archives-ouvertes

Immunodépression acquise en réanimation :

approche

expérimentale et cliniques des altérations

lymphocytaires induites lors des syndromes septiques

Fanny Poujol

» To cite this version:

Fanny Poujol. Immunodépression acquise en réanimation : approche expérimentale et cliniques
des altérations lymphocytaires induites lors des syndromes septiques. Immunologie. Université
de Lyon, 2016. Francais. <NNT : 2016LYSE1005>. <tel-01359996>

HAL Id: tel-01359996
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01359996
Submitted on 5 Sep 2016

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche frangais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.archives-ouvertes.fr
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01359996

N° d’ordre 05-2016
UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON I

Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences-Santé

THESE DE L"UNIVERSITE DE LYON
Soutenue publiquement le 8 Janvier 2016 par

Mme Fanny POUJOL

Pour le diplome de

DOCTORAT EN BIOLOGIE

IMMUNODEPRESSION ACQUISE EN REANIMATION : APPROCHE
EXPERIMENTALE ET CLINIQUE DES ALTERATIONS LYMPHOCYTAIRES

INDUITES LORS DES SYNDROMES SEPTIQUES

Directrice de thése : Dr Fabienne VENET

JURY : Monsieur le Professeur Guillaume MONNERET
Monsieur le Professeur Didier PAYEN DE LA GARANDERIE (rapporteur)
Monsieur le Docteur Thomas RIMMELE
Monsieur le Professeur Pierre TISSIERES (rapporteur)
Monsieur le Docteur Fabien TOUZOT
Madame le Docteur Fabienne VENET



UNIVERSITE CLAUDE BERNARD -LYON 1

Président de I'Université M. Franc¢ois-Noél GILLY
Vice-président du Conseil d’Administration M. le Professeur Hamda BEN HADID
Vice-président du Conseil des Etudes et de la Vie M. le Professeur Philippe LALLE
Universitaire

M. le Professeur Germain GILLET

Vice-président du Conseil Scientifique
M. Alain HELLEU

Directeur Général des Services

COMPOSANTES SANTE

Faculté de Médecine Lyon Est - Claude Bernard Directeur : M. le Professeur ]. ETIENNE
Faculté de Médecine et de Mateutique Lyon Sud - Directeur : Mme la Professeure C.

Charles Mérieux BURILLON

Faculté d’Odontologie Directeur : M. le Professeur D. BOURGEOIS

Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques  Directeur : Mme la Professeure C.

Institut des Sciences et Techniques de la Réadaptation VINCIGUERRA

Département de formation et Centre de Recherche en Directeur : M. le Professeur Y. MATILLON

Biologie Humaine Directeur : Mme. la Professeure A-M.
SCHOTT

COMPOSANTES ET DEPARTEMENTS DE SCIENCES ET TECHNOLOGIE

Faculté des Sciences et Technologies Directeur : M. F. DE MARCHI
Département Biologie Directeur : M. le Professeur F. FLEURY
Département Chimie Biochimie Directeur : Mme Caroline FELIX



Département GEP Directeur : M. Hassan HAMMOURI

Département Informatique Directeur : M. le Professeur S. AKKOUCHE
Département Mathématiques Directeur : M. le Professeur Georges
TOMANOV

Département Mécanique

Directeur : M. le Professeur H. BEN HