. 11]. Ces mouvements
sont notamment liés a 1’interaction entre cytosquelette d’actine, complexe d’adhésion et

intégrines (Desai LP, et al., 2008, Rottner K, ef al., 1999, Small JV, et al., 1999).
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Fig. 11 : Théorie de la cellule en migration

En haut a droite se trouve I’avant de la cellule : la cellule entre en contact avec la MEC
grace aux excroissances cellulaires lam et ruf (protruding and ruffling lamellipodium) et
aux complexes moléculaires fc et ms/c (punctuate focal complexes and linear contacts
associated with some microspike bundles). Chacun de ces contacts permet le
développement d’un pFA (precursor focal adhesion), qui devient iFA (intermediate focal
adhesion), ou tFA (focal adhesion at a trailing cell edge). En bas a gauche se trouve
I’arriére de la cellule : ce sont les mémes points focaux d’adhésion qui ont crii. Leur
formation et croissance étant régulées de fagon antagoniste par les petites GTPases Rho et
Rac. Cet antagonisme est nécessaire a la polarisation de la cellule. Il controle les
cytosquelettes d’actine et de microtubule, qui collaborent a la régulation de la polarité
cellulaire et la locomotion (Small JV, et al., 1999).

3.3 Les facteurs moléculaires

Des facteurs de croissance et les cytokines sont impliqués et imbriqués dans les processus

de réparation comme nous allons le découvrir.

3.3.1 Les facteurs de croissance
Lors de la réponse aux Iésions, il a été montré que parmi les facteurs de croissances, la voie
EGF / TGF-a / REGF participe au processus de réparation. Ainsi, TGF-a (transforming
growth factor-a) est fortement présent dans 1’cedéme des patients ALI/SDRA (Hyers TM,

et al., 1991) et augmente la fermeture de plaies in vitro (Kheradmand F, ef al., 1994). Dans
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un modele animal d’ALI induit par le naphtaléne ’EGF, le TGFa et leur récepteur REGF
voient leur expression augmentée sur le site des l€sions pulmonaires (Van Winkle LS, et
al., 1997). 1l semble que cette voie appartienne notamment au chemin d’activation de
I’interleukine IL-1p (Geiser T, 2003, Geiser T, ef al., 2000). L’IL-1p lui-méme augmente la
fermeture de plaies in vitro dans une concentration proche de celle trouvée dans le BAL de
patients SDRA (Geiser T, 2003). L’EGF et le TGF-a agiraient par activation de la
migration des AT II (Lesur O, ef al., 1996). Cela se ferait via la stimulation de I’expression
et de ’activités des canaux KvLQT1 et Katp (Trinh NT, ef al., 2007).

Dans la famille des FGF (fibroblaste growth factor), le KGF (keratinocyte growth factor)
produit par les fibroblastes induit la prolifération des AT Il in vitro (Panos RJ, et al., 1993)
et in vivo (Ulich TR, ef al., 1994). 1l participe aussi a la prolifération (Panos RJ, et al.,
1995, Ulich TR, et al., 1994), ainsi qu’a la migration et I’adhésion (Desai LP, et al., 2007,
Galiacy S, et al., 2003). L’activation de la migration se fait partiellement par
I’augmentation du dépdt de fibronectine et sa réorganisation en bordure des cellules
(Galiacy S, ef al., 2003). L’induction de 1’adhésion par le KGF se fait notamment par le
REGF (Atabai K, et al., 2002). Les cytokines pro-inflammatoires activant I’expression de
KGF, incluent les IL-1a, -1PB et 6, le TNFa (tumor necrosis factor alpha), TGF-a et le
PDGF-BB (platelet-derived growth factor-BB) (Ware LB, et al., 2002). Toutefois, il est a
noter que le KGF n’est pas augmenté dans 1’cedéme des patients ALI/SDRA (Verghese
GM, et al., 1998), alors que le HGF (hepatocyte growth factor) I’est.

Le HGF a une action mitogénique sur les cellules alvéolaires in vitro et in vivo (Ohmichi H,
et al., 1996). De plus, le HGF donné post-bléomycine diminue la fibrose induite par celle-ci
chez la souris (Yaekashiwa M, et al, 1997). Cela pourrait étre li¢ a 1’inhibition de
I’accumulation du collagene, a I’augmentation de la syntheése de plasmine, de I’activité de
u-PA (plasminogen activator) et de la migration cellulaire (Dohi M, et al., 2000), ainsi qu’a
la dégradation de la membrane basale (Furuyama A, et al., 2004). Le HGF augmenterait
aussi les capacités fibrinolytiques des cellules épithéliales alvéolaires, leur assurant la

possibilité de se mouvoir (Dohi M, et al., 2000).
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3.3.2 Les cytokines

L’évaluation de trois pathologies pulmonaires humaines, 1'IPF (idiopathic pulmonary
fibrosis), le SDRA et le cancer, a montré que plusieurs cytokines sont impliquées. Dans la
réponse aux lésions et I’inflammation ont été retrouvés les IL-1, -8, le MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1), le TNFa. Dans la réparation et la fibrose, ¢a a été le PDGF, I’'IGF-1
(insulin-like growth factor-1), le TGF-B et le b-FGF (basic-fibroblast growth factor)
(Martinet Y, et al., 1996).

Parmi les cytokines, TGF-f est présent trés tot dans le lavage broncho-alvéolaire (BAL)
des patients SDRA (Martinet Y, ef al., 1996, Synenki L, et al., 2007) et dans des modeles
animaux d’ALI (Khalil N, et al., 1989, Wesselkamper SC, et al., 2005). Lorsque TGF-3 ou
sa cascade de signalisation sont inhibés, il y a une diminution de [’cedéme, de
I’inflammation, du dépdt de collagene, du taux de fibrose, et incidemment de I’ALI, dans
des mod¢les animaux (Nishioka A, et al., 2004, Pittet JF, et al., 2001, Shenkar R, et al.,
1994, Zhang K, et al., 1995), indiquant son importance dans le développement des phases
aigué et tardive du syndrome. Un de ses modes d’action pour augmenter la perméabilité
épithéliale alvéolaire semble €tre la déplétion du taux de glutathion (Pittet JF, et al., 2001)
par, au moins en partie, ’inhibition de la transcription du géne codant pour le gamma-
glutamylcysteine synthetase heavy subunit (YGCShs) (Arsalane K, et al., 1997). Les trois
isoformes TGF-B1, 2 et 3 seraient présents a I’initiation des lésions, puis TGF-B1 serait
majoritairement exprimé lors de la progression du processus Iésionnel (Coker RK, ef al.,
1997, Zhang K, et al., 1995). La participation de TGF-B a ét¢ montrée dans de nombreux
processus cellulaires pathologiques du SDRA. Au niveau des cellules épithéliales, il semble
avoir des effets paradoxaux. Il est tout a la fois un activateur de la croissance et de la
différentiation des cellules épithéliales alvéolaires. Il active aussi la synthése de molécules
de la MEC en affectant leur transcription, dont 1’augmentation de la synthése de collagéne
(Kaminski N, et al., 2000) et de laminine (Kumar NM, et al., 1995), inhibe la production de

collagénase (Kaminski N, ef al., 2000), et module les protéines transmembranaires dont les
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intégrines (Munger JS, ef al., 1999) et les ADAM (A4 Disintegrin And Metalloproteinase ;
(Keating DT, et al., 2006)). Mais, il conduit aussi leur apoptose via la caspase 3 et le Fas
ligand (Hagimoto N, et al., 2002, Kumar NM, et al., 1995). D’autre part, in vitro et in vivo,
il induit la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) des cellules alvéolaires (Degryse
AL, et al., 2011, Yao HW, et al., 2004), qui participe du remodelage €pithélial. Dans la
méme veine, TGF-B1 inhibe la synthése de KGF produit par les fibroblastes, ce qui réduit
la prolifération des cellules épithéliales alvéolaires induite par le KGF (Chandel NS, ef al.,
2009, Zhang F, et al., 2004). Autre aspect contradictoire, a une dose de 1 ng/ml, le TGF-$1
augmente la synthése de molécules de la MEC - laminine, collagene de type IV, perlecan,
entactin - et leur intégration homogene a la membrane basale. Cette synthese est dose
dépendante. Cependant a une dose de 5 ng/ml, ces molécules ne sont plus intégrées de
fagon homogene a la membrane basale (Furuyama A, ef al., 1999), autre phénomene
prenant part au remodelage. Ces effets semblant paradoxaux indiquent qu’au stade
inflammatoire le TGF-B1 induit un déséquilibre dans le phénomene de la réparation, qui
tend alors vers le remodelage.

Parmi les autres cytokines, notons la fonction de I’'IL-1p qui est actif dans 1’cedéme de
patient en phase précoce d’ALI/SDRA (Pugin J, ef al., 1996) et augmente la fermeture des
plaies in vitro (Geiser T, et al., 2001, Geiser T, et al., 2000). Cet effet semble s’étendre vers
la fibrose et remodelage tissulaire lors de la surexpression de I’IL-1f dans un modéle murin
qui induit des Iésions pulmonaires (Kolb M, et al., 2001).

Un dernier exemple de cytokine participant positivement a la reconstruction de 1I’épithélium
est I’IL-2 qui augmente la migration des AT II et réduit I’apoptose de ces cellules (Lesur O,

et al., 2004).

L’intégrité de 1’épithélium - fonction essentielle au poumon - est donc assurée par le
renouvellement de la MEC, le remplacement des cellules 1€sées et la sécrétion de facteurs
favorisant ce processus. Le maintien de I’intégrité assure I’homéostasie liquidienne et par

suite, les échanges gazeux.
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» L’intégrité épithéliale comme cible thérapeutique sera étudi¢e indirectement dans la
seconde partie de cette these dédiée au processus inflammatoire. Ce choix a été fait en
raison de I'influence de I’inflammation sur la réparation épithéliale. En effet, en présence
d’une inflammation (qui participerait normalement au processus de réparation de
’épithélium) devenue chronique (ce qui est une caractéristique du SDRA) il y a induction

de nouvelles 1ésions, participant a une réparation atypique ou fibrose.

4 La protection immunitaire dans I’épithé¢lium respiratoire

La fonction principale du poumon est la respiration, et pour cela la surface d’échange entre
I’environnement extérieur et le sang est d’environ 100m?. Cela nécessite un important
systeéme de protection contre les ¢léments pathogenes et exogenes.

Premierement, 1’épithélium respiratoire permet une défense immunitaire passive des voies
aériennes (Bang FB, 1961) nécessitant la coordination des cellules caliciformes (sécrétant
le mucus) et des cellules ciliées. Les éléments inhalés, d’un diameétre supérieur ou égal au
micron, sont piégés par le mucus et dirigés grace aux cils vers ’oropharynx ou sont
expectorés. Que ce soit dans les fosses nasales ou dans les bronches, I’efficacité de ce
« tapis roulant » dépend du mouvement des cils (intégrité, nombre et motilité) (Sleigh MA,
et al., 1988) et de I’état du mucus (viscoélasticité, épaisseur de la phase SOL et qualité de
la phase GEL) (King M, 1987). Par ailleurs, il existe des formations tissulaires
immunitaires localisées depuis le pharynx jusqu’aux bronches. Ce sont en particulier des
formations lymphoides qui protégent des voies aériennes sous-jacentes. Il y a l'anneau de
Waldeyer, les amygdales linguales, pharyngées, palatines et tubaires, mais aussi du tissu
diffus. Les lymphocytes B et les plasmocytes présents dans les formations lymphoides,

produisent des anticorps, spécialement des IgA (agglutination, neutralisation des bactéries,
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virus), qui se retrouvent dans le mucus. Les cellules séreuses des glandes mixtes du chorion
produisent du lysozyme (destruction de la paroi bactérienne), présent dans le mucus.

En deuxiéme ligne de défense, les macrophages alvéolaires phagocytent et tuent nombre
de pathogenes, sans initier le recrutement d’autres leucocytes.

Troisiémement, il existe une haute concentration de neutrophiles dans les capillaires
sanguins pulmonaires, appelée « marginated pool » que je traduirai par «en réserve »,
lequel est prét a étre recruté. L’accumulation de neutrophiles dans les capillaires sanguins
de poumon non-inflammé est dite «en réserve», de poumon inflammé est dite
« séquestration ».

Finalement, les macrophages et neutrophiles activés peuvent induire un large recrutement

de leucocytes.

Seuls les ¢léments du systetme immunitaire participant a 1’inflammation lors de la phase
aigué du SDRA seront décrits ci-apres. Les principaux leucocytes impliqués sont les
macrophages et les neutrophiles, tandis que le TNFa et les IL -1, -6, -8, -10 sont parmi les
cytokines principalement modulées (Fudala R, et al., 2008, Jin X, et al., 2011, Lin WC, et
al., 2010, Mukhopadhyay S, et al., 2006, Park WY, et al., 2001, Thickett DR, ef al., 2008).

Table 1. Inflamrmatory mediators in

ARDS

Inflarnrnatory mediator Function

TNF-u Pro-inflammatary: neatrophil activation in ARDS

IL-1p Pro-inflarmmatary: neutrophil activation in ARDS

IL-6 Leukocyte growth/activation; proliferation of myeloid progenitor cells; acute phase response; pyrexia 2
IL-10 Anti-inflammatory; inhibits release of pro-inflammatory cytokines

TGF-f Resolution of tissue injury; pro-inflammatory

GM-CEF Huost defence; haematological growth factor

PAF Platelet activation; neutrophil activation and chemataxis

1CAN-1 Meutrophil adhesion

Caa Leukocyte chemaattractant; dual pro- and anti-inflammatory rale

Substance P Pro-inflammatory

Chemaokines Leukocyte activation and chemotaxis

WEGF Endothelial cytokine; plays a role in angiogenesis and vascular permeability
IGF-1 Alveolar macrophage-derived growth factor, pro-fibrotic

KGF Epithelial specific growth factor, important for lung development, repair

Reactive oxygen and nitrogen species Regulation of vascular tone, antimicrobial action
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Tableau 2 : Médiateurs de I’inflammation dans le SDRA (Bhatia M, et al., 2004)

4.1 Les cellules participant a I'immunité

Les macrophages présents dans I’interstitium et I’hypophase sont issus des monocytes
sanguins circulants. Ils représentent 90% des cellules recueillies au cours d'un lavage
broncho-alvéolaire (BAL) en condition contréle. Ils séjournent un temps variable dans le
parenchyme respiratoire (certains y demeurent), puis ils sont soit véhiculés par les
vaisseaux lymphatiques jusqu'aux ganglions hilaires, soit entrainés a travers les
bronchioles, les bronches et la trachée, englués dans le tapis muqueux. Suite a une invasion
de I’alvéole par des germes infectieux, les macrophages constituent la premiere ligne de
défense relativement spécifique puisqu’ils sont capables d’organiser une réponse
inflammatoire adaptée, en recrutant les polynucléaires et en utilisant les compétences des
AT II (Bowden DH, 1984) (endocytose, dégradation du surfactant et des éléments piégés
par celui-ci (Dimova S, et al, 2001)). Chez les patients survivants, les macrophages
deviennent majoritaires deux semaines apres le début du SDRA, alors que débute le
processus fibroprolifératif, évoluant vers la fibrose (Steinberg KP, et al., 1994).

Pour leur part les neutrophiles sont impliqués dans la phase aigué du SDRA (Powe JE, et

al., 1982, Weiland JE, et al., 1986).

4.1.1 Les neutrophiles
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I1 est considiré que l'activation et la transmigration des neutrophiles jouent un role clef dans
la progression de 1'ALI/SDRA (Abraham E, 2003, Chollet-Martin S, et al., 1996,
Thommasen HV, 1985, Weiland JE, et al., 1986). En effet, chez les patients atteints de
SDRA, la concentration de neutrophiles dans le BAL est corrélée avec la gravité et l'issue
du syndrome (Steinberg KP, et al, 1994). Leur accumulation correle avec les 1€sions
pulmonaires qui induisent l'augmentation de la perméabilité de la membrane alvéolo-
capillaire (Worthen GS, et al., 1987). La présence excessive de neutrophiles et leur
accumulation induisent par elles-mémes des dommages épithéliaux (Matthay MA, et al.,
2011), conduisant a une boucle rétro-positive lésionnelle. Toutefois, le role naturel des
neutrophiles est principalement la destruction de microorganismes envahissants par contact

avec des agents anti-microbiens, dont les ROS et les défensines (Harada RN, et al., 1985).

4.1.1.1 Attraction et rétention des neutrophiles sur le site de 1ésion

Dans la pathogénese du SDRA, les neutrophiles sont attirés depuis la circulation sur le site
des Iésions par différents chémoattractants (Doerschuk CM, 2001, Drost EM, et al., 2002,
Ford-Hutchinson AW, et al., 1980, Powell WS, et al., 1993). Les différents mécanismes
conduisant a leur présence dans 1’espace broncho-alvéolaire, est une séquence
d’événements qui se recoupent dans le temps (Doerschuk CM, 2001, Reutershan J, et al.,
2005). Ainsi, il y a un délai entre leur recrutement dans les capillaires pulmonaires et leur
extravasion dans 1’espace aérien. Les médiateurs inflammatoires induisent ce délai en
diminuant transitoirement la capacit¢ de déformation, en augmentant le volume cellulaire,
et en modifiant la structure du cytosquelette (formation du cytosquelette d’actine F a la
périphérie cellulaire) des neutrophiles (Doerschuk CM, 2001). De ce fait, ils se retrouvent
coincés dans les capillaires (Thommasen HV, et al., 1984) puisque leur capacité de
déformation est indispensable a la traversée des capillaires pulmonaires (Downey GP, et
al., 1990). La séquestration des neutrophiles seule n’induit pas le développement de I’ALI

(Martin TR, et al., 1989, Webster RO, et al., 1982), pas plus que 1’émigration dans le
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poumon (Grommes J, et al., 2011). Par contre, il est nécessaire que les neutrophiles soient

activés (Grommes J, et al., 2011). Suite au blocage des neutrophiles dans les capillaires

pulmonaires, leur migration est associée a l’augmentation de la perméabilit¢ de la

membrane alvéolo-capillaire et la formation d'un cedéme (Ware LB, et al., 2000).

4.1.1.2 Traversée de I’endothélium

Traditionnellement, la migration des neutrophiles a travers 1'endothélium est décrite en trois

phases : le roulement, 1’activation et 1’adhésion des neutrophiles (Ley K, et al., 2007). Des

¢tudes plus récentes ont précisé ces étapes en ajoutant la capture, le ralentissement du

roulement, la modulation de la force d'adhésion, l'infiltration intraluminale, la migration

trans- et para-cellulaire et la migration a travers la membrane basale (Ley K, ef al., 2007)

[Fig. 12].
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Fig. 12 : Les étapes de I’extravasion des neutrophiles.
Les trois étapes traditionnellement décrites sont en gras, les étapes ajoutées sont en normal,
les principales molécules impliquées dans ces étapes sont indiquées dans les cadres gris

(Ley K, et al., 2007).
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4.1.1.3 Traversée de 1’épithélium

Suite au passage de I’endothélium, les neutrophiles doivent se frayer un chemin a travers la
membrane basale. Il semble que cela puisse se faire grace a des trous pré-existants dans
I’interstitium (Burns AR, et al, 2003). Analogue a la migration transendothéliale, la

migration a travers 1’épithélium se divise aussi en trois principales phases : 1'adhésion, la

migration et les événements post-migratoires (Zemans RL, et al., 2009) [Fig. 13].
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Fig. 13 : Migration des neutrophiles a travers I’épithélium.

La migration des neutrophiles a travers I’épithélium se fait en trois principales étapes. Le
neutrophile doit d’abord adhérer a la membrane basolatérale, puis s’infiltrer a la jonction de
deux ou trois cellules épithéliales. Finalement les neutrophiles s’attachent a la membrane
apicale des cellules épithéliales afin de résister au flot liquidien et aux forces mécaniques
déployées lors de la défense contre les microorganismes (Zemans RL, et al., 2009).
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En condition normale, le passage des neutrophiles n'endommage pas I'épithélium et
pourrait méme contribuer a le refermer (Colgan SP, et al., 2006, Lawrence DW, et al.,
2002). Une des hypothéses expliquant une partie de leur effet délétere est la présence de
deux vagues d’influx neutrophilique; la seconde étant celle qui serait liée au taux de
mortalité (Petty JM, et al., 2007). Une autre hypothése qui n’est pas incompatible avec la
premicre, c’est le grand nombre de neutrophiles activés présent aux alvéoles puissent
induire des 1ésions, permettant ou augmentant la perméabilité. Les mécanismes impliqués
dans le processus lésionnel des neutrophiles concerne la modulation des jonctions serrées,
la force de compression résultant du passage des neutrophiles entre les cellules épithéliales
et la dégradation issue de la sécrétion des granules neutrophiliques (Zemans RL, et al.,
2009). Le relachement des agents cytotoxiques par les neutrophiles activés ne se fait que
s’il y a contact avec 1’endothélium, I’épithélium ou la MEC (Downey GP, et al., 1999). Les
neutrophiles sont donc la source de protéinases dont 1’¢lastase, de polypeptides
cationiques dont les défensines, de chémokines, de cytokines, de métalloprotéinases
(MMP), et de ROS (Zemans RL, et al., 2009). Par exemple, les MMPs qui sont en
proportion élevée dans le BAL (Delclaux C, et al., 1997, Ricou B, et al., 1996, Torii K, et
al., 1997), participent a l'influx neutrophilique en agissant sur les molécules des jonctions
comme [’occludine et 1I’E-cadherine, modulant ainsi le cytosquelette d'actine et les
molécules d'adhésion a la surface cellulaire et dégradant alors la MEC (Zemans RL, et al.,
2009). De plus, les dommages induits par plusieurs des substances produites par les
neutrophiles participent a ’augmentation de la perméabilité paracellulaire caractéristique
du SDRA (Hogg JC, 1994), participant a la formation de la boucle rétro-positive
l1ésionnelle.

L'une des caractéristiques de la résolution de I’inflammation est I’apoptose des neutrophiles
(Lee WL, ef al., 2001). Un délai dans ce processus pourrait participer au développement ou
a la perpétuation de I’ALI (Lee WL, et al, 2001). En effet, la survie prolongée des
neutrophiles par retardement de [’apoptose a été noté au niveau des sites

d’inflammation/infection et les neutrophiles issus de patients atteints du SDRA ont cette
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méme caractéristique (Galani V, et al., 2010). Cependant, les patients neutropéniques
développent le SDRA (Ognibene FP, et al., 1986, Vansteenkiste JF, et al., 1989), indiquant

la possibilité du développement d'un ALI neutrophiles-indépendant.

L’ensemble des cellules du systeme alvéolaire participe a la formation de molécules
concourant a la protection immune. En particulier, les cellules de 1’épithélium respiratoire
produisent des métabolites de I’acide arachidonique, des radicaux libres, des cytokines pro-
et anti-inflammatoires (IL-3, TGF-B, RANTES), des enzymes membranaires anti-
inflammatoires (anti-neuropeptides et anti-protéases), des molécules d’adhérence, des sous-

unités du complément, participant ainsi a la réponse immune.

4.2 Quelques molécules inflammatoires

42.1 Les ROS

Plusieurs études laissent supposer I’importante implication des ROS lors du développement
du SDRA. En effet, chez les patients SDRA, cela est révélé par une plus grande quantité de
péroxyde d’hydrogeéne (H,O;) dans leurs urines (Mathru M, et al., 1994) et dans D’air
exhal¢ (Kietzmann D, ef al., 1993). De plus, une péroxydation lipidique (Kumar KV, et al.,
2000) et protéique (Lamb NJ, ef al., 1999, Lenz AG, et al., 1999) a été notée, ainsi qu’une
diminution du taux de molécules anti-oxydantes dans le plasma (Metnitz PG, et al., 1999)
et dans le fluide alvéolaire (Pacht ER, ef al., 1991). Des équipes ont mis en évidence un
déséquilibre oxydants / antioxydants, a la fois par une augmentation de la production de
ROS et la diminution du taux d’antioxydants (Haddad 1J, ef al., 2000, Metnitz PG, et al.,
1999). Cette augmentation des oxydants conduit, in vivo, a la diminution de la clairance
alvéolaire (Modelska K, ef al., 1999, Sakuma T, ef al., 2000). Cet impact du stress oxydant

sur la clairance pourrait étre lié a des effets sur les courants et canaux ioniques impliqués.
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I1 ressort que selon le type de stress oxydant appliqué, les effets semblent divers. Ainsi une
condition sub-létale en oxygene (85%) induit I’augmentation de la syntheése de ARNm
aENaC in vitro et in vivo, une augmentation de la protéine ENaC (Yue G, ef al., 1995), du
nombre de canaux et de la probabilité d’ouverture (Po), et du courant sodium amiloride-
sensible (Wang HC, et al., 2000, Yue G, et al., 1995). Tandis qu’une condition aigué en
oxygene (100%) induirait I’augmentation des ARNm et protéines de la pompe NaK ATPase
(Carter EP, et al., 1994, Nici L, et al., 1991) bien qu’il semblerait y avoir une diminution de
I’activité¢ de la NaKATPase (Olivera WG, et al., 1995). Par ailleurs, en présence de H,O,
en concentration non-létale, ’ARNm aENaC est inhibé (Wang HC, ef al., 2000, Xu H, et
al., 2007). Pour compliquer le schéma, ce méme traitement induit une augmentation de
vENaC (Xu H, et al., 2007), ce qui indiquerait I’augmentation de canaux ENaC HSC (voir
§ C.2.3). 1l est certain que le stress oxydant a un impact sur les transports sodiques liés a
I’¢limination de I’cedéme. Cependant cet impact semble li¢ a la nature et a la concentration

des agents oxydants.

4.2.2 Des cytokines

Chez les patients souffrants de SDRA, les cytokines TNFa, IL-1P, -6 et -8 sont en
concentration plus élevée dans le BAL (Meduri GU, et al., 1995, Partk WY, et al., 2001,
Perkins GD, et al., 2007, Siler TM, et al., 1989). De plus, il a ét¢ montré que 1'expression
de leurs ARNm est modulée a la hausse dans la phase tardive du SDRA (Hashimoto S, et
al., 2000). Pourtant si ce haut niveau de cytokines est associé¢ avec un faible taux de survie
des patients, il ne semble pas li¢ avec 1'évolution clinique des fonctions respiratoires : LIS
(lung injury score) et PaO, / FiO, (ratio of arterial oxygen tension to inspired oxygen
concentration) (Meduri GU, et al., 1995). Sécrétées par différents types cellulaires dont les
neutrophiles, les macrophages et les cellules endothéliales, I’'une des fonctions de ces
cytokines est la modulation de I’activation du systeme d’adhésion entre les cellules

endothéliales et les neutrophiles. Ces derniers peuvent alors s’infiltrer dans I’espace
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alvéolaire et par une boucle rétro-positive augmenter la sécrétion de TNFa et d’IL-1B
(Downey GP, et al., 1999, Lee WL, et al., 2001). Plusieurs mod¢les animaux de 1ésions
¢épithéliales pulmonaires, dont celui a la bléomycine, induisent une augmentation de
I’ARNm de TNFa (Piguet PF, et al., 1989). Indiquant l'importance du TNFa, le double KO
des récepteurs de TNFa chez la souris empéche la bléomycine d’induire des I€sions
pulmonaires (Ortiz LA, ef al., 1998). De plus, la neutralisation du TNFa inhibe I’activité
cytotoxique de la bléomycine sur les cellules endothéliales, dont 1'altération est une part
importante de la phase précoce du SDRA (Hamacher J, et al, 2002). En plus du
recrutement de leucocytes sur le site de I’inflammation et bien que le mécanisme exact n’ait
pas été déterminé, 1’'un des impacts majeurs du TNFa est une diminution du ratio
antioxydant glutathion (GSH/GSSG) cellulaire (Glosli H, et al., 2002, Ishii Y, et al., 1992).
I1 a aussi été constaté in vivo et in vitro que le TNFa stimule la génération de ROS (Corda
S, et al., 2001, Ferro TJ, et al., 1993). Cette augmentation peut étre selon le cas associée a
une réponse de survie ou apoptotique (Deshpande SS, ef al., 2000, Mukherjee TK, et al.,
2005). Notamment, la production de ROS mene a la synthése de molécules d’adhésion et
pro-inflammatoires dont RAGE (receptor of advanced glycation end products) (Atsuta J, et
al., 1997, Mukherjee TK, et al., 2005). Cependant, il a été démontré que I’association de 3
cytokines pro-inflammatoires : TNFo, IL-1B et interféron (IFN)y présentes dans les
poumons de patients atteints de SDRA, induit in vitro la sécrétion de RTNF (récepteur au
TNFa) 1 et 2 solubles. Ces récepteurs solubles lient le TNFa circulant, et compétitionnent
avec les récepteurs cellulaires et donc réduisent 1’activation des voies sous-jacentes (Jiang
L, et al., 2005, Parsons PE, et al., 2005). Ces récepteurs solubles ont été retrouvés dans le
BAL de patients souffrants du SDRA (Goodman RB, et al., 2003), et ’augmentation du
ratio cytokines pro-inflammatoires/antagonistes est associé¢ a la gravit¢é du syndrome
(Goodman RB, et al, 2003). De méme est retrouvé un antagoniste a I'IL-1p.
Dommageablement, le ratio chez ces patients penche vers 1'lL-10 et correle avec la gravité
et l'issue du syndrome (Goodman RB, et al., 2003). D'autre part, I’'IL-1p est sécrété par les

macrophages de souris sensibles traitées a la bléomycine, mais pas par les souris résistantes
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(Phan SH, et al., 1992). Des expérimentations diminuant le taux de TNFa ou d’IL-1f3, ou
bloquant le récepteur de I’'IL-1p dans des modeles de Iésions pulmonaires se sont avérés
bénéfiques (Denis M, et al, 1994, Frank JA, et al, 2008, Leff JA, et al, 1994).
Malheureusement, les essais cliniques utilisant des anti-TNF ou des anti-IL-1 n’ont pu
démontrer d’effet favorable pour les patients atteints de sepsis, probablement parce que ces
cytokines appartiennent a la réponse précoce, tandis que le sepsis était déja installé chez ces
patients (Abraham E, ef al., 2001, Opal SM, et al., 1997). Une des raisons pouvant aussi
expliquer que I’inhibition de IL-1 n’ait pas d’effet positif est que I'IL-1p est aussi impliqué
dans les mécanismes de réparation des lésions tissulaires, un mécanisme qui serait
dépendant de la sécrétion d'EGF et de TGF (Geiser T, ef al., 2001, Geiser T, et al., 2000,
Perkins GD, et al., 2007). Donc une stratégie anti-IL-1 ne pourrait étre bénéfique
qu’administré lors de la phase aigué du SDRA quand I’inflammation est déja présente mais
pas dans une phase plus tardive ou la réparation a commencé. Ce serait une thérapeutique
temps-spécifique.

Chez les patients atteints de SDRA, plusieurs autres cytokines sont présentes dont IL-8 et
IL-6, tandis que IL-10, anti-inflammatoire, est réduit.

Une concentration ¢élevée de 1'[L-8 dans le BAL est corrélée a 1'augmentation de l'influx
neutrophilique dans I'espace alvéolaire (Goodman RB, et al., 1996, Miller EJ, et al., 1992),
probablement via son role chimiotactique dans la phase précoce post-1ésions (Aggarwal A,
et al., 2000, Pallister I, et al., 2002) et l'inhibition de I’apoptose (Kettritz R, et al., 1998).
Le traitement par immunisation préventive de modeles animaux avec des anticorps anti-IL-
8 donnent des résultats variables selon la condition initiatrice du SDRA (Ikeda N, ef al.,
1995, Martich GD, et al., 1991, Strieter RM, et al., 1999). D'autre part, la présence de
complexes IL-8 / auto-anticorps anti-IL8 a été détectée chez les patients ALI/SDRA. Cette
association réduit la liaison de I'L-8 aux neutrophiles et supprime son activité chimio-
attractive (Kurdowska A, et al., 1996). Malgré cela, ces complexes semblent contribuer a la
pathogenése du SDRA (Kurdowska A, et al., 1996, Kurdowska A, et al., 2002, Kurdowska

A, et al., 1999, Kurdowska A, et al., 2001), par une activité pro-inflammatoire et de
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prolongation de la survie neutrophilique in vitro (Fudala R, et al., 2007, Krupa A, et al.,
2004). De plus, ils induisent plusieurs caractéristiques de I'ALI chez la souris (Krupa A, et
al., 2007).

Un niveau élevé d’IL-6 sanguin est un signe d’un pronostique grave de différentes causes
conduisant au SDRA (Leser HG, et al, 1991, Remick DG, et al, 2002). En effet,
I’instillation d’IL-6 mene a Dinfiltration de neutrophiles dans I’interstitium et I’espace
alvéolaire, une élévation du nombre total de cellules dans le BAL et une augmentation de
I’cedéme (Hierholzer C, et al., 1998). De méme, I'IL-6 produit par les cellules épithéliales
des voies aériennes, active différents leucocytes dont les macrophages pulmonaires en
réponse a différents agents infectieux ou médiateurs de l'inflammation (Shelhamer JH, et
al., 1995).

Chez les patients souffrants de SDRA, le niveau de IL-10 (Fiorentino DF, ef al., 1991a,
Fiorentino DF, et al., 1991b) est diminué dans le BAL et le sang (Armstrong L, ef al., 1997,
Donnelly SC, et al., 1996). D’autre part, parmi les variations phénotypiques de 1'[L-10,
1082g/g est associée a une plus faible fréquence de survenue du SDRA et de mortalité chez
les patients l'ayant contracté (Jin X, ef al., 2011). L’un des modes d'action de I'IL-10 est
l'inhibition de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires in vivo (Arai T, et al., 2000,

Howard M, et al., 1993, van der Poll T, et al., 1997).

L'équilibre entre molécules pro- et anti-inflammatoires est aussi assumé par les agonistes et
les récepteurs solubles des cytokines pro-inflammatoires. Les ratio de chaque couple de
molécules pro- et anti-inflammatoire peut étre calculé a chaque phase du SDRA. Ainsi,
I'impact du TNFa et de 1'[L-1P est localisé aux jours 1 a 7 du SDRA déclaré, tandis que
I'[L-6 est significativement €élevé chez les patients a risque et jusqu'au 21éme jour de SDRA
déclaré. Suite a une analyse associative, chacun des ratio semble li¢ a la compliance
pulmonaire, et pour le ratio IL-6 / sIL-6R a la mortalité (Park WY, ef al., 2001). 1l
apparaitrait donc qu'il ne faille pas considérer la mesure de cytokines prises isolément, mais

au sein de leurs molécules régulatrices.
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4.2.3 Des chémokines et facteurs de croissance

D’autres molécules inflammatoires sont impliquées dans la régulation de la réponse
immune/inflammatoire, entre autres les chémokines et les facteurs de croissances. Ces
molécules pouvent étre régulées par les cytokines et inversement. En effet, les cytokines
TNFa et IL-1PB pourraient augmenter 1’expression et la sécrétion de MCP-1 (Brieland JK, et
al., 1995) par les macrophages (Brieland JK, er al., 1993) et ’expression de MIP-1a
(macrophage inflammatory protein-1 alpha) (Smith RE, et al., 1998) par les cellules
bronchiques et les macrophages (Smith RE, ef al., 1994). Les chémokines, MCP-1 et MIP-
la sont exprimées et produites in vitro, in vivo -suite a un traitement a la bléomycine
(Brieland JK, ef al., 1993, Smith RE, et al., 1994) et chez les patients souffrants de SDRA
(Lin WC, et al.,, 2010). L'¢lévation de ces chémokines est d'ailleurs corrélée a la
perméabilité de la barriere alvéolo-capillaire ainsi qu’a plusieurs parametres cliniques mais
pas a l'issue du syndrome (Lin WC, et al., 2010). Si selon le type d’infection MCP-1
conduit a une réponse anti- ou pro-inflammatoire (Maus U, et al., 2001, Nakano Y, et al.,
1994, Zisman DA, et al., 1997), I’inhibition du récepteur a MIP-1a réduit 1’accumulation
des cellules inflammatoires et augmente la survie dans un modele murin a la bléomycine
(Tokuda A, et al., 2000).

Parmi les facteurs de croissance, le niveau de VEGF (vascular endothelial growth factor)
est diminué dans les poumons et augmenté¢ dans le sérum de patients atteints de SDRA
(Azamfirei L, et al, 2010). Selon les études, il a été associ¢ a des roles pathologique
(Kaner RJ, et al., 2000) ou protecteur (Maitre B, ef al., 2001) du poumon distal. D’autres
facteurs de croissance auraient des effets antagonistes. Ainsi, il semble que le TGF-B1
présent dans le BAL de patients SDRA inhibe I’expression du KGF (Chandel NS, et al.,
2009) qui réverse partiellement les effets de plusieurs modeles animaux de SDRA
(Barazzone C, et al., 1999, Yano T, et al., 1996, Y1 ES, et al., 1996). Les KGF et HGF sont
présents dans le BAL de patients ALI (Verghese GM, et al., 1998). A nouveau, un niveau
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¢levé de HGF dans le BAL est associ¢ a un mauvais pronostic pour les patients ALI
(Verghese GM, et al., 1998), tandis que donné en traitement post-Iésions induites par la
bléomycine chez la souris, le HGF réduit le dépdt de collagéne (Dohi M, ef al., 2000). Ces
effets apparemment contradictoires sont probablement liés & des impacts qui sont temporels

et/ou cellules spécifiques.

L’inflammation, en détruisant I’intégrit¢ de la barriere alvéolo-capillaire, induit une
augmentation de la perméabilité et donc la formation d'un cedéme protéiné. 1l s'infiltre alors
des neutrophiles qui participent, notamment avec les cytokines pro-inflammatoires

sécrétées par le tissu 1ésé, a I'inflammation non-controlée de la phase aigu€ du SDRA.

» L’inflammation comme cible thérapeutique

L’inflammation est définie par un nombre ¢€levé de cytokines dont TNFa et IL-8. Des essais
portant sur leur inhibition ont été faits. Ainsi, dans des modeles animaux, des anticorps
anti-TNFa ou IL-8 ont montré une réduction de la sévérité¢ des lésions induites et de la
mortalité (Folkesson HG, et al., 1995, Goldman G, et al., 1990, Windsor AC, et al., 1993,
Yokoi K, ef al.,, 1997). Les anticorps anti-TNFo améliorent I'état des patients atteints de
sepsis, mais pas leur survie (Abraham E, et al., 1998). Aucune étude clinique portant sur
des patients atteints de SDRA n’a été faite utilisant ce type d’inhibiteurs de I’inflammation.
D’autre part, il faudrait ségréger les patients traités selon l'origine du SDRA, notamment
parce que le TNFa est indispensable a la lutte anti-bactérienne.

D'autres ¢léments de l'inflammation ont été ciblés dont le GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), la thromboxane synthase, la 5-lipoxygenase, qui
ont parfois montré une amélioration des parametres respiratoires, mais pas de la survie
(ARDSNetwork, 2000, Presneill JJ, et al., 2002). De méme, le traitement avec 1’anti-
oxydant N-acetylcysteine augmente le taux de gluthation, réduit la durée de I’ALI, mais pas
le taux de mortalité (Bernard GR, et al., 1997). Ces traitements pourraient étre efficaces

utilisés en co-traitement pour ’amélioration de 1’évolution du syndrome.



53

Un autre type moléculaire, plus intensément étudié et trés controversé, sont les
glucocorticoides. Les modéles animaux démontrent leur efficacité lorsqu’utilisés en
prétraitement (Held HD, et al., 2001, Shu LH, et al., 2007a, Shu LH, et al., 2007b). Les
¢tudes cliniques montrent que si certaines conditions ne sont pas réunies, les
corticostéroides augmentent les complications et le taux de mortalité (Steinberg KP, et al.,
2006). 11 semble toutefois qu’une faible dose de méthylprednisolone donnée précocement
soit suffisante pour contrer le développement du SDRA (Meduri GU, et al., 2007).
Notamment, il y a une diminution du temps de ventilation mécanique et du temps de
présence dans les unités de soins intensifs (Guglani L, et al., 2006, Koontz CS, ef al., 2006,
Meduri GU, et al., 2007). Eclairant peut-8tre cette controverse, il a été montré dans des
modeles animaux que 1’efficacité de ce traitement dépend de 1’origine du syndrome (Leite-
Junior JH, et al., 2008). L’utilisation des glucocorticoides peut donc s’avérer utile afin
d’assurer de meilleurs conditions de vie et/ou d’augmenter les chances de survie, d’au

moins une partie des patients SDRA (Meduri GU, et al., 2005).

La modulation de I’inflammation par un traitement anti-inflammatoire aux glucocorticoides
a ¢été I’objet de la seconde partie de ma theése sur le traitement de la phase exsudative du

SDRA.

D. Hypotheéses et objectifs

Le SDRA est un syndrome qui se développe en trois phases : exsudative, proliférative et
fibrosante. Mon étude s’attarde plus particulicrement a la premiere, ou les lésions de
I’épithélium alvéolaire brisent I’intégrité de la barriere alvéolaire, diminuant le transport
ionique responsable de la gestion des fluides pulmonaires, induisant la présence et la
persistance d’un cedéme. En effet, une faible clairance des fluides alvéolaires est associée a

un taux de mortalité plus élevé (Matthay MA, 2002, Tonkova-lampol'skaia RV, et al.,
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1989). Les lésions ¢épithéliales et 1’cedéme participent a la mise en place d’une
inflammation persistante qui entretient les 1ésions (Pittet JF, et al., 1997).

Une fonctionnalité intacte de la barriere épithéliale est nécessaire a la recouvrance de la
capacité respiratoire des patients. Cette fonctionnalité peut étre améliorée voir restaurée par
I'élimination de I'eedéme, la réparation de la membrane alvéolo-capillaire et/ou la réduction

de l'inflammation.

Mon hypothése de travail est que ’inhibition de ’inflammation dans la phase aigué
du SDRA est un préalable a tout autre traitement dont la modulation de la clairance
alvéolaire, car cela permettrait secondairement la réparation de la barriere alvéolo-
capillaire et la résolution de I’;eedéme, puisque I’inflammation entretient les lésions
tissulaires et, de ce fait, I’influx cedémateux.

Afin d’examiner cette hypothése, je me suis attachée a I’étude de deux processus de la
phase aigué du SDRA a savoir la modulation A) des fluides alvéolaires et B) de

I’inflammation.

A. La phase aigué du SDRA est caractérisée par la mise en place d’un cedeme. La
clairance de celui-ci se fait a ’aide de la régulation des transports ioniques sodium
et chlore (Fang X, et al., 2002, Jiang X, et al., 1998, Matthay MA, et al., 2002).
L’étude du transport sodique par le canal ENaC en condition normale et Iésionnelle
(bléomycine ; voir § Méthodologie A.2.1) dans les alvéoles, met en lumiére son
impact sur le développement de la premiere phase du syndrome. A cette fin, deux
méthodes ont été¢ employées.

La méthode, in vitro, consiste en 1’utilisation de cellules épithéliales alvéolaires de
type II (AT II) (voir § Méthodologie B.1). Ces cellules sont pluripotentes, plus
résistantes aux dommages, participant entre autre a la ré-épithélialisation des
alvéoles et au transport des ions (Adamson 1Y, et al., 1974a, b, Geiser T, 2003,

Wang Y, et al., 1999b). Leurs réactions électrophysiologiques ont été étudiées en
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conditions normale et pathologique (bléomycine), afin de vérifier I’innocuité de la
bléomycine sur 1’activité de ENaC.

In vivo, des souris transgéniques pour la sous-unité alpha du canal ENaC, qui sont
sensibles au développement de 1’cedéme (voir § Méthodologie A.1) ont été traitées
avec de la bléomycine, afin d’induire la phase exsudative du SDRA (voir §
Méthodologie A.2.1).

L’utilisation des cellules épithéliales alvéolaires ainsi que d’un modele murin in
vivo a permis de déterminer I’importance du transport sodique li¢ au canal ENaC
dans 1'évolution du syndrome.

. Classiquement les glucocorticoides sont utilisés pour le traitement de pathologies
pulmonaires dont 1’asthme (Rodrigo GJ, et al., 2011), le MPOC (maladie
pulmonaire obstructive chronique) (Ohar JA, et al., 2010) ou encore le neonatal
chronic lung disease (Lister P, et al, 2010) en raison de leur effet anti-
inflammatoire et immunosuppresseur. Pour le SDRA, les études -cliniques
démontrent une suppression de I’inflammation systémique (Meduri GU, et al.,
2002) puis, une amélioration significative de la dysfonction pulmonaires et des
autres organes, une réduction du temps de ventilation mécanique et une diminution
du temps pass¢é aux soins intensifs (Meduri GU, et al., 2007).

In vivo, l'injection intra-péritonéale de glucocorticoides (dexaméthasone ou
méthylprednisolone ; voir § Méthodologie A.3) a des souris Wild Type (WT) a été
utilisée afin de vérifier s’il est possible de ralentir ou empécher les effets déléteres
de la bléomycine. De plus, les AT II étant fortement impliquées dans la
reconstitution de 1’épithélium alvéolaire, les mécanismes de réparation dans des
conditions normale et pathologique (bléomycine), ont été évalués.

L’utilisation des souris et des AT II a permis de vérifier 'impact du traitement aux

glucocorticoides sur 1'évolution du syndrome.
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Mon doctorat vise deux objectifs :
A Evaluer 'importance du canal ENaC lors de la phase exsudative du SDRA, in
vivo et in vitro.
B Déterminer I’'impact du traitement aux glucocorticoides sur la phase exsudative

du SDRA, in vivo et in vitro.



METHODOLOGIE
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A. In vivo

1 Le modele animal

Afin de déterminer le role du transport ionique, et en particulier du transport sodique par le
canal ENaC lors de la mise en place et de la persistance de I’cedéme dans un mod¢le
SDRA, une colonie de souris transgéniques a été importée au CRCHUM. Suite a des
croisements une lignée homozygote a été obtenue. Cette lignée a été initialement créée par
le Dre Hummler (Hummler E, ef al., 1997), a partir de la souche NMRI (Naval Medical
Research Institute, Bethesda, Maryland, USA). Les animaux dits transgéniques (Tg) sont
KO pour le gene «alpha epithelium sodium channel» 0oENaC (Hummler E, ef al., 1996), et
le transcrit du géne aENaC, sous promoteur CMV (cytomegalovirus), a été ajouté sur le
chromosome X, induisant une plus faible expression de ENaC (Hummler E, ef al., 1997).
Cette expression est suffisante pour permettre a I’animal de dépasser le seuil de 1étalité
(40h) des souris KO. Ces animaux sont plus petits a la naissance, mais leur courbe de
croissance est identique a celle des animaux sauvage (WT) (Hummler E, et al., 1997).

Ces animaux transgéniques sont KO pour le géne aENaC et « rescue » grace a un transgene
aENaC, localis¢ sur le chromosome X (Hummler E, ef al, 1997). Le « rescue » est
indispensable a la survie de ces souris qui en son absence meurent avant leur quarantiéme
heure de la non-résorption du liquide pulmonaire (Hummler E, et al., 1996). Egli et al ont
montré que ces souris sont plus sensibles a la persistance de 1’cedéme induit par la thiourée
(Egli M, et al., 2004), impliquant que la modulation du canal aENaC module la régulation
de I’cedéme.

Des souris WT (aENaC +/+) et Tg hétérozygotes (¢ENaC +/- Tg+) nous ont été¢ envoyées
par le laboratoire de Dre Hummler. Pour former les trois couples fondateurs de la colonie et
obtenir une lignée Tg homozygote, il a fallu génotyper 185 souris (voir Tableau 3 p82). La
colonie ainsi obtenue comprennait des souris WT (aENaC +/+) et Tg homozygote (aENaC

-/- Tg+). Elle a été conservée par croisements consanguins. Les souris sont utilisées sur 10
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générations, puis un rafraichissement génétique doit avoir lieu pendant 5 a 7 générations,

avant de pouvoir ré-utiliser la lignée.

2 Les traitements oxydants

2.1 La bléomycine

¢ La bléomycine a été isolée du champignon Streptomyces verticillus par le Dr Umezawa
en 1965 (Umezawa H, 1965). C’est un antibiotique utilis¢ comme anti-tumoral dans le
cadre de cancer testiculaire et de lymphome. Il a été déterminé qu’au-dela d’une dose
cumulative de 150mg par personne, a vie, (Sostman HD, et al., 1977), la bléomycine
entraine le développement d’une fibrose pulmonaire chez ’humain (Jules-Elysee K, ef al.,
1990), mais aussi chez la souris.

¢ Le modéle bléomycine, souvent employé, est facile a réaliser et a reproduire, il est bien
standardisé et reproduit le développement de I’ALI/SDRA : création d’un stress oxydant
induisant des Iésions épithéliales associées au développement d’un cedéme, et
ultérieurement a la mise en place de la fibrose (Matute-Bello G, ef al., 2008). Précisément,
la bléomycine induit une réponse inflammatoire (lymphocytes et cellules plasmatiques),
une nécrose des AT I, une hyperplasie des AT II, la mise en place de membranes hyalines,
le développement d’une fibrose et le dépot excessif de collagéne. La bléomycine instillée
intra-trachéalement est utilisée depuis 1979 afin de développer chez I’animal des 1ésions et
une inflammation, associées a la mise en place d’un cedéme alvéolaire, puis d’une fibrose
pulmonaire (Thrall RS, et al., 1979), mimant le développement de plusieurs pathologies
dont le SDRA (Folkesson HG, et al., 1998, Holley A, et al., 2007, Shimabukuro DW, et al.,
2003).

L’effet tardif de la bléomycine est fréquemment utilis¢é comme modéle fibrotique,

cependant I’effet précoce peut aussi servir comme modele de phase aigué de ’ALI/SDRA
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(Borzone G, et al., 2001, Matute-Bello G, ef al., 2008). En effet, il a ét¢ démontré que suite
a la création de Iésions se développe un cedéme (Cutillo AG, et al, 2002), une
inflammation avec présence de cytokines (TNFo, IL-1B, IL-6, IL-8, HMGBI1 (high-
mobility group protein B1)) (Cheong SH, et al., 2009, Jenkins RG, et al., 2006, Li Q, et al.,
2002) et infiltration de cellules inflammatoires (neutrophiles) (Koshika T, et al., 2005,
Sharma SK, et al., 1996). L’architecture alvéolaire présente un collapsus alvéolaire et un
épaississement des septas inter-alvéolaires (Brown RF, et al., 1988). De plus, ce mod¢le
montre des caractéristiques conforme a 1’analyse de la phase précoce du SDRA faite par
Wiedemann HP et al (Biondi JW, et al., 1986), qui nous ont convaincus de sa pertinence.
Ce modele animal permet I'¢tude du développement de la phase aigu€ du SDRA : i)
cedeme, 1) lésions et ii1) inflammation.

¢ La bléomycine est formée de trois domaines : le domaine carbohydrate permet 1’entrée
dans la cellule, le domaine N-terminal permet la liaison aux métaux comme le fer et le
cuivre, et le domaine C-terminal permet la liaison a I’ADN (acide désoxyribonucléique).
Apres son entrée dans la cellule la bléomycine forme un réactif oxydatif avec le fer et
I’oxygene. Elle s’intercale alors dans la double-hélice d’ADN, provoquant des ruptures de
la chaine d’ADN (Kemsley JN, et al., 2003) et la production de ROS, qui peuvent conduire
a ’apoptose via la voie mitochondriale (Lee VY, ef al., 2005, Wallach-Dayan SB, et al.,
2006). La bléomycine induit donc initialement un stress oxydatif [Figures 14 et 15].

Interaction avec ions métalliques
Fig. 14: Molécule , Interaction avec ADN
bléomyCine h ~H NH }

hittp: tonline-media.uni-marburg.dechemisbioorganic
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Fig. 15 : Bléomycine et ADN

La bléomycine est représentée en plein et en
couleur, tandis que I’ADN est en gris. Les
différentes couleurs correspondent a : bleu,
bithiazole - rouge, lieur - jaune, domaine liant
les ions métalliques - violet, dissacharide - vert,
Co (ITI). (Image créée Kristie Goodwin, PhD,
Indiana University School of Medicine)

¢ La bléomycine (MaynePharma Canada Inc. ; 4 U/kg poids de souris ; (Lindenschmidt
RC, et al., 1986)) a été instillée intra-trachéalement (i.t.) & des souris males de 7 a 9
semaines, de souche NMRI WT (ENaC +/+) et NMRI Tg (ENaC -/- Tg+). La souris est
anesthésiée avec un mélange 1% kétamine (100mg/ml) — 0,1% xylazine (20mg/ml) (0,1ml
/10g de souris). Un otoscope modifié¢ permet la visualisation des cordes vocales, qui ne
seront alors pas endommagées lors de I’instillation. 50ul de bléomycine ou de salin 0,9%
(contrdle) sont administrés. Afin d’évaluer I’intensité des l€sions provoquées par la
bléomycine, les souris sont sacrifiées entre les jours 3 et 12.

Echelle de temps

J1 J1 12 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J1o  JI11  J12
Instillation Euthanasie Euthanasie Euthanasie
salin ou
bléomycine
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2.2 La thiourée

¢ Le thiourée et les molécules dérivées, peuvent étre le substrat d’enzymes oxygénantes
comme les FMO (flavin-containing monooxygenases). 1l se forme alors des acides
sulféniques qui peuvent étre convertis en acides sulfiniques, toujours par ajout d’oxygene.
Les acides sulfiniques réagissent, de fagon réversible, avec le GSH (glutathion réduit),
produisant du GSSG (glutathion disulfide oxydé), régénérant la molécule de thiourée
(Henderson MC, et al., 2004). Cette déplétion du GSH intracellulaire peut conduire a la
mise en place d’un stress oxydatif. Une autre forme de toxicité est la liaison de I’acide

sulfénique avec les résidus cystéines de diverses protéines (Henderson MC, et al., 2004).

S

C
H2N/ \NHZ

Fig. 16 : Molécule thiourea

¢ Les souris ont été injectées intra-péritonéalement (i.p.) avec 150ul de thiourée (Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA)) a 40mg/kg (poids de souris) ou 150ul de salin 0,9%. Afin
de reproduire 1’expérience faite par I’équipe du Dr Scherrer, le thiourée est injecté pour 4
ou 7h, puis les animaux sont euthanasiés (Egli M, et al., 2004).

Echelle de temps

HO HI H2 H3 H4 H5 Ho6 H7
Injection Euthanasie Euthanasie
salin ou

thiourée
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3 Le traitement anti-inflammatoire aux glucocorticoides

Les glucocorticoides jouent un rdle inhibiteur sur les réponses inflammatoires, allergiques
et immunitaires.

¢ Par exemple, les glucocorticoides inhibent la production du TNFa et de I’IL-1p par les
monocytes-macrophages (Gifford GE, et al., 1987, Pezeshki G, et al., 1996) qui sont des
cytokines inflammatoires majeures du SDRA (Meduri GU, et al., 1995, Park WY, et al.,
2001, Perkins GD, et al., 2007, Siler TM, et al., 1989). De plus, les glucocorticoides sont
depuis longtemps utilisés pour réduire le nombre de cellules inflammatoires, i.e.
neutrophiles et macrophages (Powe JE, et al., 1982, Vernon-Roberts B, et al, 1973,
Weiland JE, et al, 1986). Ils exercent des effets inhibiteurs sur l'activation et le
fonctionnement des neutrophiles comme le chimiotactisme, 1'adhérence, la transmigration,
'apoptose, la sécrétion des ROS, et la phagocytose (Goulding NJ, et al., 1998).

¢ Précisément, le dexaméthasone en se fixant aux récepteurs des glucocorticoides, permet
leur dimérisation, leur translocation au noyau, puis leur fixation aux éléments GRE
(glucocorticoid-responsive element), présents en 5’ du promoteur de divers genes. Les
glucocorticoides peuvent aussi agir sur des genes ne possédant pas d’¢lément GRE dans
leur promoteur, en interagissant avec les facteurs de transcription AP-1 (Rahman I, 2000) et
NF«B (nuclear factor-kappaB) (van der Saag PT, ef al., 1996, Wissink S, ef al., 1998). Ce
sont des régulations lentes qui prennent quelques heures. Il existe aussi une régulation
rapide (secondes a minutes) non-génomique (Steiner A, et al., 1988, Verriere VA, et al.,
2005).

¢ Si I’effet anti-inflammatoire des glucocorticoides n’est plus a démontrer, il a aussi été
constaté qu’ils peuvent stimuler la clairance alvéolaire en augmentant le transport de
sodium (Noda M, et al., 2003). Les glucocorticoides sont aptes a agir précocement
(augmentation du courant Isc amiloride-sensible) et tardivement (augmentation de I’ARNm
de aENaC) sur la régulation du canal ENaC (Chow YH, et al., 1999, Dagenais A, et al.,
2001, Sayegh R, et al., 1999). De plus, le stress oxydant et les glucocorticoides semblent
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montrer une possible imbrication de leurs effets sur le canal ENaC (Guney S, et al., 2007,
Jovanovic S, et al., 2001). D’autre part, les glucocorticoides peuvent agir sur les
mécanismes de la réparation épithéliale (Rendina EA, et al., 1992, Wadsworth SJ, et al.,
2006). Les glucocorticoides ont donc un effet bénéfique sur chacun des éléments (cedeéme,

réparation, inflammation) de la phase aigué¢ du SDRA.

3.1 Le dexaméthasone

¢ Le dexaméthasone est un stéroide cortico-surrénal synthétique. Par sa structure il
s’apparente a la famille des glucocorticoides (corticostéroides), qui sont synthétisés par les

glandes surrénales.

OH

Fig. 17 : Molécule dexaméthasone

.\\\OH

HO

O

¢ Les souris ont €té injectées intra-périton¢alement (i.p.) avec 100ul de dexaméthasone
(Sandoz Canada (Boucherville QC)) a 0,5 ou 10 mg/kg (poids de souris) ou 100ul de salin
0,9% (contrdle). Le traitement dure 3 ou 7j. Deux protocoles détaillés ci-apreés ont été
utilisés. Soit le dexaméthasone est injecté quotidiennement car il est éliminé en environ
40h. Soit une seule injection est faite a J1 car une étude a montré qu’une seule injection de

dexaméthasone augmente la clairance alvéolaire chez le rat (Noda M, et al., 2003).
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¢ Injections quotidienne
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J1 J1 J2 J3
Injection  Idem Idem  Euthanasie
salin ou
dexaméthasone
| | | | | | | |
I I I I I I I I
J1 J1 2 I3 J4 J5 J6 J7
Injection  Idem Idem Idem Idem Idem Idem Euthanasie
salin ou
dexaméthasone
e Injection unique
| | | |
I I I I
J1 J1 J2 J3
Injection Euthanasie
salin ou
dexaméthasone
| | | | | | | |
I I I I I I I I
J1 J1 2 I3 J4 J5 J6 J7
Injection Euthanasie
salin ou

dexaméthasone
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3.2 Le méthylprednisolone

¢ Le méthylprednisolone (mp) est un stéroide cortico-surrénal synthétique. Il appartient a la
famille des glucocorticoides ou corticostéroides (voir § A.3 pour les caractéristiques des
glucocorticoides). L’usage du méthylprednisolone comme anti-inflammatoire dans le
traitement du SDRA a ét¢ mis de I’avant par le Dr Meduri. En effet, il note des effets
bénéfiques lors d’un traitement a faible dose débutant avant le 14°™ jour du SDRA (Meduri
GU, et al., 2007). Le méthylprednisolone a été choisi dans plusieurs études animales pour
sa propension a se concentrer dans les tissus pulmonaires, un temps de résistance a la
dégradation plus long et un temps de présence dans les fluides alvéolaires plus élevé (Greos

LS, et al., 1991).

CH,OH

Fig. 18 : Molécule méthylprednisolone

' H
CH3

¢ Les souris ont été injectées intra-péritonéalement (i.p.) avec 100ul de méthylprednisolone
(NovoPharm) a 1 ou 5 mg/kg (poids de souris) ou 100ul de salin 0,9% (contrdle). Le
traitement dure 3 ou 7j, le méthylprednisolone est soit injecté¢ quotidiennement car il est
¢liminé en 24 a 48 h, soit une seule injection est faite a J1.

Les échelles de temps sont les mémes que pour le dexaméthasone ci-dessus.
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4 Procédures générales suivant les traitements aux animaux

4.1 Euthanasie et nécropsie

Quelque-soit le traitement subit, la souris recoit une dose Iétale d’anesthésiant soit 0,2 ml
du mélange kétamine-xylazine pour chaque 10g (poids de souris) en injection intra-
péritonéale, puis la souris est installée en position dorsale. Une incision ventrale latérale est
pratiquée, suivie d’une exsanguination par rupture de la veine cave abdominale. Suite a
I’ouverture de la cage thoracique, le bloc ceeur-poumons est prélevé. Les poumons droit et
gauche sont alors séparés et déposés sur des contenants pré-pesés contenus dans une boite
humide (voir § A.4.2 Wet to Dry). Si la suite de I’euthanasie consiste en un BAL, alors

I’animal regoit la méme anesthésie 1étale avant la suite de la procédure § A.4.5.
4.2 Wet to Dry ou Mesure poids mouillé/poids sec

Le principe est de peser le poumon juste apres la nécropsie (poids mouillé ou Wet), puis
apres 24 h de séchage a 95°C (poids sec ou Dry), de facon a estimer de facon relative la
quantité de liquide présente dans le poumon. Le calcul est : (poids mouillé — tare) / (poids

sec — tare).
4.3 Mesure du poids

Chaque souris est pesée avant son traitement, afin de déterminer la dose de bléomycine a
lui instiller et/ou les doses de thiourea, dexaméthasone ou méthylprednisolone a injecter.
Elle est ensuite pesée a la fin de son traitement. Ces mesures permettent ainsi la

détermination de la prise ou perte de poids que subit I’animal suite au traitement.
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4.4 Histologie

Aprés 7 jours de traitement les souris sont soumises a une anesthésie létale. Elles sont
installées en position dorsale. Une incision ventrale latérale est ensuite pratiquée, suivie
d’une exsanguination par coupure de la veine cave abdominale. Les poumons sont prélevés
et déposés dans de la formaline 10%. Ils sont conservés a 4°C jusqu’a leur prise en charge
par le département d’histologie de I'IRIC (institut de recherche en immunologie et en
cancérologie) de I’Université de Montréal. La coloration utilisée est de ’hémalun - éosine
(HE). Les lames sont photographiées a 1’aide d’une caméra digitale (DP71) montée sur un
microsope Olympus BX61. Puis différentes caractéristiques de I’ALI ont été analysées a

I’aveugle par I’anatomopathologiste Dr. Gaboury.

4.5 Lavage broncho-alvéolaire : BAL

La souris est anesthésiée non-létalement, placée sur le dos. Une trachéotomie est faite afin
d’insérer un cathéter 20G. 6 x Iml de PBS est instill¢ et stocké a 4°C sur glace. Le liquide
est centrifugé a 200g pendant 8 minutes a 4°C. Le surnageant est aliquoté et stocké a -80°C
jusqu’a son utilisation. Le culot est resuspendu et le compte cellulaire est fait a 1’aide d’un
hémacytometre. Suite a une centrifugation de ce culot au cytospin (300rpm - 3min - vitesse
maximale ; cytospin 3 Shandon), une coloration en hématoxyline-éosine (Hema 3 (Fisher,

MI, USA)) a été faite. Le décompte des leucocytes peut alors étre effectué.

4.7 AlphalLISA pour le TNFa

L’estimation de la quantit¢ de TNFa présent dans les BAL a été faite en utilisant la
technologie AlphalLISA (PerkinElmer) avec un kit souris pour le TNFa (AL505 C/F,
PerkinElmer, Montreal, QC, Canada), qui est la technologie capable de détecter de trés

faibles quantités allant de 2 a 30,000 pg/ml. Chaque expérience a été faite en triplicat. En
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résumé, les échantillons sont incubés avec des billes acceptrices recouvertes avec un
anticorps anti-TNFa pendant 30 min. Puis un second anticorps anti-TNFa biotinylé est
ajouté pour une incubation de 60 min. Enfin, les billes donneuses recouvertes a la
streptavidine sont additionnées pour une dernicre incubation de 30 min. Toutes les étapes

se font a température piece. La lecture est faite par le logiciel « EnVision-Alpha Reader ».

B. In vitro

1 Le modéle cellulaire

1.1 La chirurgie

Des rats males Sprague-Dawley pesant de 175 a 200g, sont utilisés pour recueillir les AT 11
dont la culture primaire sera faite. Les rats d’abord anesthésiés par injection intra-
péritonéale de somnotol (40mg/kg), sont ouverts de I’abdomen au cou, et la veine cave
abdominale est sectionnée pour une exsanguination. Suite a une thoracotomie, un écarteur
est placé de facon a dégager un acces au bloc cceur-poumons. La trachéotomie est faite
parallélement & une incision dans I’artére pulmonaire. L’acces a la trachée par un cathéter
18G permet I’insufflation d’air tandis que I’acces a I’artere pulmonaire permet 1’injection
de la solution II (voir annexe 1). Ces deux actions menées dans le méme temps permettent
la perfusion du sang dans les poumons tout en empéchant 1’atélectasie. Les oreillettes droite
et gauche sont aussi incisées de facon a permettre une meilleure perfusion. Ensuite le bloc
cceur-poumons est prélevé, 1i€ au cathéter, ce qui permet I’injection de 10ml de solution I
(voir annexe 1), 10 fois, et a chaque fois retirée pour éliminer le surfactant et les
macrophages alvéolaires. L’¢lastase est injectée (1 x 1 ml x 1min et 3 x Iml x 10 min pour

160U par rat), elle permet la digestion du tissu pulmonaire. Pendant ce temps le bloc coeur-
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poumons est maintenu dans un bain-marie a 37°C, dans une solution de SGGS (sodium

glucose gentamycine septra).

1.2 Isolation des cellules AT 11

Les poumons sont émincés dans 5ml de solution II (voir ci-dessus) additionnée de
806,45uM de désoxyribonucléase (DNAse) I pendant Smin. Les activités de 1’¢lastase et de
la DNAse sont arrétées par 1’ajout de Sml de SVF pur (sérum de veau feetal ou foetal
bovine serum (FBS)). La suspension cellulaire est ensuite mise sous agitation pendant
Smin, puis filtrée a travers 2 gazes, puis deux filtres de 150um, et de 30um. Le filtrat est
centrifugé pendant 10min a 200g, puis le culot est resuspendu dans du MEM (voir annexe
1). Cette suspension cellulaire est distribuée dans 3 pétris de bactériologie recouverts d’IgG
rat (Sigma # 1-4131) et incubée de 30 a 60min dans un incubateur (5% CO,, 37°C), de
facon a ¢liminer les macrophages encore présents (Dobbs LG, et al., 1986). Le surnageant
est ensuite récupéré et a nouveau centrifugé (10min a 200g). Le culot cellulaire est alors
resuspendu avec du MEM additionné de 10% SVF et 367,9uM septra. Le comptage des
cellules est fait a I’aide d’un hémacytométre, et le taux de mortalité est évalué a 1’aide
d’une coloration au bleu trypan. La technique de purification cellulaire des AT II a été
vérifiée a plusieurs reprises (Brochiero E, et al., 2004, Dobbs LG, ef al., 1986, Jones GS, et
al., 1982). Comme elle permet d’obtenir une population cellulaire consitutée d’au moins
80% de cellules épithéliales alvéolaires de type II, nous ne I’avons pas re-testée. Les AT II
sont cultivées pendant les trois premiers jours en MEM + Septra + 10%SVF. Au jour 3, le
milieu est changé pour du MEM + 10% SVF. Les AT II sont utilisées au jour 4. Dans nos

expériences, les AT II ne subissent pas de passage.
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2 Les traitements oxydants

2.1 La bléomycine

¢ Comme décrit dans le § A.2.1, la bléomycine forme un réactif oxydatif avec le fer et
I’oxygene. Afin de se stabiliser, elle s’intercale dans la double-hélice d’ADN, provoquant
des ruptures de la chaine (Kemsley JN, et al., 2003) et la production de ROS. La
bléomycine induit donc un stress oxydatif qui permet de reproduire in vitro, non seulement
le stress oxydatif présent in vivo, mais aussi 1’aspect 1ésionnel engendré par sa capacité
apoptotique (voir Résultats § B.2 dont Fig. 34-37-38 : effet toxique lors des expériences de
réparation).

¢ Une courbe dose-réponse de sensibilit¢ a la bléomycine (12,5-25-50-100-150 mU/ml)
dans le cadre d’une expérience de réparation épithéliale a ¢té faite. Cela nous a permis de
déterminer les valeurs seuils pour I’effet de toxicité. Les concentrations de 50 ou
100mU/ml de bléomycine, a 24h, seront utilisées dans les expériences subséquentes (voir

Résultats Fig. 34B).

3 Le traitement anti-inflammatoire aux glucocorticoides

3.1 Le dexaméthasone

¢ Comme décrit dans le § A.3.1, le dexaméthasone (stéroide cortico-surrénal synthétique)
induit ’activation de genes portant 1’élément GRE en 5’ de leur promoteur, comme c’est le
cas des différentes sous-unités du géne ENaC.

¢ Le dexaméthasone est utilisé a 100nM car différentes équipes ont déterminé qu’a cette

concentration, son action est maximale sur ’activation de la transcription et le courant
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amiloride-sensible (Champigny G, et al., 1994, Dagenais A, et al., 2006, Venkatesh VC, et
al., 1997).

4 Procédures générales des travaux cellulaires

4.1 Mesure de courants ioniques et résistance (Ussing)

¢ Les cellules AT II sont ensemencées & J1 a raison de 4x10° cellules par filtre (4cm?,
Costar 3412, Corning Life Sciences), dans du MEM + SVF + septra. A J2 les cellules
peuvent étre pré-traitées avec du dexaméthasone 100nM, coté apical, dans du MEM + SVF.
A 13 les cellules sont traitées avec le DMNQ (2,3-dimethoxy-1,4-naphtoquinone) 10uM, la
bléomycine 50 mU/ml et/ou le dexaméthasone 100nM, c6té apical, dans du MEM + SVF.
Apres 24h de traitement (48h de pré-traitement), a J4, les filtres sont déposés en chambre
de Ussing, dans un gradient sodium (apical [Na]= 141mM et basolatéral [Na]= 25mM) ou
une solution physiologique, a 37°C. Le gradient sodium oblige les cellules a former un
influx sodium (apical vers basolatéral). Pour étudier I’implication du courant amiloride-
sensible dans le courant total, il est ajouté 10°M d’amiloride coté apical. Pour étudier le
courant total ou amiloride-sensible, apicaux uniquement, la membrane basolatérale est
perméabilisée avec de I’amphotéricine b 7,5uM. Le logiciel « Chart 5 » nous permet de
suivre en direct I’application du potentiel de membrane (mV) et la lecture de la résistance
(Ohm), puis suite a un traitement des données d’obtenir le courant (LA).

¢ La chambre de Ussing a été développée par I’équipe du Dr H.H. Ussing en 1958. Cette
chambre a été adaptée pour nos besoins et mise en place dans le laboratoire, par les Drs
Berthiaume, Brochiero et Grygorczyk. Elle consiste en deux chambres, apicale et
basolatérale, séparées par le filtre portant une monocouche cellulaire. Il est appliqué une
différence de potentiel (U) de 0OmV, qui permet, lorsque le voltage est clampé a 1mV de

fagon intermittente, de mesurer la résistance (R) de la monocouche cellulaire en Ohm. Par
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la loi de Ohm (U=RxI) il est alors possible de mesurer le courant de court-circuit (Isc) en

pHA.

4.2 Mesure de la réparation des plaies

A jour 1 (J1) les cellules AT II sont ensemencées a 10° cellules dans un pétri de 35mm de
diamétre dans Sml de MEM + SVF + septra. A J2, les cellules peuvent étre pré-traitées si
nécessaire. A J3 les AT II forment une monocouche cellulaire possédant des jonctions
serrées (Cavanaugh KJ, Jr, et al., 2001), des plaies y sont faites a 1’aide d’une pointe de
pipette de 10ul (Gilson). Suite a 1’¢élimination du milieu, le traitement peut étre ajouté.
Aprées 30min, une photo est prise de chaque plaie dans le milieu du pétri le long d’une ligne
pré-tracée. A 24, 36 et 48h post-plaies, de nouvelles photos sont prises au méme endroit. La
mesure de la fermeture de la plaie est faite a I’aide du calcul suivant : largeur de la plaie au
temps X, divisé par largeur de la plaie au temps 30min, multiplié par 100. Cette technique a
été mise au point dans la laboratoire du Dre Brochiero (Trinh NT, et al., 2007).

Le pré-traitement fait a J3, est le dexaméthasone (100nM) dans du MEM + SVF. Les
traitements sont la bléomycine a 12,5-25-50-100-150 mU/ml, le DMNQ (2,3-dimethoxy-
1,4-naphthoquinone) a 7,5-10-12,5-15uM et le dexaméthasone a 100nM dans du MEM +
SVF.

Les expériences sont réalisées en duplicata sur les cellules provenant de rats différents.

4.3 Mesures de 1’apoptose

L’apoptose est dosée a ’aide du kit « Caspase Glo » (Promega) qui dose ’activité des
caspases 3 et 7.

Les cellules AT II sont ensemencées a J1 a raison 500 000 cellules/puits dans une plaque de
24 puits, en MEM + SVF + septra. A J3 le milieu des cellules est changé pour du MEM +

SVF. A J4 les cellules sont traitées avec la bléomycine 50 mU/ml et/ou le dexaméthasone
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100 nM dans du MEM complet + SVF. A J5, suite aux instructions du kit, les résultats sont
analysés en mesurant la DO630nm sur la DO595nm.

Dans les mémes conditions de culture cellulaire, le z-Vad-FMK (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) qui agit comme inhibiteur irréversible et général des caspases, a
été ajouté & J4 en présence ou non de bléomycine 50 mU/ml pour 24h. A J5, la mesure de
I’activation des caspases 3 et 7 a été mesurée comme précédemment expliqué. Des doses de
20 uM a 200 uM ont été testées pour la fermeture des plaies (Data not shown). Le z-Vad-
FMK a un effet inhibiteur sur I’activation des caspases dés 20 uM, cette dose a donc été
utilisée pour la suite des expériences.

Les expériences sont réalisées sur les cellules provenant de rats différents.

L’apoptose est dosée a 1’aide du kit « Cell Death Detection Elisa » (#11 774 425 001 ;
Roche).

Les cellules AT II sont ensemencées a J1 a raison 500 000 cellules/puits dans une plaque de
24 puits, en MEM + SVF + septra. A J3 le milieu des cellules est changé pour du MEM +
SVF. A J4 les cellules sont traitées avec la bléomycine 50 mU/ml dans du MEM complet +
SVF. A J5, suite aux instructions du kit, la DO a 490nm est mesurée dans le surnageant et
le culot cellulaire. Les données du surnageant donnant le degré de nécrose et celles du culot
le degré d’apoptose induits par le traitement. C’est le ratio traitement sur contrdle qui est
analysé.

Les expériences sont réalisées sur les cellules provenant de rats différents.

4.4 Mesure de 1’adhésion

L’adhésion des cellules a leur substrat est évaluée a 1’aide d’une technique modifiée du Dre
Lorraine Ware (Atabai K, ef al., 2002).

Les cellules AT II sont ensemencées a J1 a raison 1 000 000 cellules/puits dans une plaque
de 12 puits, en MEM + SVF + septra. A J3 le milieu des cellules est changé pour du MEM
+ SVF. A J4 les cellules sont traitées avec du dexaméthasone 100mM dans du MEM
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complet + SVF. A J5, apres lavage au PBS, les cellules sont trypsinées (0,25% ; 100ul)
dans un agitateur 120rpm 37°C 5’ (Orbital incubator Shaker #4628 LabLine). Les cellules
récoltées apres ce premier traitement de 5’ font partie du pool de cellules décollées. Apres
arrét de la trypsination au sérum et récupération des cellules décollées, une seconde
trypsination est faite : 0.25% 150ul 37°C 15°. Les cellules récoltées apres trypsination
compléte de la monocouche sont les cellules attachées. A nouveau ’arrét est fait a ’aide de
sérum. Les cellules décollées et attachées sont comptées, puis le ratio cellules adhérées /
cellules totales est déterminé.

Les expériences sont réalisées sur les cellules provenant de rats différents.

4.5 Mesure de la prolifération

La prolifération cellulaire est estimée a partir de la mesure d’incorporation de thymidine
tritiée a I’ADN des cellules en croissance.

Les cellules AT II sont ensemencées a J1 a raison de 150 000 cellules par puits de plaque
de 12 puits, en MEM + SVF + septra. A J3 les cellules peuvent étre pré-traitées avec du
dexaméthasone a 100nM, dans du MEM + SVE. A J4 les cellules sont traitées avec la
bléomycine 100 mU/ml, le DMNQ 2,5uM et le dexaméthasone 100nM, dans du MEM
complet + SVF, en présence de thymidine *H a 1pCi/ml.

A J5 soit aprés 24h d’incorporation de thymidine H, le milieu est éliminé, les cellules sont
fixées 10min avec du TCA (trichloroacetic acid) 5%, puis rincées dans 3 bacs d’eau glacée,
puis lysées avec du NaOH 0,IN. Seule la radioactivité internalisée est ainsi comptée
(compteur a scintillation liquide (Liquid Scintillation Analyser Packard)), mesure des coups
par minute (cpm)) pour chaque puits). Un dosage protéique est réalisé pour chaque puits,
selon le protocole du fabricant du Coomassie Protein Assay Reagent (Pierce), afin de
normaliser nos expériences. Cette technique a été mise au point dans la laboratoire du Dre
Brochiero (Trinh NT, et al., 2007).

Les expériences sont réalisées sur 4 réplicats technique pour chaque condition

expérimentale avec des cellules provenant de rats différents.
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C. Statistiques

Tous les résultats expérimentaux ont été analysés a I’aide du logitiel GraphPad Prism 5
avec les fonctions ANOVA one-way ou ANOVA two-ways suivies d’un Tuckey/Kramer
post test, d’un Dunn post test ou d’un Bonferroni post test. Une différence est dite

significative lorsque le p<0,05.



RESULTATS
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A. Importance du canal ENaC dans la résolution de I’cedéme

d’un modele de phase aigué du SDRA a la bléomycine

La présence d’un cedéme alvéolaire due a la perméabilité de la membrane alvéolo-capillaire
est ’'une des caractéristiques des patients atteints de SDRA. En effet, le SDRA est défini
comme suit : -1- ’hypoxémie (rapport PaO,/Fi0O,) < 200mmHg, -2- la présence d’infiltrats
floconeux bilatéraux a la radiographie du thorax, -3- un facteur de risque pour le
développement du SDRA et -4- ’absence d’une insuffisance cardiaque ou une pression
capillaire bloquée inférieure a 18cm H,O (Ware LB, ef al., 2000). La clairance de cet
cedéme est liée a la régulation des canaux ioniques, dont majoritairement ENaC (Hummler
E, et al., 2010). La bléomycine est I’un des mod¢les utilisés pour induire la formation de

lésions pulmonaires apparentées a I’ALI/SDRA (Matute-Bello G, ef al., 2008).

1 Réponse a la bléomycine in vitro

1.1 Le modéele cellulaire

Comme elles recouvrent 90% de la surface des alvéoles en une trés fine monocouche
cellulaire, les AT I sont la cible majeure des Iésions pulmonaires dans I’ALI/SDRA (Geiser
T, 2003). C’est une sous-population des AT II qui agissent en tant que cellules
progénitrices, qui assument la réparation de 1’épithélium et le rétablissement de la clairance
alvéolaire (Guidot DM, et al., 2006). Des cellules épithéliales alvéolaires issues de rat ont

donc été utilisées en culture primaire pour I’ensemble de nos expériences.
1.2 Le courant du canal ENaC

L’importance du role de ENaC dans la clairance des fluides alvéolaires n’est plus a

démontrer (Berthiaume Y, et al, 2007, Hummler E, et al, 1996). L’impact de la
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bléomycine, qui induit un cedéme in vivo, est donc évalué sur le courant li¢ au canal ENaC
dans les cellules épithéliales alvéolaires, afin de vérifier qu’elle n’a pas d’impact direct sur
I’activité de ENaC.

Les cellules AT II sont cultivées sur un filtre poreux de 4 cm?. Le filtre est déposé dans une
chambre de Ussing a J5, afin de mesurer les courants sodium transépithélial et apical de

court-circuit. Des exemples sont montrés aux Figures 19 A et B.
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Fig. 19 A : Exemple de courant sodium transépithélial en condition contrdle [C] et
bléomycine [B] Le courant transépithélial est mesuré en présence dans une solution
physiologique, puis suite a I’obtention d’un courant stable, la variation du courant (Al) est mesurée
avant et aprés 1’ajout d’amiloride (10puM).
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Fig. 19 B : Exemple de courant sodium apical en condition controle [C] et bléomycine
[B] Le courant apical est mesuré en présence d’un gradient sodium et de I’ampotéricine B (7,5uM)
en baso-latéral, puis suite a ’obtention d’un courant stable la variation du courant (Al) est mesurée
avant et apres 1’ajout d’amiloride (10puM).
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L’impact de la bléomycine est mesuré sur le courant transépithélial amiloride-sensible en
solution physiologique d’une part, et sur le courant apical amiloride-sensible en présence
d’un gradient sodium d’autre part. Dans le premier cas, une monocouche intacte de AT II
est utilisée, dans le second une monocouche de AT II perméabilisée a I’amphotéricine B, en
basolatéral.

Le traitement a la bléomycine ne modifie aucun des courants trans-épithéliaux et apicaux,

totaux et amiloride-sensibles, par rapport aux conditions contrdles [Fig. 20].
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Fig. 20 : Effet de la bléomycine sur les courants apical et transépithélial des AT 11

Les AT 1I, en culture primaire sur filtre, sont soumises ou non, a la présence de 50mM de
bléomycine [b] (apical), pour 24h. Les mesures sont faites en chambre de Ussing, comme reporté
dans les Fig. 19 A et B (NS pour les courants amiloride-sensible et totaux ; n = 7 par condition).
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2 Réponse a la bléomycine in vivo

La bléomycine forme un complexe avec 1’oxygéne et les métaux tel le Fe*", conduisant a la
production de radicaux libres, qui vont induire des coupures de I’ADN et ultimement la
mort cellulaire. Physiologiquement cela se traduit d’abord par le bris de la membrane
alvéo-capillaire qui permet le développement d’un cedéme associé a I’inflammation. Il sera

suivi d’une fibrose (Cutillo AG, et al., 2002, Matute-Bello G, et al., 2008).

2.1 Le mode¢le murin transgénique

Le modele bléomycine de 1ésions pulmonaires aigués est utilisé in vivo sur des souris WT
et Tg pour le canal ENaC, fournies par le Dre Hummler (Hummler E, ef al., 1997) afin de
déterminer I’implication de ce canal.

Le Dre Hummler nous a fourni les souris de souche NMRI (Naval Medical Research
Institute), de génotypes sauvage (WT) et ENaC +/- Tg+. Des croisements ont été effectués

pour obtenir les lignées WT et ENaC -/- Tg+ (Tg). Pour la lignée Tg :

une souris femelle ENaC +/- Tg+ peut produire 4 types de gametes :

ENaC+ (X)Tg+ ENaC+ (X)Tg- ENaC- (X)Tg+ ENaC- (X)Tg-
une souris male ENaC +/- Tg+ peut produire 4 types de gametes :

ENaC+ (X)Tg+ ENaC+ (Y)Tg- ENaC- (X)Tg+ ENaC- (Y)Tg-



Lors de I’accouplement de ces souris, les croisements suivants peuvent avoir lieu :

Tableau 3 : Tableau de croisements des souris ENaC +/- Tg+

fernelle
EMaC+- Tg+
Gamétas EMaC+ (¥)Tg+ EMaC+ ()Tg- EMaC- (¥)Tg+ EMaC- (#)Tg-
EMaC+ (¥)Tg+ EMaC++ (KX)Tg++ | EMaC++ (HH)Tg+- | ENaC+- (H)Tg++ | EMaC+- ()1To+"
mile
EMaC+- Tog+
EMaC+ (¥)Ta- EMalC+i+ (XY 1Tg+H- EMaC+- (E¥iTge: | EMaCH- (¥¥iTg-i-
EMaC- ()Tg+ EMaC+- () Tg++ | ENaC+H- GiiTow- | EMaC-t (oOTo+f+ | EMaC-& GOOTg-+-
EMacC- (ViTg- EHaC+- ({1 Tg+- EMaC+- (X¥)Tg-~ | EMaC-& (H¥Tg+-
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1/16° des animaux
pourra étre WT (case verte ou ENaC+/+ Tg-/-), 1/16° des animaux décédera dans les 40h

suivant leur naissance (case rouge ou ENaC-/- Tg-/-) (Hummler E, et al., 1996) et 3/16e des
animaux seront porteurs de la délétion (KO) pour ENaC et d’au moins un copie du

transgene (cases oranges ou ENaC -/- Tg+).

La technique d’instillation intra-trachéale est indolore pour les souris. Elle consiste en

I’anesthésie de I’animal, puis en Dl’instillation intra-trachéale par voie orale a I’aide d’un

guide et d’un cathéter, de la solution choisie (voir Méthodologie § A.2.1). Seule les souris

Tg homozygotes males seront utilisées afin de s’assurer de la présence d’une seule copie du

transgene.
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2.2 Le modéele thiourée

Nous avons reproduit les expériences de Dr Scherrer, afin de vérifier que notre colonie de
souris Tg possede bien une sensibilité¢ au développement de I’cedéme (Egli M, et al., 2004).
Dr Scherrer utilise pour cela la molécule de thiourée qui induit un stress oxydant a la
mitochondrie et le développement d’un cedéme pulmonaire par lésion de I’endothélium
pulmonaire (Cunningham AL, et al., 1972). En reprenant la méme technique, nous avons
injecté, tout comme eux, 40mg/kg de thiourée aux souris WT et Tg pour une durée de 4h

ou 7h. L’estimation de I’cedéme a été classiquement mesurée par la méthode du Wet/Dry.

En condition controle, les souris Tg développent plus d’cedéme, que les souris WT a 7h.
D’autre part, les deux modeles de souris développent, en présence de thiourea, un cedéme
significativement plus important qu’en présence de solution saline (p < 0,05). De plus, nous
constatons une persistance de 1’cedéme chez les souris Tg a 7h, par rapport aux souris WT

(p < 0,05) [Fig. 21].
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Fig. 21 : Effet du thiourée sur le développement de I’cedéme chez les souris WT et Tg
Les souris WT et Tg sont injectées intra-péritonéalement avec une dose de salin (0,9%) [c] ou de
thiourée (40mg/kg) [th.40] a J1. Elles sont euthanasiées aprés 4 ou 7h. Le poids des poumons post-
nécropsie, et apres 24h a 95°C, est mesuré, permettant de calculer le rapport Wet/Dry.

(* < 0.05 vs controle ; A < 0.05 WT vs Tg en condition Th40 ; n = 8-12 par condition).
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2.3 La survie

La survie des souris WT et Tg suite a I’instillation de bléomycine (4 U/ml) a tout d’abord
été évaluce.

La bléomycine induit une mortalité significative pour les deux génotypes de souris. Les
décés débutent dés J7 et J5, respectivement pour les souris WT et Tg. A 12 jours, les souris
WT et Tg ont un taux de survie de 43% et 17% respectivement. Il y a une tendance non

significative de survie plus élevée pour les souris Tg [Fig. 22].
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Fig. 22 : Effet de la bléomycine sur la mortalité des souris WT et Tg Les souris WT et Tg
sont instillées intra-trachéalement avec de la solution saline (0,9%) [c] ou de la bléomycine (4U/kg)
[b] a J1, pour 12 jours. La survie est vérifi¢e au fur et a mesure de ’expérience. (*< 0.05 vs controle
; n=5-7 par condition)
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2.4 La variation de poids

L’impact de la bléomycine sur le poids des souris WT et Tg a ensuite été mesuré.

Les souris WT prennent du poids en condition contrdle, tandis que les souris Tg sont
stables. A la suite de D’instillation de bléomycine, les souris WT et Tg ont une perte de
poids significative (p < 0,05). Il y a aussi une différence significative entre les souris WT et
Tg traitées a la bléomycine pendant 7 jours.

Les données obtenues a 12 jours n’apparaissent pas en raison du taux de mortalité élevé

survenant a partir du jour 9, suite au traitement a la bléomycine [Fig. 23].
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Fig. 23 : Effet de la bléomycine sur la variation de poids chez les souris WT et Tg

Les souris WT et Tg sont instillées intra-trachéalement avec de la solution saline (0,9%) [c] ou de la
bléomycine (4U/kg) [b] a J1, pour 3 et 7 jours. Le poids des souris est mesuré le jour du traitement
et de 'euthanasie. (* < 0.05 vs contrdle ; A < 0.05 WT vs Tg en condition b ; n = 6-25 par
condition)
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2.5 L’cedéme

Puis, le développement de I’cedéme chez les souris WT et Tg a été estimé.

Les comparaisons entre les souris WT et ENaC -/- Tg+ se font aux jours 3 a 7, en raison du
niveau ¢levé de mortalité des souris a partir du jour 9. Il est important de savoir que le taux
« Wet/Dry » sans instillat, varie entre 4.5 et 5 (Arensman JB, ef al., 1977, Hummler E, et
al., 1997, Mansour H, et al., 1988).

En présence de solution saline [c], au jour 3, les souris Tg présentent un ratio Wet/Dry plus
¢levé que les souris WT (p < 0.05), ce qui est congruent avec le fait que ces souris ont une
sensibilit¢ au développement de 1’cedéme. Les deux groupes de souris développent un
cedéme significativement plus important en présence de bléomycine par rapport au salin (p

< 0.05), mais il n’y a pas de différence significative entre eux [Fig. 24].
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Fig. 24 : Effet de la bléomycine sur le développement de I’cedéme chez les souris WT
et Tg Le ratio Wet/Dry (poids mouillé/poids sec) permet d’estimer le développement de 1’cedéme
pulmonaire. Les souris WT et Tg sont instillées intra-trachéalement avec de la solution saline
(0,9%) [c] ou de la bléomycine (4U/kg) [b] a J1, pour 3 et 7 jours. Le poids des poumons post-
nécropsie et aprés 24h a 95°C, est calculé, permettant d’évaluer le rapport Wet/Dry. (* < 0.05 vs
controle ; A < 0.05 WT vs Tg en condition ¢ ; n = 10-12 par condition)
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2.6 Les lésions tissulaires

L’histologie des poumons des souris a été observée 7 jours apres ’instillation de solution
saline (c) ou de bléomycine (b). Les photos sont prises a un grossissement 20x.

Il est facile de constater qu’en présence de bléomycine, les alvéoles présentent un dépdt de
fibrine, un infiltrat leucocytaire et érythrocytaire, et 1’épithélium bronchique semble

fortement endommagé par rapport aux souris instillées a la solution saline [Fig. 25 A].

exsudat fibrineux

globules rouges
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Fig. 25 A : Histologie des souris WT et Tg Les souris ont été instillées a J1 avec de la solution
saline (0,9%) [c], ou de la bléomycine (4U/kg) [b]. Les animaux ont été euthanasiés par surdose
d’anesthésique a J7. Les poumons ont été fixés avec de la paraformaldhéyde 4% et conservés a 4°C.
La technique d’histologie a été réalisée a I'IRIC (Institut de Recherche en Immunologie et
Cancérologie). Les photos sont faites avec un grossissement 20x, a 1’aide d’une coloration
hematoxyline éosine.
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Les coupes histologiques ont été analysées a 1’aveugle par un anatomo-pathologiste. 1l a
déterminé la présence ou absence de 6 paramétres permettant d’établir I’ALI. Les
parametres sont : hémorragie intra-alvéolaire, atypie régénérative / karyomégalocytes,
cellules alvéolaires atypiques / débris cellulaires, cedéme / congestion, exsudat bronchique
et exsudat fibrineux / membrane hyaline. La somme des souris portant I’'un ou plusieurs de
ces paramétres permet d’évaluer quel type de traitement induit des caractéristiques
typiques de I’ALI. On peut constater que la bléomycine induit plus de Iésions

caractéristiques de I’ALI que la condition contrdle, chez les souris WT et Tg [Fig. 25 B].

16 -

12

Nb de souris présentant une ou
des caractéristiques de I'ALI

Fig. 25 B : Effet de la bléomycine sur la sévérité des lésions chez les souris WT et Tg
Les souris ont été instillées a J1 avec de la solution saline (0,9%) [c], ou de la bléomycine (4U/kg)
[b]. Les animaux ont été euthanasiés par surdose d’anesthésique a J7. Les poumons ont été fixés
avec de la paraformaldhéyde 4% et conservés a 4°C. La technique d’histologie a été réalisée a
I’IRIC. L’analyse a été faite a I’aveugle par un anatomo-pathologiste, qui a établi une échelle de
sévérité allant de 1 a 4. (n = 6-9 par condition)
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2.7 L’inflammation

Dans le lavage broncho-alvéolaire, la concentration en protéine (qui est un indice de la

perméabilité membranaire), le dosage du TNFa et le décompte des leucocytes ont été faits.

Suite au traitement a la bléomycine, les souris WT et Tg montrent une augmentation de la
concentration protéique dans le BAL a jour 7, signifiant I’augmentation de la perméabilité
de la membrane alvéolo-capillaire et donc la présence de 1ésions de celle-ci. Il n’y a aucune
différence de concentration protéique suite au traitement a la bléomycine dans le BAL de

souris WT et Tg au jour 7 [Fig. 26 A].
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Fig. 26 A : Effet de la bléomycine sur la concentration protéique du BAL chez les
souris WT et Tg Les souris ont été instillées a J1 avec de la solution saline (0,9%) [c], ou de la
bléomycine (4U/kg) [b] pour 3 et 7 jours. Le BAL a ét¢ fait a I’aide de 6 répétitions de I’instillation
de 1 ml de salin. La concentration protéique a été analysée dans le surnageant du BAL suite a
I’¢limination des cellules par centrifugation. (* < 0.05 vs contrdle ; n = 5-6 par condition)
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Suite au traitement a la bléomycine, les souris WT et Tg montrent une augmentation de la
concentration en TNFa dans le BAL, signifiant la présence d’inflammation. De plus, cette
augmentation est significativement plus ¢€levée chez les souris Tg, indiquant

potentiellement une sensibilité accrue a 1’inflammation de ces souris apres 3j de traitement

[Fig. 26 B].
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Fig. 26 B : Effet de la bléomycine sur la concentration en TNFo du BAL chez les

souris WT et Tg Les souris ont été instillées a J1 avec de la solution saline (0,9%) [c], ou de la
bléomycine (4U/kg) [b] pour 3 jours. Le BAL a ét¢é fait a ’aide de 6 répétitions de I’instillation de 1
ml de salin. La concentration en TNFa a ¢ét¢ analysée dans le surnageant du BAL suite a
I’¢limination des cellules par centrifugation. (* < 0.05 vs contrdle ; n = 6 par condition)

Enfin, le décompte des leucocytes présents dans le BAL a ét¢ évalué chez les souris WT et
Tg. Les comparaisons entre les souris WT et Tg se font aux jours 3 a 7, en raison du niveau

¢levé de mortalité des souris a partir du jour 9.
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Les ¢€osinophiles ne présentent aucune différence significative quelques soient les groupes
comparés. Les profils neutrophilique et macrophagique sont inversés. En effet, les
neutrophiles sont significativement plus €levés (p < 0.05) pour les deux génotypes de souris
a jour 3 et 7. Tandis que les macrophages sont significativement plus faibles (p < 0.05)
pour les deux génotypes de souris a jour 3 et 7. Il n’y a aucune différence de profil entre les
deux génotypes. Au niveau des lymphocytes, seules les souris Tg ont un taux
significativement plus €élevé a jour 3 et 7. Toujours pour les lymphocytes, il est a noter qu’il
existe une différence significative entre les deux génotypes pour le traitement bléomycine a
J7 [Fig. 26 C].
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Fig. 26 C : Effet de la bléomycine sur Iinfiltration leucocytaire chez les souris WT et
Tg Les souris ont été instillées a J1 avec de la solution saline (0,9%) [c], ou de la bléomycine
(4U/kg) [b] pour 3 et 7 jours. Le BAL a été fait a 1’aide de 6 répétitions de ’instillation de 1 ml de
salin. Le décompte leucocytaire a été fait a partir du culot cellulaire recueilli suite a la
centrifugation. (* < 0.05 vs contréle ; A < 0.05 WT vs Tg en condition b ; n = 5-6 par condition)
Note : les cercles violets montrent une échelle de 10, les cercles verts une échelle de 100.
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B. Impact du traitement aux glucocorticoides dans le modéle de

phase aigué du SDRA a la bléomycine

Afin de moduler la résolution de la phase aigué¢ du SDRA, le dexaméthasone a été utilisé.
En effet, les glucocorticoides sont impliqués dans les différents aspects de la premicre
phase du SDRA. Le dexaméthasone stimule la clairance par 1’augmentation du transport de
sodium, possiblement via ENaC (voir Méthodologie § A.3), prolonge le potentiel de
réparation des cellules épithéliales bronchiques in vitro (Wadsworth SJ, et al., 2006),
stimule la réparation du tissu épithélial nasal (Li CW, ef al., 2009), et semble ralentir la
progression de la fibrose cicatricielle lors de 1ésions a répétition comme c’est le cas lors de
sinusites chroniques (Beule AG, et al, 2008). L’effet anti-inflammatoire des
glucocorticoides n’est plus a démontrer, notons toutefois que cet effet anti-inflammatoire
permet notamment une meilleure réparation du tissu épithélial 1és¢ (Nguyen MD, et al.,
2000). L’effet du dexaméthasone sur le développement cedémateux, lésionnel et

inflammatoire induit par le modéle bléomycine a donc été étudié.
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1 Réponse aux glucocorticoides in vivo

1.1 La survie

L’impact du co-traitement par 1’injection intra-péritonéale (i.p.) de dexaméthasone (0.5
mg/kg/jour) sur la survie des souris WT co-instillée a la bléomycine (4 U/ml) a tout
d’abord été évalué.

Le dexaméthasone ne renverse pas 1’induction de la mortalité par la bléomycine. Les déces
débutent dés J6. A 12 jours, les souris ont un taux de survie de 17% (b) et 33% (bd) [Fig.
27].
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Fig. 27 : Effet du dexaméthasone sur la survie du modele bléomycine murin Les souris
WT sont instillées intra-trachéalement avec de la solution saline (0,9%) [c] ou de la bléomycine (4
U/kg) [b], et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du dexaméthasone (0,5 mg/kg/jour) [d], a J1,
pour 12 jours. La survie est vérifiée au fur et a mesure de I’expérience. (*< 0.05 vs contrdle ; n =6
par condition)
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1.2 La variation de poids

L’impact du dexaméthasone sur la perte de poids des souris traitées a la bléomycine a été
mesure.

Le dexaméthasone seul n’induit pas de différence de variation de poids significative par
rapport au traitement controle. Suite a I’instillation de bléomycine, les souris ont une perte
de poids significative (p < 0,05) a 7 et 12 jours de traitement [Fig. 28] en présence ou en
absence de dexaméthasone. Il y a aussi une différence significative (p < 0,05) entre les

souris traitées a la bléomycine a 7 jours [Fig. 28].
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Fig. 28 : Effet du dexaméthasone sur la variation de poids du modele bléomycine
murin Les souris sont instillées intra-trachéalement avec de la solution saline (0,9%) [c] ou de la
bléomycine (4U/kg) [b] et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du dexaméthasone (0,5
mg/kg/jour) [d], a J1, pour 3 a 12 jours. Le poids des souris est mesuré le jour du traitement et de
I’euthanasie. (* < 0.05 vs contrdle ; A < 0.05 b vs bd ; n = 3-21 par condition)
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1.3 L’cedéme

Le développement de 1’cedéme chez les souris a été estimé des jours 3 a 12 dans les 4
conditions précédemment décrites (i.e. contréle, bléomycine, dexaméthasone,
bléomycine+dexaméthasone).

Les souris présentent plus d’cedéme en condition bléomycine par rapport au controle (p <
0,05). Le dexaméthasone seul n’a pas d’effet significatif. De plus, le dexaméthasone
s’avere incapable de réduire I’cedéme induit par la bléomycine. La tendance a la hausse en
coprésence de bléomycine et dexaméthasone n’est pas significative [Fig. 29 A]. Une dose
de dexaméthasone de 10 mg/kg/j a été testée et abandonnée car elle induit la mortalité des

J5 [Data not shown].
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Fig. 29 A : Effet du dexaméthasone sur I’cedéme du modéle bléomycine murin

Le ratio Wet/Dry (poids mouillé/poids sec) permet d’estimer le développement de 1’cedéme
pulmonaire. Les souris sont instillées intra-trachéalement (i.t.) a J1 avec du salin (0,9%) ou de la
bléomycine (4U/kg) [b], et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du dexaméthasone (0,5
mg/kg/jour) [d], a J1, pour 3 a 12 jours. Le poids des poumons post-nécropsie et apres 24h a 95°C,
est calculé, permettant de mesurer le ratio Wet/Dry. (¥ < 0.05 vs contréle ; n = 6-12 par condition)
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Le méthylprednisolone, un autre glucocorticoide ayant la capacité de mieux se concentrer
dans les poumons grace a un plus grand volume de distribution et un temps de séjour
moyen plus long permettant une conservation plus longue dans les alvéoles (Greos LS, et
al., 1991), a aussi été utilisé, a une dose équivalente de celle testée par le Dr Meduri chez
les patients SDRA (i.e. 1 mg/kg/jour) (Meduri GU, et al., 2007).

Le développement de 1’cedéme chez les souris a été estimé aux jours 3 et 7 dans les 4
conditions suivantes : controle, bléomycine, méthylprednisolone, bléomycine+
méthylprednisolone.

Les données montrent plus d’cedéme en condition bléomycine en absence ou en présence
de méthylprednisolone, par rapport au contrdle (p < 0,05), tandis que le méthylprednisolone
seul a déja un effet significatif (p < 0,05) [Fig. 29B].

Une dose de méthylprednisolone de 5 mg/kg/j a été testée et abandonnée car elle induit la

mortalité des J5 [Data not shown].
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Fig. 29 B : Effet du méthylprednisolone sur ’cedéme du modéle bléomycine murin Les souris
sont instillées intra-trachéalement (i.t.) a J1 avec du salin (0,9%) ou de la bléomycine (4U/kg) [b],
et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du méthylprednisolone (1 mg/kg/jour) [mp], a J1, pour 3
et 7 jours. Le poids des poumons post-nécropsie et aprés 24h a 95°C, est calculé, permettant de
mesurer le ratio Wet/Dry. (* < 0.05 vs contrdle ; n = 6 par condition)
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Les mémes doses de dexaméthasone de 0.5 et 10 mg/kg, et de méthylprednisolone de 1 et 5

mg/kg ont été testées en injection unique a J1.

Aucun de ces traitements ne réduit I’cedéme induit par la bléomycine [Fig. 29 C].
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Fig. 29 C: Effet de la dexaméthasone ou du méthylprednisolone sur I’cedéme du modéle
bléomycine murin

Les souris sont instillées intra-trachéalement (i.t.) a J1 avec du salin (0,9%) ou de la bléomycine
(4U/kg) [b], et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%), du dexaméthasone (0,5 ou 10 mg/kg) [d0.5 ou
d10] ou du méthylprednisolone (1 ou 5 mg/kg) [mpl ou mp5]. Le poids des poumons post-
nécropsie et aprés 24h a 95°C, est calculé, permettant de mesurer le ratio Wet/Dry. (NS vs
bléomycine ; n = 4-10 par condition)
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1.4 Les lésions tissulaires

L’histologie des poumons des souris a été observée 7 jours apres ’instillation de solution
saline (c), de bléomycine (b), et/ou I’injection de dexaméthasone (d). Les photos sont prises
a un grossissement 20x.

Il est constaté qu’en présence de bléomycine avec ou sans dexaméthasone, les alvéoles
présentent un dépdt de fibrine, un infiltrat leucocytaire et érythrocytaire, et 1’épithélium
bronchique semble fortement endommagé par rapport aux souris instillées a la solution

saline ou au dexaméthasone seul [Fig. 30 A].
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Fig. 30 A : Histologie des souris WT Les souris sont instillées intra-trachéalement (i.t.) a J1 avec
du salin (0,9%) ou de la bléomycine (4U/kg) [b], et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du
dexaméthasone (0,5 mg/kg/jour) [d], & J1, pour 7 jours. Les animaux ont été euthanasiés par
surdose d’anesthésique a J7. Les poumons ont été fixés avec de la paraformaldhéyde 4% et
conservés a 4°C. La technique d’histologie a été réalisée a I’'IRIC. Les photos sont faites avec un
grossissement 20x, a I’aide d’une coloration hematoxyline éosine.
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Les coupes histologiques ont été analysées a I’aveugle par un anatomo-pathologiste. Il a
déterminer la présence ou absence de 6 paramétres permettant d’établir I’ALIL Les
parametres sont : hémorragie intra-alvéolaire, atypie régénérative / karyomégalocytes,
cellules alvéolaires atypiques / débris cellulaires, cedéme / congestion, exsudat bronchique
et exsudat fibrineux / membrane hyaline. La somme des souris portant I’un ou plusieurs de
ces paramétres permet d’évaluer quel type de traitement induit des caractéristiques
typiques de I’ALI. On peut constater que la bléomycine induit plus de Iésions
caractéristiques de I’ALI que les conditions contrdle et dexaméthasone, et que ce dernier ne

semble pas pouvoir renverser 1’effet de la bléomycine [Fig. 30 B].
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Fig. 30 B : Effet du dexaméthasone sur la sévérité des lésions du modele bléomycine murin
Les souris sont instillées intra-trachéalement (i.t.) a J1 avec du salin (0,9%) ou de la bléomycine
(4U/kg) [b], et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du dexaméthasone (0,5 mg/kg/jour) [d], a J1,
pour 7 jours. Les animaux ont été euthanasiés par surdose d’anesthésique a J7. Les poumons ont été
fixés avec de la paraformaldhéyde 4% et conservés a 4°C. La technique d’histologie a été réalisée a
I’IRIC. L’analyse a été faite a I’aveugle par un anatomo-pathologiste, qui a détecté la présence ou
I’absence de 6 critéres présents lors de I’ALIL (n = 6 par condition)
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1.5 L’inflammation

Dans le lavage broncho-alvéolaire, la concentration en protéine (qui est un indice de la

perméabilité membranaire), le dosage du TNFa et le décompte des leucocytes ont été faits.

La concentration protéique dans le BAL est augmentée en présence de bléomycine
accompagnée ou non de dexaméthasone (p < 0,05). Il n’y a aucune différence dans la
concentration protéique du BAL suite au traitement a la bléomycine en absence ou en

présence de dexaméthasone au jour 7 [Fig. 31 A].
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Fig. 31 A: Effet du dexaméthasone sur la concentration protéique du BAL du modéle
bléomycine Les souris sont instillées intra-trachéalement (i.t.) a J1 avec du salin (0,9%) ou de la
bléomycine (4U/kg) [b], et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du dexaméthasone (0,5
mg/kg/jour) [d], a J1, pour 3 ou 7 jours. Le BAL a été fait a I’aide de 6 répétitions de 1’instillation
de 1 ml de salin. La concentration protéique a été analysée dans le surnageant du BAL suite a
1’¢élimination des cellules par centrifugation. (* < 0.05 vs contréle ; n = 5-6 par condition)
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La concentration de TNFa dans le BAL est augmentée en présence de bléomycine (p <
0,05). Le dexaméthasone, seul, n’a pas d’effet. En combinaison avec la bléomycine, il
diminue 1’augmentation du TNFa dans le BAL due a cette derniére (p < 0,05) [Fig. 31 B].

Le dexaméthasone a donc un effet anti-inflammatoire précoce, i.e. J3.
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Fig. 31 B: Effet du dexaméthasone sur la concentration en TNFa du BAL du modéle
bléomycine Les souris sont instillées intra-trachéalement (i.t.) a J1 avec du salin (0,9%) ou de la
bléomycine (4U/kg) [b], et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du dexaméthasone (0,5
mg/kg/jour) [d], a J1, pour 3 jours. Le BAL a été fait a 1’aide de 6 répétitions de I’instillation de 1
ml de salin. La concentration en TNFa a ¢ét¢ analysée dans le surnageant du BAL suite a
I’¢limination des cellules par centrifugation. (* < 0.05 vs controle ; A < 0.05bvs bd; n=6 par
condition)
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Enfin, le décompte des leucocytes présents dans le BAL a été évalué aux jours 3 et 7.

Les ¢€osinophiles, ni les lymphocytes ne présentent de différence significative, sauf pour les
¢osinophiles concernant le co-traitement bléomycine-dexaméthasone. Les profils des
neutrophiles et des macrophages sont inversés. En effet, les neutrophiles sont
significativement plus élevés (p < 0.05) pour les souris traitées a la bléomycine sans ou
avec dexaméthasone a jour 3 et 7. Tandis que les macrophages sont significativement plus

faibles (p <0.05) a jour 3 et 7 [Fig. 31 C].
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Fig. 31 C: Effet du dexaméthasone sur infiltration leucocytaire du modéle bléomycine Les
souris sont instillées intra-trachéalement (i.t.) a J1 avec du salin (0,9%) ou de la bléomycine
(4U/kg) [b], et injectées (i.p.) avec du salin (0,9%) ou du dexaméthasone (0,5 mg/kg/jour) [d], a J1,
pour 3 ou 7 jours. Le BAL a été fait a ’aide de 6 répétitions de ’instillation de 1 ml de salin. Le
décompte leucocytaire a été fait a partir du culot cellulaire recueilli suite a la centrifugation. (* <
0.05 vs contrdle ; n = 5-7 par condition)

Note : les cercles en trait pointillé montrent une échelle de 10, les cercles en trait plein une échelle
de 100.
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2 Réponse au dexaméthasone in vitro

2.1 Les processus modulant la réparation épithéliale

Le SDRA est un syndrome dont I’une des étapes majeures est le développement des 1€sions
pulmonaires (voir Introduction § A.4). Au niveau alvéolaire, les AT II ont la charge de
restaurer 1’architecture normale des alvéoles (voir Introduction § C.3.2).

Le modele bléomycine permet de reprendre la caractéristique inflammatoire et d’évaluer

son impact sur les processus de réparation (migration, prolifération, différentiation).
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2.1.1 La fermeture des plaies

La fermeture de plaies sur AT II en condition controle a tout d’abord été étudiée [Fig. 32 A

et B].
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Fig. 32 A : Modéle de fermeture de plaies sur une monocouche de AT II, en condition contrdle, aux
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Fig. 32 B : Fermeture de plaies en condition contrdle sur les AT II
A 24 h, les cellules AT II ferment la plaie de 54%, et de 98% a 48 h.
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La bléomycine inhibe la fermeture des plaies de fagon dose et temps dépendants (p < 0,05)
[Fig. 33 B].
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Fig. 33 B : Effet de doses croissantes de bléomycine sur la réparation des plaies mécaniques
sur des AT II Une monocouche de AT II en culture primaire, a été lésée mécaniquement.
Différentes doses de bléomycine [b] ont été ajoutées au moment de la 1ésion (12,5 ; 25 ; 50 ; 100 ;
150 mU/ml). La réparation des plaies a été mesurée aprés 24, 36 et 48h (n=8 par condition).
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Le stress oxydant (Geiser T, et al., 2004), mais aussi les glucocorticoides (Beule AG, et al.,
2008, Gupta A, et al., 1997, Nguyen MD, et al., 2000, Wadsworth SJ, et al., 2006),
influencent la reconstruction de 1’épithélium 1és€. In vitro, en pré-traitement sur AT II, le
dexaméthasone permet de vérifier s’il est possible d’empécher, au moins partiellement,
I’effet délétere de la bléomycine sur la réparation.

Dans cette série d’expériences, en condition controle [c], la fermeture des plaies est de 75%
a 24h et de 100% a 48h. Elle est donc croissante dans le temps (p < 0.05). La bléomycine
inhibe la fermeture des plaies a 24 et 48h (p < 0.05). D’autre part, le dexaméthasone inhibe
la fermeture des plaies a 24h et en présence de bléomycine augmente ’inhibition de

fermeture due a la bléomycine, quelque-soit le temps étudi¢ (p < 0.05) [Fig. 34].
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Fig. 34 : Effets de la bléomycine et du dexaméthasone sur la réparation des plaies mécaniques
sur des AT II Une monocouche de AT II en culture primaire, a été lésée mécaniquement. Le
dexaméthasone (100 nM) [d] a été ajouté 24h avant les 1ésions et renouvelé le jour des 1ésions. La
bléomycine (50 mU/ml) [b] a été ajoutée au moment de la Iésion. La réparation des plaies a été
mesurée apres 24 et 48h. (* < 0.05 vs contrdle ; A < 0.05 b vs bd ; n = 6 par condition)
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2.1.2 L'apoptose

L’inhibition de la réparation des plaies en présence de dexaméthasone pourrait étre 1i¢ a
I’induction de I’apoptose. En effet, il a ét¢ montré que les glucocorticoides peuvent induire
I’apoptose des cellules des voies aériennes (Dorscheid DR, ef al., 2006). L’effet de la
bléomycine et/ou du dexaméthasone en absence ou en présence de plaies mécaniques a été
estimé par dosage luminescent des caspases 3/7. L’absence ou la présence de plaies
n’induit pas de différence significative dans I’induction des caspase 3/7. Comme attendu, la
bléomycine induit 1’activation des caspases 3/7 (p < 0.05), ce qui n’est pas le cas du
dexaméthasone. Le dexaméthasone inhibe partiellement I’effet de la bléomycine, mais

uniquement en absence des plaies (p < 0.05) [Fig. 35].
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Fig. 35 : Effets de la bléomycine et du dexaméthasone sur I’apoptose des AT II L’apoptose est
estimée par la mesure du ratio DO 630nm sur DO 595nm chez les AT II en culture primaire, en
absence [w/o wh] ou en présence [w wh] de plaies mécaniques, a 24h. Elle est comparée dans des
conditions contrdle [c], bléomycine (50mU/ml) [b] et/ou dexaméthasone (100nM) [d]. (* < 0.05 vs
contrdle ; A< 0.05 bwvs bd ; n =10 par condition)
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Afin de vérifier que les modulations des caspases 3/7 appartiennent bien au registre de
I’apoptose et non de I’inflammation (Lamkanfi M, et al., 2010), I’induction de I’apoptose
par la bléomycine a été vérifiée par le dosage des nucléosomes dans les cellules (apoptose)
et le milieu de culture (nécrose). La bléomycine induit de 1’apoptose (p < 0.05) et pas de

nécrose a une dose de 50 mU/ml [Fig. 36A].
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Nous avons ensuite observé qu’en présence de l’inhibiteur général des caspases, le z-Vad-FMK,
I’induction des caspases 3/7 par la bléomycine est bien inhibée [Fig. 36B]. Par contre, le z-Vad-

FMK n’inhibe pas la fermeture des plaies induites par la bléomycine, au contraire [Fig. 36C].
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Fig 36 B / C: (B) Effets de la bléomycine et du z-Vad-FMK sur I’apoptose des AT II
L’apoptose est estimée par la mesure du ratio DO 630nm sur DO 595nm chez les AT II en culture
primaire, & 24h. Elle est comparée dans des conditions contrble [c], bléomycine (50mU/ml) [b]
et/ou z-Vad-FMK (20 -50 uM) [220-z50]. (* < 0.05 vs contrdle ; # < 0.05 b vs bz20 ou bz50 ; n =
6 par condition). (C) Effet de ’inhibiteur général des caspases sur les plaies en présence de
bléomycine Une monocouche de AT II en culture primaire, a été¢ 1ésée mécaniquement. La
bléomycine (50 mU/ml) [b] et ou le z-vad (20 uM) ont été ajoutés au moment de la Iésion. La
réparation des plaies a été mesurée apres 24h. (* < 0.05 vs contrdle ; # < 0.05 bz20 vs z20 ; n = 6-
14 par condition).
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2.1.3 L'adhésion

L’inhibition de la fermeture des plaies induites par le dexaméthasone ne semble pas liée a
I’induction de 1’apoptose. Une autre cause a cet effet néfaste pourrait étre 1’augmentation
de I’adhésion des cellules a leur substrat. L’évaluation de ’adhésion a été faite par
modification de celle développée par Dre Ware (Atabai K, ef al., 2002). Le calcul est le

suivant : cellules attachées

(cellules attachées + cellules détachées)

Le dexaméthasone augmente 1’adhérence des cellules AT II (p < 0.05) [Fig. 37].
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Fig. 37 : Effet du dexaméthasone sur ’adhésion des AT II L’adhésion est estimée par la mesure
du rapport cellules adhérées / cellules totales des AT II en culture primaire, suite a 24h de
traitement. Elle est comparée dans des conditions contrdle [c] et dexaméthasone (100 nM) [d]. (* <
0.05 vs contrdle ; n = 6 par condition)
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2.1.4 La prolifération

L’inhibition de la réparation pourrait étre liée a une modification du degré d’adhésion
cellulaire. Cependant, cette inhibition pourrait aussi &étre due a [D’inhibition de la
prolifération. L’effet de la bléomycine et/ou du dexaméthasone a été évalué par
I’incorporation de thymidine *H.

La bléomycine inhibe la prolifération des AT II de 70% (p < 0.05). Par contre, le
dexaméthasone augmente la prolifération des AT II de 41% (p < 0.05). Toutefois le

dexaméthasone ne peut renverser I’effet inhibiteur de la bléomycine (NS) [Fig. 38].
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Fig. 38 : Effets de la bléomycine et du dexaméthasone sur la prolifération des AT 11

La prolifération est estimée par la mesure de I’incorporation de thymidine tritiée dans les AT II en
culture primaire, sous-confluente. L’incorporation de thymidine *H est dosée a 24h. Elle est
comparée dans des conditions controle [c], bléomycine (50mU/ml) [b] et/ou dexaméthasone
(100nM) [d]. (* < 0.05 vs controle ; NS b vs bd ; n = 8 par condition)
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Le syndrome de détresse respiratoire aigué¢ (SDRA) est un ensemble de symptomes se
développant suite a une atteinte pulmonaire directe (intra-pulmonaire) ou indirecte (par le
systeme vasculaire). Le développement comporte trois phases : aigué ou exsudative, fibro-
proliférative et fibrosante. Je me suis particuliérement intéressée a la phase exsudative d’un
SDRA d’origine directe. Cette phase se caractérise par I’infiltration d’un exsudat d’origine
plasmatique conduisant & un cedéme protéiné associ¢ a I’inflammation suite aux Iésions
créées a I’épithélium par un élément exogene. L’oedéme est associé a une infiltration de
leucocytes, macrophages puis neutrophiles. La persistance des leucocytes participe a
I’inflammation qui accentue les dommages de la barriere alvéolo-capillaire, créant ainsi une
boucle rétroactive Iésionnelle (Voir Introduction § C.4).

La phase aigué€ présente donc trois aspects sur lesquels il est possible d’intervenir :
I’cedéme, les 1ésions et I’inflammation. Nous avons étudié la modulation de 1’cedéme et le
traitement de 1’inflammation dans des modéles in vivo de la phase aigué du SDRA et in

vitro.

A) Evaluation de I’importance du canal ENaC lors de la

phase aigué du SDRA

1 Rationnelle

Il est connu que la clairance des fluides alvéolaires se fait a 1’aide de canaux ioniques
présents aux membranes des cellules alvéolaires. Ils permettent un flux ionique et aqueux
en direction des capillaires pulmonaires. Parmi les canaux impliqués, le canal sodique
ENaC a pu étre étudié a 1’aide notamment d’un modele de souris transgéniques pour ce
canal. Les souris sont KO pour la sous-unité aENaC, dont la présence et la fonctionnalité
sont partiellement rétablies par I’ajout d’un transgeéne de aENaC sur le chromosome X (Tg)
(Hummler E, et al., 1997). L’ajout du transgéne est indispensable car les souris KO pour

aENaC décedent de détresse respiratoire dans les 40 premicres heures suivant leur
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naissance (Hummler E, ef al, 1996). Ce modéle a permis de démontrer que ENaC est
indispensable a 1’élimination des fluides pulmonaires lors de la naissance (Hummler E, et
al., 1996). De plus, la réduction de la fonction du canal ENaC dans ce mod¢le implique une
sensibilité au développement d’un cedéme qui persiste dans le temps suite au traitement par
la thiouréee, un agent cedémateux (Egli M, et al, 2004). Fort de cette connaissance et
puisque la phase exsudative du SDRA comporte un cedéme, nous avons émis I’hypothese
que les souris Tg seraient plus sensibles a I’induction de cette phase du SDRA par la
bléomycine.

Parmi divers modéles d’étude du SDRA, le modéle de la bléomycine a été choisi car il
permet la création d’un stress oxydant induisant des Iésions épithéliales associées au
développement d’un cedéme et de I’inflammation, suivis de la mise en place de la fibrose
(Goto H, et al., 2010, Matute-Bello G, ef al., 2008). La bléomycine est une molécule qui en
induisant le clivage de I’ADN, conduit a la formation de radicaux oxydants. En bref, la
bléomycine forme un réactif oxydatif avec le fer et I’oxygene, lui permettant de s’intercaler
dans la double-hélice d’ADN, provoquant des ruptures de la chaine d’ADN et la production
de ROS (Voir Méthodologie § A.2.1).

Le traitement a la bléomycine de ces animaux Tg et de leur contrdle, les souris WT, a
permis 1'étude comparative du développement de la phase exsudative du SDRA en matic¢re

d’cedéme, de 1ésions, et d’inflammation.

2 Interprétation et discussion de nos résultats

Avant tout, il nous a fallu vérifier I'impact direct de la bléomycine sur I’activité du canal
ENaC. En effet, si la bléomycine 1’inhibait, la variation d’activité présente chez nos souris
transgéniques serait masqueée.

Des cellules épithéliales alvéolaires de rat en culture primaire, cultivées sur filtre, ont été
montées en chambre de Ussing. Les cellules ne présentent pas de modification du courant
amiloride-sensible (10uM ; spécifique du canal ENaC a la dose utilisée) lors du traitement

a la bléomycine [Fig. 20].
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L’action de la bléomycine passe par la création de stress oxydant. Nous avons alors
voulu vérifier si I’absence d’impact de la bléomycine est liée a une absence de
production de stress oxydant. Cependant, nous n’avons pu en faire la mesure directe.
D’autre part, I’impact du stress oxydatif sur 1’activit¢é de ENaC est controversé. En
effet, il a pour le moment été démontré que la présence de H,O, entraine une
réduction de I’ARNm et des protéines de la sous-unité alpha de ENaC dans certaines
lignées pulmonaires (Xu H, et al, 2007). Néanmoins, si Dintégrit¢ d’une
monocouche de AT II est effectivement altérée en présence de H,O,, ce n’est que
lorsque celui-ci est placé en basolatéral (Kim KJ, et al., 1993). D’autre part, une
¢tude plus récente sur le néphron montre que la présence de H,O, augmente la
probabilit¢ d’ouverture, ’amplitude du courant d’un canal seul mais pas la
conductance unitaire de ENaC (Ma HP, 2011). L’ensemble de ces études ne permet
pas de conclure clairement de I’impact du stress oxydant sur 1’activité¢ du canal
ENaC.
Nous avons alors décidé d’utiliser le DMNQ, qui interagit avec la chaine respiratoire
mitochondriale produisant des radicaux libres tel que 'O, " et le H,O, et diminue la
concentration intracellulaire de GSH. Tout comme la bléomycine, le DMNQ ne
modifie pas le courant amiloride-sensible (voir Annexe 2), nous indiquant que ces
molécules ne modifient probablement pas I’activité¢ du canal ENaC par elles-mémes.
L’ensemble de ces résultats indiquerait que si les résultats des études in vivo ne varient pas
entre les souris WT et Tg, cette absence de variation ne sera pas due a I’inhibition de

’activité du canal ENaC par la bléomycine.

Afin de vérifier la sensibilité au développement de I’cedéme pulmonaire de notre modele de
souris transgéniques, le traitement au thiourée utilisé par Dr Scherrer (Egli M, et al., 2004), a
été fait. En effet, les souris WT et Tg développent un cedéme dés la 4°™ heure post-
injection de thiourée. Cet cedéme est significativement plus élevé, donc persistant, a la 7™

heure chez les souris Tg [Fig. 21]. De plus, nous avons pu noter que suite a I’instillation de
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salin, un cedéme est significativement plus important chez les souris WT versus Tg [Fig.
24]. Ces résultats indiquent que notre modele de souris transgéniques est bien sensible a
I’induction de I’cedéme. Ce qui nous a permis de procéder a la suite de 1’étude.
Suite a I’instillation de bléomycine, les souris Tg montrent une tendance a la sensibilité par
rapport aux souris WT. En effet, la perte de poids, I’cedéme a J3 en présence de salin et la
concentration en TNFa dans le BAL a J3 sont significativement différents entre les souris
WT et Tg [Fig. 23-24 et 26B]. Cependant, les résultats de mortalité a J12, et ceux d’cedéme
(Wet/Dry) et d’inflammation (BAL : protéines, leucocytes) a J7 sont les mémes chez les
souris WT et Tg, lorsque traitées a la bléomycine [Fig. 22-24-26A et C]. L’ensemble de ces
résultats semblent contradictoire. En fait, ils indiquent que méme si les souris Tg ont une
sensibilité plus élevée au développement d’un cedéme, cela n’induit pas une augmentation
de la sensibilité a la bléomycine. En effet, la phase aigué comporte certes la mise en place
d’un cedéme, mais aussi des lésions et de I’inflammation comme on peut le voir par les
analyses histologiques [Fig. 25A].
Cependant, d’autres modeles d’animaux transgéniques ont montré une augmentation de
sensibilit¢ a la bléomycine. Ainsi, les souris knock-out pour 1’apolipoproteine SPA du
surfactant qui a un role anti-microbien et participe au controle de la production de
surfactant, conduit lors d’un traitement a la bléomycine, a une augmentation de la mortalité
associée notamment a une augmentation de la perméabilité alvéolaire et de I’inflammation
(neutrophiles, TNFa, KC et IL-1B) (Goto H, et al., 2010). De méme, dans le mod¢le de
souris déficiente pour le peroxiredoxin (Prx) I, qui est une enzyme anti-oxydante, la
bléomycine induit une diminution de la survie associée a une augmentation de
I’inflammation (TNFa, MIP-2, (monocyte chimioattractant protein) MCP-1) et de la
fibrose, par rapport a leurs consceurs WT (Kikuchi N, ef al., 2011).

Cette différence d’impact par rapport a nos résultats pourrait s’expliquer par

I’¢élimination totale du geéne dans les modeles KO SPA et Prx, tandis que 1’activité du

canal ENaC est seulement réduite chez nos souris. Il a malheureusement été

impossible de tester des souris KO pour le géne a-ENaC (puisque celles-ci décedent
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peu apres la naissance ; (Hummler E, ef al, 1996)) et ainsi de déterminer 1’impact
d’une réduction forte de la clairance alvéolaire.
Cette différence d’impact pourrait aussi €tre expliquée par ’effet cumulatif de stress
oxydant. En effet, les souris Prx KO ont, a 1’état basal, un niveau de stress oxydant
plus ¢élevé que les souris WT qui se cumule a I’effet de la bléomycine. Les souris SP-
A KO sont, elles-aussi plus sensibles a la présence de stress oxydant a 1’état basal,
puisque le SP-A est un puissant inhibiteur endogene de la péroxydation lipidique et
de l'oxydation (Bridges JP, ef al., 2000). Par rapport a nos souris Tg, la sensibilité au
stress oxydant présente chez les souris KO est un facteur pouvant expliquer la
différence d’impact de la bléomycine.
L’absence d’augmentation de sensibilité¢ a la bléomycine peut aussi étre expliquée par le
fait que le stress oxydant produit par la bléomycine induit des lésions de la barriére alvéolo-
capillaire si importantes que la modulation des canaux ioniques permettant 1’élimination de
I’;edéme est rendue quasi inefficace par le degré de détérioration des AT I et II. La
réduction de ’activité, méme du principal agent de régulation des flux alvéolaires, le canal
ENaC, pourrait donc ne pas pouvoir modifier I’cedéme induit par la destruction de la
barriere alvéolo-capillaire.
En effet, une revue analyse que, suite a la présence de bléomycine dans un mode¢le
animal ou chez ’homme, cette destruction de 1’épithélium alvéolaire est liée a la
nécrose des AT I et a I’altération de la différentiation des AT II qui conduit a leur
métaplasie (Adamson 1Y, 1984). Elle reléve aussi que les AT II a renouvellement lent
(3j) seraient touchées pendant le cycle cellulaire, produisant alors des cellules
anormales et mal différentiées, dont des cellules géantes binucléées, des cellules
ciliées sans corps lamellaires, des cellules avec des microvilli ou encore des cellules
squameuses. Les auteurs ont émis I’hypothése que ces anormalités seraient dues a une
atteinte sévere et répétée de 1’épithélium. Or, il se trouve que dans notre modele
bléomycine de phase aigué¢ du SDRA I’ensemble de nos animaux subissent non-
seulement une atteinte initiale sévere, mais aussi une atteinte répétée, liée a la

persistance de I’inflammation [Fig. 26 A et C]. Ces atteintes se reflétent sur 1’état
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Iésionnel des poumons de nos souris [Fig. 25 A et B]. Nos données, bien que ne
détaillant pas la structure fine des AT I et II, étayent I’hypothése selon laquelle une
atteinte sévere ou répétée de 1’épithélium induit une destruction de la barricre
alvéolo-capillaire telle que la modulation du canal ENaC ne puisse empirer le
développement de la phase aigué du SDRA induit par la bléomycine.
D’autre part, I’absence d’augmentation de sensibilit¢ a la bléomycine peut aussi étre
expliquée par le fait que I’activité du canal ENaC pourrait étre inhibée par la réponse
inflammatoire induite suite a I’instillation de la bléomycine. In vivo, nous avons constaté a
J3 la présence de la cytokine pro-inflammatoire TNFa [Fig. 26B]. In vitro, I’'impact de la
réponse inflammatoire sur I’activité du canal ENaC a pu étre étudié en utilisant le TNFa.
En effet, cette expérience a été réalisée par notre équipe dans un modele de cellules
¢épithéliales alvéolaires en culture lors d’une expérience de mesure du courant de court-
circuit en chambre de Ussing. Il a été montré que le TNFa inhibe le courant sodique issu du
le canal ENaC (Dagenais A, ef al., 2004, Yamagata T, et al., 2009). Ce résultat implique
que I’activité de ENaC est inhibée en présence d’inflammation. Il est possible que cette
inhibition, présente chez les souris WT et Tg, masque I’impact du transgene de ENaC. Cet
impact de I’inflammation pourrait aussi expliquer pourquoi les beta-agonistes ne semblent
pas pouvoir prévenir I’ALI (National Heart L, et al., 2011) malgré des effets réducteurs sur
la clairance alvéolaire (McGraw DW, ef al., 2001, Wang Y, et al., 1999a) et I’inflammation
(Johnson M, 2002).
Ainsi, nous pouvons postuler que méme si les souris Tg révelent une sensibilité importante
au traitement aigu au thiourée et une certaine sensibilité au traitement a la bléomycine par
rapport aux souris WT, cette sensibilité est masquée par la persistance de I’inflammation
induite par la bléomycine chez les deux génotypes de souris. Ainsi, le controle de
I’inflammation et via I’inflammation, de la réparation, pourrait permettre de ralentir le

développement de la phase aigu€ du SDRA.

3 Conclusion
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Chez les patients, durant I'ALI/SDRA, la capacité a éliminer les fluides alvéolaires a été
associée a une amélioration de 1'oxygénation et une diminution de la ventilation mécanique
(Matthay MA, et al., 1990, Sartori C, et al., 2002, Ware LB, et al., 2001). Cependant,
I’activation de mécanismes permettant I'amélioration du transport des fluides, ne semble
pas suffisante pour réduire le développement du SDRA (National Heart L, ef al., 2011). En
accord avec ces ¢€tudes, nos résultats obtenus dans le cadre d’un modele de phase aigué de
SDRA direct induit par la bléomycine, indique que 1’¢limination de 1’cedéme devrait étre
envisagé une fois la membrane alvéolo-capillaire réparée et I’inflammation réduite a un
niveau adéquat. En ce sens, une étude a montré que le KGF induisant la prolifération des
AT II, augmente le transport des fluides qui peut €tre renforcé par 1’ajout de stimulateur des
transporteurs ioniques (agoniste B-adrenergique) (Wang Y, et al., 1999a). L'atténuation des
lésions tissulaires serait donc au moins aussi importante que l’activation des canaux
ioniques favorisant la clairance alvéolaire et la réabsorption de I'eedéme. D’autre part, la
réparation des lésions tissulaires est retardée et/ou anormale en présence d’une
inflammation persistante (Shimabukuro DW, et al., 2003, Vaillant P, et al, 1996). Un
traitement visant a réduire 1’inflammation pourrait donc étre la cible premiére de tout

traitement de la phase aigué du SDRA.

B) Impact du traitement aux glucocorticoides sur la

phase aigué du SDRA

1 Rationnelle

Compte tenu de I’'importance de restaurer I’intégrité de la barriére épithéliale pour la
résolution du SDRA, des stratégies visant a favoriser la réparation épithéliale devrait étre
envisagée. Il existe toutefois une théorie décrivant 1I’inflammation (leucocytes et cytokines)

comme cause de la persistance des Iésions épithéliales, de 1’cedéme et de la baisse du
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transport de I’oxygene (Chopra M, et al., 2009, Weiland JE, ef al., 1986). Une des fagons
dont les neutrophiles (principaux leucocytes dans la phase aigu€ du SDRA ; (Pittet JF, et
al., 1997)) induisent la persistance de ces Iésions et leurs conséquences physiologiques, est
leur migration massive a travers la membrane alvéolo-capillaire (Zemans RL, et al., 2009).
Les sécrétions d’¢lastase, de métalloprotéinases, de défensines et de ROS localement
(Baker CS, et al., 1999, Hogg JC, 1994, Kawano T, et al., 1987) sont également des
facteurs responsables des 1ésions épithéliales. Stimuler la réparation tissulaire, en présence
d’une inflammation persistante, pourrait donc s’avérer inefficace. Le traitement de
I’inflammation a donc été le prochain objectif de mes travaux.

Sachant que I’inflammation est un mécanisme utile a la défense de 1’organisme, il est
nécessaire de la réduire sans toutefois I’éliminer. En effet, 1’inhibition totale des
leukotrienes B4 lors du traitement de patients atteints de fibrose kystique par exemple s’est
révélé néfaste, probablement en raison du rdle anti-microbien de ceux-ci (Konstan MW, et
al., 2005). De plus, l'inflammation a un réle complexe, puisque qu’elle participe a la
composante lésionnelle mais elle peut aussi a ’inverse stimuler certaines mécanismes de
réparation épithéliale. En effet, il a ét¢ montré que le TNFa, sur 24h et 48h, accélere la
fermeture de plaies mécaniques sur des cellules des voies aériennes (Maille E, et al., 2011).
De plus, les cellules inflammatoires recrutées lors de la phase de réparation permettent
'élimination par phagocytose des débris cellulaires (Moodley Y, er al., 2003) et la
suppression de la production de cytokines pro-inflammatoires dont le TGFp, essentiel a la
prolifération des fibroblastes (Nakagome K, et al., 2006). Toutefois l'importance des
cellules immunitaires pour mener a bien la réparation est discutée (Martin P, et al., 2005).
Il est cependant certain que lorsque le processus inflammatoire persiste, il participe a
l'augmentation des 1ésions et de la fibrose dans le syndrome ALI/SDRA (Martinet Y, et al.,
1996, Rocco PR, et al., 2009), ainsi que dans la bronchiolite oblitérante (Borthwick LA, et
al., 2010), les allergies (Wenzel SE, et al., 2002) ou encore I’asthme (Elovic AE, et al.,
1998). Compte tenu des roles complexes de I’inflammation dans la défense contre les

agresseurs, dans le développement de lésions épithéliales et dans les processus de
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réparation, il est donc clair que les thérapies anti-inflammatoires devraient étre étudiées
finement avant de les administrer aux patients SDRA.

Les glucocorticoides, utilisés depuis les années 1960, sont parmi les médications anti-
inflammatoires les plus efficaces pour le traitement de pathologies inflammatoires et
immunes chroniques, dont 1’asthme (Mikami R, et al, 1966), Dl’arthrite rhumatoide
(Mathies H, et al., 1967), la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (Korelitz BI, 1995),
ainsi que les maladies auto-immunes (Zietz E, 1957). Cependant 1’usage des
glucocorticoides dans le traitement du SDRA est I’objet d’une forte controverse. En effet,
une étude du Dr Meduri montre que le traitement au méthylprednisolone (1mg/kg/jour)
donné avant le 14°™ jour d’apparition du SDRA, aurait un effet protecteur. Il a rapporté
une réduction des marqueurs de 1I’inflammation systémique, des scores de dysfonction des
poumons et d’autres organes, du temps de ventilation mécanique et de séjour en service de
soins intensifs (Meduri GU, et al., 2007). Drs Diaz, Calfee, Matthay, and Brower remettent
au cause la validité de cette méta-analyse en raison de 1’absence de randomisation de 3 des
8 études utilisées et de la pertinence de 1’inclusion de 3 études cas-témoins dans cette méta-
analyse. De plus, la méthode de méta-analyse employée n'utilisait pas des criteres
méthodologiques tres robustes et il y avait un déséquilibre dans le nombre de sujets entre
les groupes contrdle et traité aux stéroides rendant cette analyse critiquable (Meduri GU, et
al., 2011). D’autre part, ce méme traitement, donné aprés le 14°™ jour, augmente le taux de
mortalité des patients (Steinberg KP, ef al., 2006). Afin de contribuer a I’éclaircissement de
cette controverse et parce que le dexaméthasone, glucocorticoide synthétique, pourrait
avoir un effet bénéfique sur chacun de ces trois paramétres: cedéme, réparation,
inflammation, nous 1’avons utilisé€ pour le traitement de la phase aigué du SDRA.

En effet, le dexaméthasone stimule la clairance alvéolaire en augmentant le transport de
sodium, module les mécanismes de réparation épithéliales et sont anti-inflammatoires. Par
exemple, ils peuvent stimuler la clairance alvéolaire en augmentant le transport de sodium
(Noda M, et al., 2003). En effet, ils agissent sur I’activité et 1’expression du canal ENaC
(Chow YH, et al., 1999, Dagenais A, et al., 2001, Sayegh R, et al., 1999). D’autre part, les

glucocorticoides ont des effets bénéfiques sur les mécanismes de la réparation épithéliale
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des bronches (Rendina EA, et al., 1992, Wadsworth SJ, et al., 2006). Le traitement aux
glucocorticoides pourrait donc étre profitable immédiatement dans la réduction de
I’inflammation, permettant indirectement la réparation de 1’épithélium et a long terme
I’¢élimination de I’cedéme en agissant sur le canal ENaC.
Afin vérifier cette hypothése, un traitement aux glucocorticoides (dexaméthasone ou
méthylprednisolone) a été utilisé sur le modéle bléomycine de phase aigué du SDRA avec
des souris WT.
Le dexaméthasone est un glucocorticoide de synthése puissant (voir Méthodologie §
A.3.1) utilis¢é comme traitement dans divers modéles d’ALI/SDRA en des doses
allant de 0.01 mg/kg a 80 mg/kg avec des succes divers (Crisafulli C, et al., 2006,
Guney S, ef al., 2007, Noda M, et al., 2003, Van den Steen PE, ef al., 2010, Wang
XQ, et al., 2008, Xu T, et al., 2009). La dose de 0.5 mg/kg utilisée dans nos
expériences découle de celle utilisée pour le traitement de rats dans une étude
préalable faite au laboratoire sur la clairance liquidienne [Données non publiées].
Dans mon ¢étude, le dexaméthasone a été inject¢ chaque jour car son temps de
dégradation est d’environ 45h et que nos données chez le rat n’indiquent aucun effet
si la dose n’est pas répétée apres le jour 1 (voir Annexe 3).
Contrairement a nos résultats, une étude montre qu’une seule injection de
dexaméthasone augmente la clairance alvéolaire basale chez le rat (Noda M, ef al.,
2003). I n’y a donc ni cedéme, ni lésions de la barriere alvéolo-capillaire, ni
inflammation comme c’est le cas dans le SDRA et dans notre modele murin.
Cependant, nous avons tout de méme test¢ I’impact d’une dose seule de
dexaméthasone, sachant qu’ainsi les possibles effets secondaires seraient atténués.
Dans les mémes conditions que le dexaméthasone, nous avons aussi utilisé le
méthylprednisolone (voir Méthodologie § A.3.2) afin de reproduire au plus prés les
travaux de Dr Meduri (Steinberg KP, ef al., 2006). Cela permet aussi de vérifier que
nos résultats ne sont pas liés a un effet particulier du dexaméthasone, mais

représenterait I’effet des glucocorticoides en général.
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De plus, des doses plus €levées de ces deux glucocorticoides, en traitement quotidien

ou unique a J1, ont été testées afin de confirmer les résultats que nous obtenions.

2 Interprétation et discussion de nos résultats

Nos données montrent que le traitement a la bléomycine induit une mortalité élevée (~ 80%
a 12j) [Fig. 27], une perte de poids drastique (~ 15% a 7j et ~ 24% a 12j) [Fig. 28], le
développement d’un cedéme (Wet/Dry : ¢ ~4,7 vs b ~ 5,7) [Fig. 29A], une augmentation de
la perméabilité alvéolaire (concentration en protéines dans le BAL : ¢ ~ 0,1pg/ul vs b ~ 0,7
pg/ul) [Fig. 31A] et de I’inflammation (concentration en TNFa dans le BAL : ¢ ~ 0,5pg/ml
vs b ~ 20 pg/ml ; pourcentage de neutrophiles dans le BAL : ¢ ~ 10% vs b ~ 70 %) [Fig. 31
B et C]. Ces impacts physiologiques de la bléomycine sont caractéristiques de la phase
aigué¢ du SDRA telle que décrite par Dr Matthay (Biondi JW, et al., 1986). Les images
histologiques en montrent un exemple frappant [Fig. 30A].
Nous avons pu malheureusement constater qu’aucun des paramétres mesurés : mortalité,
variation de poids, cedéme (Wet/Dry, histologie), 1ésions (histologie), inflammation (BAL :
protéines, leucocytes) ne sont améliorés par le traitement aux glucocorticoides [Fig. 27-28-
29-30A et B-31 A et C].
Seule la concentration en TNFo dans le BAL a trois jours est significativement
diminuée de 52% [Fig. 31B]. Le dexaméthasone est en effet connu pour inhiber la
production de TNFa (Waage A, et al., 1988) et d’autres cytokines pro-inflammatoires
(IL-1a (Kamberi M, et al., 2002), IL-6 (Li YH, et al., 2001), IL-8 (John M, et al.,
1998)). Cela signifie que le dexaméthasone initie bien un effet anti-inflammatoire, sur
le niveau de TNFa, pendant la phase précoce. Il ne semble pas avoir d’impact a plus
long terme, puisque cet effet disparait a 7 jours (data not shown) et que le nombre de
neutrophiles infiltrés augmente apres 7 jours de traitement [Fig. 30A et 31C].
Il est a noter que le traitement au dexaméthasone seul induit une tendance non
significative a la perte de poids qui devient significative en cas de co-traitement avec
la bléomycine. Cette perte de poids a également été rapportée dans de précédents

travaux effectués sur le rat (voir Annexe 4) ainsi que dans un modele d’ALI di aux
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LPS (Wang XQ, et al, 2008). Cela s’explique par un effet secondaire des
glucocorticoides entrainant une augmentation du métabolisme glucidique (Pontremoli
S, et al., 1975) et protéique (Rannels SR, et al., 1980), induisant ainsi une perte de
poids (Beatty WW, et al., 1971).
Afin de savoir si I’effet du dexaméthasone est généralisable aux glucocorticoides et puisque
I’équipe du Dr Meduri a déterminé une amélioration de la survie des patients suite au
traitement au méthylprednisolone, cette molécule a aussi été utilisée. Tout d’abord avec une
concentration identique a celle utilisée chez les patients (1 mg/kg/jour) et injectée
quotidiennement, nous avons constaté une absence d’amélioration du Wet/Dry lors du co-
traitement avec la bléomycine [Fig. 29B]. Ceci est en accord avec les résultats sur le
dexaméthasone et ceux de 1’équipe de Dr Stewart (Langenbach SY, et al., 2007). En effet,
les auteurs ont montré que suite a I’instillation de bléomycine, le nombre de cellules et le
niveau protéique restent inchangés dans le BAL suite au co-traitement au
méthylprednisolone. De plus, les espaces alvéolaires sont ¢largis tandis que le déclin de la
compliance pulmonaire est exacerbé avec ce méme traitement (Langenbach SY, et al.,
2007).
Nous avons aussi testé une injection unique a J1 pour les deux glucocorticoides a
deux doses différentes. A nouveau, les résultats ne différent pas de ceux obtenus avec
le dexaméthasone a faible dose chaque jour [Fig. 29C]. Ceci indiquerait que quelque-
soit le glucocorticoide employé, sa dose ou le nombre de fois qu’il est délivré, ce type
de traitement ne contre pas I’impact de la bléomycine.
Cependant d’autres études faites avec le budesonide, un glucocorticoide ayant un
métabolisme rapide et une plus faible incidence systémique, montrent une diminution
de I'inflammation (Babin AL, ef al., 2011) et méme de la fibrose lorsque instillé
intra-trachéalement (Kohno M, ef al., 2010). Cependant, les mod¢les utilisés dans ces
¢tudes n’entralnaient pas un taux de mortalité élevé a court terme, indiquant un degré
de Iésions pulmonaires et d’inflammation inférieurs a ceux que nous observons. Ceci

permet certainement au traitement d’étre plus effectif quelque-soit le type de
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glucocorticoide utilisé. Néanmoins, ce traitement pourra é&tre test¢ dans des
expériences ultérieures.
Par ailleurs, dans un type de lésions induit par I’acide oléique chez le rat, le
dexaméthasone et le méthylprednisolone réduisent 1’inflammation et augmentent la
compliance a J1 (Shiue ST, et al., 1991). Cependant, a J3 et J7, le niveau de protéines
dans le BAL est plus élevé en présence des stéroides et le retour a une compliance
normale ne se fait qu’en absence de stéroides. Cette équipe indique que si la thérapie
aux stéroides est bénéfique lors de la phase aigué des lésions pulmonaires, elle
devient néfaste lors de la phase de réparation. Ils émettent I’hypothése qu’une
inhibition du processus de réparation pourrait étre en cause (Shiue ST, et al., 1991).
Nos résultats montrent aussi que le dexaméthasone ne réduit pas la concentration de
protéines dans le BAL suite a I’instillation de bléomycine [Fig. 31A]. Or une concentration
protéique élevée peut étre a la fois un indice d’inflammation et d’une perméabilité
anormalement ¢levée de la membrane alvéolo-capillaire. De plus, d’autres ¢études ont
montré une altération des mécanismes de prolifération, différentiation et maturation des AT
II in vivo lors de I’ajout de glucocorticoides (Smith LJ, ef al., 1981). Nous avons choisi de
compléter nos travaux sur les glucocorticoides in vivo, par des études de réparation in vitro
sur les cellules épithéliales alvéolaires en culture primaire, afin d’évaluer un possible
impact de la bléomycine sur les mécanismes de réparation.
En accord avec notre hypothése, nous avons observé que la bléomycine inhibe la
fermeture des plaies mécaniques [Fig. 33]. On a pu constater in vivo que la
bléomycine induit la présence d’inflammation [Fig. 30-31] qui elle-méme conduit, a
travers divers mécanismes dont I’apoptose, a augmenter les 1ésions (Chopra M, et al.,
2009). De plus, la bléomycine induit I’apoptose suite a 1’activation du stress oxydant
(Lee VY, et al., 2005, Wallach-Dayan SB, ef al., 2006). Afin de vérifier si I’induction
de I’apoptose par la bléomycine participerait a I’inhibition de la fermeture des plaies,
la présence d’indices apoptotiques induits par la bléomycine a été vérifiée par le

dosage des caspases 3/7 et des nucléosomes. Si la bléomycine induit effectivement
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I’apoptose [Fig. 35-36A], cette apoptose ne participe pas a D’inhibition de la
fermeture des plaies [Fig. 36B-C].
D’autre part, nos résultats montrent que le dexaméthasone inhibe, lui aussi, la
fermeture des plaies mécaniques. De plus, il augmente aussi I’effet inhibiteur de la
bléomycine [Fig. 34]. Cependant, il a été montré, sur cellules bronchiques, que si le
dexaméthasone inhibe la fermeture des plaies, il ’améliore par contre lorsque ce sont
des plaies répétées, modele plus proche des plaies créées in vivo (Wadsworth SJ, et
al., 2006). Selon cette étude, le dexaméthasone semble avoir un effet bénéfique en
cas de chronicité des lésions. Il est possible, bien que le type cellulaire soit différent,
que le dexaméthasone puisse avoir un effet bénéfique en cas de plaies répétées dans
notre modele. Cependant, méme si c’était le cas, nous avons pu constater, in vivo,
dans notre modele de phase aigué du SDRA - i.e. chronicité des lésions — que cet
effet bénéfique est absent [Fig. 30-31]. Cela indiquerait que méme si les
glucocorticoides ont un effet bénéfique in vitro en cas de chronicité des lésions, cet
effet disparait in vivo. La différence peut en étre la présence de I’'inflammation qui
masquerait 1’effet potentiellement bénéfique des glucocorticoides. En effet, une étude
clinique montre que les glucocorticoides améliorent I'évolution postopératoire chez
les patients subissant une ablation d’un fragment bronchique (Wadsworth SJ, et al.,
2006), donc sans inflammation chronique.

Outre cette hypothése de I'inflammation qui masquerait les effets bénéfiques des

glucocorticoides, 1’'impact du dexaméthasone sur divers mécanismes touchant ou

participant a la réparation a aussi été exploré.
Comme cela a été fait pour la bléomycine, nous avons tout d’abord vérifié¢ 1’impact
des glucocorticoides sur [’apoptose. Contrairement a la bléomycine, le
dexaméthasone induit une diminution de 1’apoptose en présence de bléomycine;
significative en absence de plaies mécaniques [Fig. 35]. Cette derniére remarque peut
indiquer deux éveénements. Il est possible que le dexaméthasone ne puisse renverser
I’effet conjoint de la bléomycine et des plaies. Il est aussi possible qu’une partie de

I’inhibition de 1’apoptose est induite par les plaies elles-mémes, puisque I’ensemble



126

des mesures d’apoptose en présence de plaies a une tendance plus faible. Cette
induction se ferait par la sécrétion de facteurs de croissance ou 1’augmentation de
I’expression de leurs récepteurs (Trinh NT, ef al., 2008). Par ailleurs, il a déja été
montré dans un modéle de cellules A549 que le dexaméthasone induit I’expression
d’un inhibiteur de I’apoptose hIAP-1, aussi connu comme cIAP2 (Wen LP, et al.,
1997), ce qui appuie nos résultats.
Puisque le dexaméthasone ne ralentit pas la fermeture des plaies en activant
I’apoptose des cellules alvéolaires, nous avons alors vérifié son impact sur les
mécanismes de la réparation. Plus spécifiquement, la réparation des lésions est
assurée par différents mécanismes cellulaires dont la désadhésion, 1’étalement des
cellules saines, leur migration et prolifération, suivi de leur re-différentiation [Fig.
10]
Le degré d’adhésion a été mesuré en présence de dexaméthasone et montre une
augmentation par rapport a la condition contrdle [Fig. 37]. Cet accroissement
pourrait signifier que 1’'un des effets secondaires du dexaméthasone sur la
fermeture des plaies passe par I’inhibition de la mobilité cellulaire. Ce type
d’impact a été montré lors d’études sur le cancer montrant que 1’augmentation
de I’adhésion cellulaire réduit la migration et la formation de métastases
(Piotrowicz RS, et al., 2011). La capacité d’adhésion/désadhésion des cellules a
la matrice extracellulaire (MEC) est dépendante de plusieurs familles
moléculaires dont les protéines du cytosquelette et de la MEC (Akiyama SK, et
al., 1989, Doornaert B, et al., 2003).
Nous avons étudié la modulation de plusieurs protéines cytosquelettiques.
Notamment, la vinculine qui participe a la formation des points focaux
d’adhésion en liant les micro-filaments d’actine et aux intégrines. Ainsi
que la caldesmone dépendante de la concentration en calcium, qui régule
les interactions actine-myosine. Et enfin, la gelsoline activée par la
fixation de calcium, qui se lie au corps du filament (induisant une

cassure) ou a son extrémité positive bloquant ainsi a la fois la
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dépolymérisation et la repolymérisation de sous-unités d’actine.
Physiologiquement, la gelsoline participe a I’inflammation pulmonaire
chez I’homme (Oikonomou N, et al, 2009) et est nécessaire a
I’infiltration neutrophilique (Maniatis NA, et al., 2009). Nos données
préliminaires indiquent que le dexaméthasone ne module 1’expression
d’aucune de ces molécules (voir Annexe 5). Cependant, je n’ai pu mener
a bout ce projet. En effet, I’'immunofluorescence a ¢été faite sur des
cellules isolées. La modulation du cytosquelette doit étre toute différente
en présence de plaies sur une monocouche confluente (Crosby LM, et al.,
2011), et encore plus en présence de plaies sur des cellules différentiées
poussées sur filtre. De plus, les western blot ont été réalisés a partir de
cellules simplement traitées au dexaméthasone et non issues de la co-
présence des plaies et du dexaméthasone. Afin de déterminer précisément
I’implication probable des molécules du cytosquelette dans I’inhibition de
la fermeture des plaies par le dexaméthasone, il faudra donc optimiser les
conditions expérimentales.

La modification du degré d’adhésion pourrait aussi étre liée a un effet sur
les molécules de la matrice extracellulaire dont les matrix
metalloproteinases (MMP). En effet, il a €té montré que chez les patients
ALI/SDRA les MMP-2, -8 et -9 sont ¢levées dans le BAL (Fligiel SE, et
al., 2006). Les MMP-1 et -3 sont plus rarement présentes mais associées
a un taux de mortalité plus élevé (Fligiel SE, et al., 2006). In vitro,
I’inflammation modélisée par le TNFo, induit ’augmentation de la
sécrétion de la MMP-9 et I’activité des MMPs des cellules bronchiques
(Maille E, et al.,, 2011). Un phénoméne analogue se produit lors de
I’administration de bléomycine. En effet, les cellules alvéolaires
expriment MT1-MMP et activent la MMP-2 sur leur surface, leur
permettant de s’allonger et de migrer (Kunugi S, et al., 2001). De plus, il

a ét¢ montré que la MMP-1 accélere le processus de réparation des
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cellules épithéliales alvéolaires en diminuant l'adhésion et la rigidité
cellulaire (Planus E, ef al., 1999), tandis que la MMP-9 est nécessaire a la
fermeture des plaies (O'Kane CM, et al., 2009). Or les glucocorticoides
semblent réduire la production de MMP-2 et 9 dans le BAL lors d’un ALI
induit par les LPS (Corbel M, ef al., 1999). L’ensemble de ces études
laissent penser que les MMP sont impliquées dans la migration cellulaire
potentiellement en modulant la capacité¢ d’adhésion/désadhésion des
cellules, et que les glucocorticoides pourraient modifier négativement cet
équilibre.
Nous nous sommes ensuite penchés sur le mécanisme de la prolifération. Le
dexaméthasone seul augmente la prolifération, et n’a pas d’effet inhibiteur
supplémentaire a celui de la bléomycine en co-traitement [Fig. 38]. Cependant,
des études in vitro et ex-vivo montrent une régulation négative de la
prolifération dépendant de la concentration en glucocorticoides (Kinnard WV,
et al., 1994, Mouhieddine OB, ef al., 1996). Cet effet serait dii a un arrét du
cycle cellulaire (blocage de I’entrée des cellules épithéliales alvéolaires en
phase S) par I’altération spécifique de l'activation du complexe de la cycline E-
CDK2 et par l'induction de l'inhibiteur de CDK p21Cipl (Corroyer S, et al.,
1997). De plus, une étude in vivo montre que I’effet des glucocorticoides sur la
prolifération dépend du moment ou ils sont administrés et de la dose injectée
(Smith LJ, ef al., 1981). Cette étude indique aussi que des interactions semblent
exister entre la prolifération, la différenciation et la maturation des AT II,
suggérant que les agents qui influencent l'un de ces processus peuvent
influencer tous les aspects du fonctionnement cellulaire. Cette influence du
dexaméthasone sur la prolifération survient aussi lors du développement feetal.
Les voies d’activation de la prolifération, de la division et du cycle cellulaire
sont inhibées, tandis que celles du métabolisme des carbohydrates, de I’activité
des kinases et de la réponse immunitaire sont activées (Bird AD, et al., 2007). 11

semble que les processus de prolifération et différentiation ne puissent étre
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menés de front. Le fait que nos résultats expérimentaux ne concordent pas avec
les études qui montrent un impact des glucocorticoides sur la prolifération
(Kinnard WV, et al., 1994, Mouhieddine OB, et al., 1996, Smith LJ, et al.,
1981), pourrait s’expliquer par le fait que I’impact des glucocorticoides dépend
du microenvironnement des cellules et de leur stade de différentiation. En effet,
une étude indique que la densité cellulaire et I’exposition au sérum modifient la
localisation et le fonctionnement des récepteurs aux glucocorticoides (Yang JQ,
et al., 2008). 1l semble donc que méme si dans notre modele in vitro nous ne
voyons pas d’effet sur la prolifération, cet impact n’est pas a exclure in vivo.
L’absence d’impact des glucocorticoides in vivo, étudié in vitro sous 1’angle des
mécanismes reliés a la réparation, nous laisse penser que cette absence d’impact pourrait
aussi étre liée a une réduction de la réparation.
L’impact du dexaméthasone sur I’augmentation de la perméabilité alvéolaire [Fig. 31A] a
donc été exploré du point de vu des mécanismes de réparation. Une autre voie de
questionnement s’ouvre sur I’intégrité de la membrane alvéolo-capillaire personnalisée par
la résistance cellulaire et la perméabilité.
Nous avons donc vérifié I’'impact de la bléomycine et du dexaméthasone sur la
résistance de cellules épithéliales alvéolaires en culture primaire. Nous avons pu
constater une diminution de la résistance induite par le dexaméthasone (voir Annexe
5). Cependant d’autres équipes ont montré que les glucocorticoides
(1) participent a la formation des structures jonctionelles (zonula oocludens -1
pour les jonctions serrées et E-cadherin pour les jonctions adhérentes),
permettant la polarisation des cellules, le développement d’une résistance et la
réduction de la perméabilité lors d’une co-culture de NCI H441 (human lung
epithelial cell lines) et de HPMEC (primary human pulmonary microvascular
endothelial cells) (Hermanns M1, et al., 2004),
(2) préservent I’intégrité €pithéliale et réduit la perméabilité en réponse a des

protéases ou des dommages mécaniques sur 16HBE140— (transformed
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epithelial cell line derived from normal human bronchial) (Salter M, et al.,
2007),
(3) augmentent la résistance des cellules épithéliales alvéolaires en culture
primaire (Note personnelle de Dr Kwang-Jin Kim).
(4) n’alteérent pas la résistance des cellules des voies aériennes chez le lapin
(Matheson M, et al., 2004).
Si nos résultats in vitro sont différent par rapport a ceux des équipes des points (1) et
(2), incriminant une différence de type cellulaire, de culture et/ou d’expérimentation,
nos conditions sont exactement les mémes que celles de Dr Kim (3) sauf peut-étre en
ce qui concerne le sérum utilisé. Je ne peux alors expliquer clairement cette
différence. Par contre, lorsque 1’on se déplace in vivo, on peut constater que le
dexaméthasone ne modifie pas la résistance au point (4) tout comme il ne modifie pas
notre perméabilité [Fig. 31A], ce qui est congruent. Quelques soient les résultats in
vitro, ils ne représentent que parcellement les conditions in vivo ou il y a présence
d’inflammation, d’hypoxie et de stress oxydant, qui peuvent tous modifier 1’impact
des glucocorticoides.
Parmi les phénoménes que nous n’avons pas étudiés mais qui pourraient
contribuer a la réduction de I’efficacité des glucocorticoides, il y a I’hypoxie.
L’hypoxie réduit I’expression génique et protéique du récepteur alpha aux
glucocorticoides de facon temps dépendante. De plus, I’hypoxie empéche les
effets inhibiteurs du dexaméthasone sur la libération d'IL-8 induite par LPS
(Huang Y, et al, 2009). L’hypoxie secondaire au développement des
paramétres d’ARDS pourrait donc réduire, voire empécher 1’action des
glucocorticoides.
Le stress oxydatif est également un facteur majeur modulant la réparation
(Tasaka S, et al., 2008). Or, il a été montré au niveau des cellules alvéolaires
que les effets toxiques d’un stress oxydatif sont augmentés lors d’un pré-
traitement au dexaméthasone (Walther Ul, ef al., 2009). La bléomycine étant

elleeméme a Dorigine d’un stress oxydant, I’interaction avec les
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glucocorticoides pourrait partiellement expliquer I’absence d’impact positif de
ces derniers, puisque 1’augmentation du stress oxydant pourrait masquer
I’impact anti-inflammatoire du dexaméthasone. Un phénoméne identique est
retrouvé dans nos travaux puisque le dexaméthasone inhibe bien
I’augmentation de TNFa dans le BAL induite par la bléomycine a J3 [Fig.
31B], tandis qu’a J7 le dexaméthasone ne peut renverser I’impact de la
bléomycine sur I’infiltration protéique [Fig. 31A] et neutrophylique [Fig. 31C].
Or chez I’ensemble des patients SDRA, peu importe I’origine du syndrome, il
est retrouvé un degré élevé de stress oxydant (Kietzmann D, ef al., 1993,
Metnitz PG, et al., 1999, Quinlan GJ, et al., 1996, Sittipunt C, et al., 2001). Si
le stress oxydant est responsable de 1’absence d’effet positif des
glucocorticoides a long terme, alors le traitement des patients devrait associer
glucocorticoides et anti-oxydants. Cependant certains modeles de ALI/SDRA
sont réceptifs aux glucocorticoides (Meduri GU, et al., 2009, Wang XQ, et al.,
2008), posant la question de la validité de notre mod¢le bléomycine.

L’instillation intra-trachéale de bléomycine est un modéle direct de la phase
aigué du SDRA. Ce modele, souvent employé, est facile a réaliser et a
reproduire, il est bien standardis¢ et reproduit le développement de
I’ALI/SDRA. La bléomycine induit une réponse inflammatoire, une nécrose
des AT I, une hyperplasie des AT II, la mise en place de membranes hyalines,
le développement d’une fibrose et le dépot excessif de collagéne (Brown RF, et
al., 1988, Thrall RS, et al., 1979), mimant ainsi le développement de plusieurs
pathologies pulmonaires dont le SDRA (Folkesson HG, et al., 1998, Holley A,
et al., 2007, Shimabukuro DW, et al., 2003). L’effet tardif de la bléomycine est
fréquemment utilis¢é comme modele fibrotique, cependant I’effet précoce peut
aussi servir comme mod¢le de phase aigu€ de I’ALI/SDRA (Borzone G, et al.,
2001, Matute-Bello G, et al., 2008). En effet, il a ét¢ démontré que suite a la
création de Iésions se développe une inflammation avec présence de cytokines

(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, HMGBI) (Cheong SH, et al., 2009, Jenkins RG, et
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al., 2006, Li Q, et al, 2002) et infiltration de cellules inflammatoires
(neutrophiles) (Koshika T, et al., 2005, Sharma SK, et al., 1996). De plus,
I’architecture alvéolaire présente un collapse des alvéoles et un épaississement
des septas inter-alvéolaires (Brown RF, ef al., 1988). Cependant, le principal
inconvénient est que la pertinence physiologique de la bléomycine est souvent
remise en question. L'argument étant que l'instillation de la bléomycine
intratrachéale est un «stimulus écrasant» qui porte peu d'intérét pour le milieu
clinique (Matute-Bello G, et al., 2008). Toutefois, notre modeéle montre des
caractéristiques conforme a 1’analyse de la phase précoce du SDRA faite par
Wiedemann HP et al (Biondi JW, et al., 1986), qui nous ont convaincus de son
efficience. Ce modele animal direct et précoce permet 1'étude du
développement de la phase aigué du SDRA comprenant cedéme, Iésions et
inflammation.

L’ensemble de ces données semble indiquer que l'origine de I’ALI/SDRA
influencerait le type de stress oxydant et d’inflammation induits, modulant alors

la réponse aux glucocorticoides.

3 Conclusion

Notre modele de bléomycine mimant la phase aigu€ du SDRA induit une inflammation et
des 1ésions pulmonaires qui ne peuvent étre réduits par le dexaméthasone. Selon les études
menées par Dr Meduri, les glucocorticoides ont un effet bénéfique sur les patients
lorsqu’administrés précocement, quand le SDRA est au début de son développement. De
plus, d’autres études utilisant les glucocorticoides ont montré des effets variables (Van den
Steen PE, et al., 2010, Wang XQ, et al., 2008, Xu T, et al., 2009). Donc, 1’'usage des
glucocorticoides ne semble pouvoir étre généralisé sans prendre en considération plusieurs

parameétres du SDRA (origine - stade - co-traitement).
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C) Conclusion générale sur le traitement de la phase

aigué du SDRA

Traiter le SDRA en visant la modulation de la clairance alvéolaire ou le phénoméne
inflammatoire n'ont, d’apres nos résultats, pas donné les bénéfices attendus. Nos résultats
laissent entrevoir que la modulation de la clairance alvéolaire serait masquée par la
chronicité des 1ésions épithéliales et I’inflammation, et que le traitement anti-inflammatoire
aux glucocorticoides n’est pas toujours efficace. D’autre part, différents modeles employés
pour modéliser le SDRA  montrent des résultats variables suite au traitement aux
glucocorticoides (Van den Steen PE, er al., 2010, Wang XQ, et al., 2008, Xu T, et al.,
2009). Ceci nous laisse supposer que ce n’est pas le fait de traiter I’inflammation qui est
une cible inadéquate mais le type de traitement employé qui pourrait étre plus ou moins
judicieux. Parmi les causes rendant plus ou moins judicieux le traitement aux
glucocorticoides, il y aurait 'hétérogénéité des sources du SDRA (Gattinoni L, et al.,
1998). En effet, notre modele d’induction du SDRA a la bléomycine, celui modélisé par le
virus HIN1 (Xu T, et al., 2009) ou encore un modéle inflammatoire comparable comme
celui de la pleurésie (Crisafulli C, et al., 2006), le traitement anti-inflammatoire au
dexaméthasone ne semble pouvoir résoudre le développement de l'inflammation. Par
contre, les glucocorticoides se sont avérés bénéfiques dans des modeles de SDRA 1ié a la
malaria (Van den Steen PE, ef al., 2010) et aux LPS (Wang XQ, et al., 2008). Ces
différences de réaction face au méme type de traitement pourraient étre dues a I’origine des
Iésions, qui engendrent des processus oxydants et inflammatoires potentiellement
différents. Il a en effet été constaté que la réceptivité au traitement pour un surfactant
manufacturé peut varier selon I’origine du SDRA (Bosma KJ, ef al., 2010), comme c’est
aussi le cas pour un traitement a la prostaglandine 12 (Domenighetti G, et al., 2001).

Il est aussi possible que le degré de redondance et de hiérarchie entre les mécanismes
impliqués dans I’inflammation, mal compris, soient en cause. Le ciblage d’un seul élément

de I’'inflammation n’aurait alors pas ou peu d’impact. Comme il est possible de le voir dans
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la figure 39, il y a sécrétion de plusieurs médiateurs de 1’inflammation tels les cytokines et

les ROS.

Disease Initiation
(e.g. Sepsis, Burns, Acute Pancreatitis, Haemorrhage, Trauma)

! ! |

( =
T © "
& i
kEpIthelIal and Endothelial Cells Neutrophils Monocytes
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Neuropeptides (7), C5a(?)
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Reactive Oxygen and Nitrogen Species

|
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Leukocyte Activation, Chemotaxis, Leukocyte Adhesion, Vascular
Instability — Vasodilation and Capillary Leak

L

l Acute Respiratory Distress Syndrome

Figure 39 : Role des médiateurs inflammatoires dans la pathophysiologie du SDRA (Bhatia
M, et al., 2004)

Afin de palier a la redondance des mécanismes, la combinaison de plusieurs cibles
majeures pourrait étre une approche efficace pour réduire I’inflammation et ainsi permettre
une réparation normale des tissus 1ésés (Bhatia M, et al., 2004, Crimi E, et al., 2004). En
effet, certaines études sur des modeles de lésions pulmonaires montrent qu’un co-traitement
est efficace, alors que les molécules prises séparément ont moins ou aucun effet bénéfique
(Crisafulli C, et al., 2006, Johnson M, 2002).

Dans une approche totalement différente, des études précliniques montrent 1’efficacité des
cellules souches mésenchymateuses dans la réduction des Iésions pulmonaires dues aux

endotoxines, a des bactéries, a la bléomycine ou encore 1’hyperoxie; causes diverses de
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SDRA. Certaines études révelent que le traitement avec le milieu de culture de cellules
souches mésenchymateuses a été aussi efficace que les cellules elles-mémes. Plusieurs
médiateurs paracrins pouvant influencer l'effet des cellules souches mésenchymateuses ont
¢été identifiés dans ce milieu dont IL-10, IL-1ra, KGF et prostaglandin-E2. Cependant
d’autres études précliniques seront nécessaires et, le cas échéant, la planification d'essais
cliniques pour ’ALI/SDRA (Matthay MA, et al., 2010). Le traitement aux cellules souches
pourrait étre une méthode globale de traitement du ‘‘si divers’” syndrome de détresse

respiratoire aigué.

Notre étude de la phase aigué du SDRA du point de vu de I’cedéme et de 1’inflammation
nous mene a penser qu’il serait impératif d’adapter le traitement en fonction de 1’origine du
syndrome (Dos Santos CC, 2008) et du stade de développement du syndrome. Le ciblage
spécifique de plusieurs molécules au sein d’'un méme mécanisme d’action majeur dans un
stade déterminé (Crisafulli C, et al., 2006), devra ¢galement étre pris en compte lors
d’études cliniques ultérieures. Les études fondamentales devront €tre conceptualisées et

interprétées selon ces mémes critéres.
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Annexe 1

1 Préparation des solutions de chirurgie

Solution 11
pour 1 rat

SGGS
pour 11

Solution I
pour 1 rat

200ml SGGS

536,55mM KCl

251,78mM HEPES

127,29mM tampon phosphate** (pH7,4)
135,59mM CaCl,

49,19mM MgSO,4

0,154M NaCl

5,55mM glucose

20,92uM gentamycine

96mg/ml septra* (PM = 543,6g/mol))
11d’H20

100ml SGGS

536,55mM KCI (0,15M)

251,78mM HEPES (0,2M)

127,29mM tampon phosphate** (pH7,4)]

* le septra est composé de trimethoprim (PM = 290,32) et de sulfamethoxazole (PM =

253,28).

** le tampon phosphate est composé de Na,HPO4.7H,0 et de NaH,PO; en ratio 4/1.

2 Isolation des pneumocytes 11

pour 320ml minimum essential medium (MEM)  238,07mM NaHCO;

68,42mM L-glutamine
41,96mM HEPES (pH 7,3)
4,18mM gentamycine
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Annexe 2
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Annexe 2 : Effet du DMNQ sur les courants apical et transépithélial des AT II Les AT II, en
culture primaire sur filtre, sont soumises a la présence de 10uM de DMNQ [= DMNQ10] ou non
[c], en apical, pour 24h. Les mesures sont faites en chambre de Ussing (* < 0.05 vs contrdle ; n=8-
9 par condition).

Le DMNQ (2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone) produit un stress oxydant dans la cellule
(voir Méthodologie). L’utilisation de DMNQ nous permet d’évaluer 1’effet d’un stress
oxydant connu in vitro sur les courants chez les AT II, et de comparer son impact avec

celui de la bléomycine.
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Le traitement DMNQI10 n’a d’effet significatif sur aucun des courants transépithélial ou

apical total ou amiloride-sensible.

Méthodologie

Le DMNQ ou 2,3-dimethoxy-1,4-naphtoquinone interagit avec la chalne respiratoire
mitochondriale produisant des radicaux libres tel que 1’0", et le H,O,, et diminue la
concentration intracellulaire de GSH (3017211 ; 2354810 ; 1310736). Le DMNQ (Sigma -
Aldrich (St. Louis, MO, USA)) détériore 1’équilibre « redox » et induit un stress oxydatif

qui peut conduire a I’induction de I’apoptose cellulaire.

O
Molécule DMNQ OCH;

OCH,4
O

Une courbe dose-réponse de sensibilité au DMNQ (7,5-10-12,5-15uM) dans le cadre d’une
expérience de réparation épithéliale a été faite lors de ma maitrise. Cela nous a permis de
déterminer une valeur seuil, pour I’effet de toxicité. Une concentration de 10uM de

DMNQ, pendant 24h, sera utilisée dans les expériences de Ussing.
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Annexe 3 : Effet du dexaméthasone sur ’ARNm de o ENaC pulmonaire chez le rat Les rats
sont injectés (i.p.) avec du salin (0,9%) [c] ou du dexaméthasone (0,35 mg/kg/jour) [d], a JO en une
dose unique ou chaque jour pendant 3j. L’ARNm de oENaC est mesuré par Nothern blot et
normalisé par dosage de ’ARNm 18S. (* < 0.05 vs contrdle ; n =4-12 par condition)

Méthodologie :
|

JO J1 J2 J3
Injection Euthanasie
dexaméthasone
ou salin
ou

| | | |
| | | |

JO J1 J2 J3
Injection Injection Injection Euthanasie
dexaméthasone dexaméthasone dexaméthasone
ou salin ou salin ou salin
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L’ARN total des poumons a ¢été isol¢ a 1’aide du Trizol (Life Technologies). Pour le
Northern blot, 10 pg d’ARN total a été électrophoré sur un gel dénaturant de 1% agarose-
7% formaldehyde et transféré sur une membrane de nylon GeneScreen (NEN, Boston,
MA). L’hybridation a été faite avec successivement différentes sondes d’ADNc (a-ENaC et
ARNTr 18S). L’ARNm de a-ENaC a été détecté avec une sonde rat de 1900 pb codant pour
les domaines transmembranaires 1 et 2. Afin de quantifier, I’expression de ’ARNm de a-
ENaC a été normalisée avec I’ARNr 18S. La sonde de ’ARNr 18S consiste en un fragment
d’ADNCc de 639 pb. Pour I’hybridation, les sondes ont ét¢ marquées au phosphore 32 dans
un four a hybridation. Les mesures sont faites a 1’aide du Phosphorlmager (Molecular

Dynamics, Sunnyvale, CA).

Expérience menée par Chantal Massé (B.Sc.)
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Annexe 4
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Annexe 4 : Effet du dexaméthasone sur la variation de poids des rats Les rats sont injectés (i.p.)
avec du salin (¢ ; 0,9%) ou du dexaméthasone (d ; 0,35 mg/kg/jour), a partir de JO, chaque jour,
pendant 4 jours. Le poids des rats est mesuré chaque jour jusqu’a I’euthanasie a J4. La variation de
poids est mesurée par rapport a JO. (* < 0.05 vs contrdle ; n =4-12 par condition)

Méthodologie :

JO J1 12 I3 J4
Injection Injection Injection Injection Euthanasie
dexaméthasone douc douc douc
ou salin

Expérience menées par Chantal Massé (B.Sc.)
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Annexe 5
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Annexe 5 : Effet du dexaméthasone sur la résistance des AT II Les AT I, en culture primaire
sur filtre, sont soumises ou non, a la présence de 100nM de dexaméthasone [d] (apical), pour 5j.
Les mesures sont faites en chambre de Ussing, (* < 0.05 vs contréle; n = 18 par condition).

Voir Méthodologie § B.4.1.
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Annexe 6
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Annexe 6 : Effet du dexaméthasone sur la vinculine (A) Les AT II, en culture primaire sur
labtek, sont soumises ou non, a la présence de 100nM de dexaméthasone [d], pour 48h. Les noyaux
sont marqué en dapi (bleu), I’actine par la phalloidine~Alexa 555 (rouge) et la vinculine par I’ Alexa
488 (vert). (B) Les AT 11, en culture primaire sur plastique, sont soumises aux conditions : controle
[c], S0mU/ml de bléomycine [b] pour 24h, 100nM de dexaméthasone [d] pour 48h, ou bléomycine
et dexaméthasone [bd], avant que soit procédé a I’extraction des protéines totales et au western blot
(n = 6 par condition).

Nous avons montré qu’en présence de dexaméthasone, il y a une différence d’adhérence
des cellules AT II. Nous nous sommes alors demandés si 1’expression de molécules
appartenant au cytosquelette était modifiée. Nous nous sommes penchés sur le cas de la
vinculine qui participe aux points focaux d’adhésion, participant a 1’adhésion et a la
migration des cellules. Pour cela, nous avons d’abord fait un marquage de la vinculine in

situ de AT II en sous-confluence en présence ou non de dexaméthasone. Nous n’avons pu
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visualiser de différence marquante (A). Nous avons alors décidé de faire une analyse semi-
quantitative par western blot, ou & nouveau nous n’avons pu quantifier de différence
significative entre les traitements (B). La phosphorylation de la vinculine, le caldesmone
(qui est impliquée dans I’interaction entre 1’actine et la myosine) et la gelsoline (qui est une
protéine régulant 1’assemblage et le désassemblage des filaments d’actine) ont aussi été

testés sans succes (Données non-montrées).

Méthodologie

Immunofluorescence

Des cellules AT II cells en culture primaire ont été ensemencées a raison de 50 000 cellules
par puits (0.8 cm?) de labtek. Au jour 3, les cellules sont pré-traitées au dexamethasone 100
nM. Le dexaméthasone est renouvelé a jour 4. A jour 5, la labtek est rincée au PBS, puis
fixée au paraformaldéhyde 4% pour 10min. Toute I’expérience se déroule a température
piece. Apres un nouveau rincage au PBS, les cellules sont perméabilisées au triton X-100
0.1% pour 5 min. Apres un blocage de 30min en BSA 1%, les labtek sont incubées avec
I’anticorps anti-vinculine (1/100 ; PBS-BSA 1%) en chambre humide pour 40min. Apres
un lavage en PBS + 0.1 % Tween20, les labtek sont incubées avec la phalloidine~Alexa
555 (1/40 ; PBS-BSA 1%) et I’anticorps secondaire anti-mouse 1i¢ Alexa 488 (1/200 ; PBS-
BSA 1%) en chambre humide, a 1’obscurité, pendant 1h. Les labtek sont alors a nouveau
rincées en PBS + 0.1 % Tween20, puis le DAPI (1/2000 ; PBS-BSA 1%) est ajouté en
chambre humide, a I’obscurité, pendant 10min. Enfin, le Prolongold est ajouté et la lame
est recouverte par une lamelle (1 oz ; 22x60 mm). Apres 6h a 12h a I’obscurité, 1’ensemble
est scellé au vernis incolore. La fluorescence est observée a I’aide d’un microscope
confocal de la plateforme de Bioimagerie de I’IRIC. Les images ont été prises en x63, a
I’aveugle par M Charbonneau, responsable de la plateforme. Les marquages sont ceux de

I’actine (rouge), de la vinculine (vert) et des noyaux (bleu).

Western blot
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Les cellules AT II sont ensemencées a J1 & raison 5x10° cellules dans un pétri de 100mm
de diamétre, en MEM + sérum + septra. A J3 le milieu des cellules est changé pour du
MEM + sérum. A J4 les cellules sont traitées avec du dexaméthasone 100mM et / ou de la
bléomycine 50 mU/ml dans du MEM complet + sérum. A J5, apres lavage au PBS, les
cellules sont grattées dans 1ml de PBS aprés avoir été incubées dans du tampon pour
extraction des protéines du cytosquelette (Pipes 100mM pH7, KCl 50mM, MgCI2 5mM,
EGTA ImM, Triton x100 0.2% ; 2ml ; 10min ; sur glace). La suspension cellulaire est
centrifugée a 15700g 10min. Le culot est resuspendu dans 150ul de PBS puis soniqué a
une amplitude de 15u 2 x 20sec, avant d’étre stockée a -80°C jusqu’a utilisation.

Les protéines sont dosées par Bradford.

Elles sont chargées dans un gel de polyacrylamide 10%. Suite a la migration et au transfert
sur membrane PVDF, les membranes sont bloquées en lait ou BSA 5%. Puis, les anticorps
primaires anti-vinculine (1/400 ; TTBS-BSA 2%), ou GAPDH (1/1000 ; TTBS-lait 2%)
sont incubés pour la nuit a 4°C. Suite aux lavages en TTBS, les anticorps secondaires anti-
mouse ou anti-rabbit (1/2000 ; TTBS-lait 2% ou TTBS-BSA 2%) sont incubés pour 2h a
température piece. Les membranes sont révélées a 1’aide de ’ECL plus selon les
recommandations du producteur. Le Chemidoc de Biorad et son logitiel Image Lab

software sont utilisés pour I’analyse.

Références produits et matériel

Les produits : anticorps anti-mouse~Alexa 488 #A11059, phalloidine~Alexa 555 #
A34055, prolongold # P36930 ont ét¢ commandés chez Invitrogen, Eugene, Oregon, USA.
L’anticorps anti-GAPDH # MA1-10036 provient de Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA.

Les anticorps anti-gelsoline # ab74420 et anti-caldesmone # ab11016 sont produits par
Abcam, Cambridge, MA, USA.

L’anticorps anti-mouse # 1858413 est fourni par Pierce, Rockford, IL,USA.

L’anticorps anti-rabbit # sc2004 est issu de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA.



XX Vil
L’anticorps anti-vinculine # v9131 et le Dapi # D9542 proviennent de chez Sigma, St
Louis, MO, USA.
Les labtek # 154534 sont fournies par Nunc, Rochester, NY, USA.
Les lamelles # 12-544G ont été achetées chez Fisher Scientific, Ontario, Canada.
L’ECL plus # RPN2132 est produit par GE Healthcare, Buckinghamshire, UK.
Le microscope confocal LSM 510 META Zeiss est produit par Carl Zeiss Canada Ltd.,

Toronto, Canada.



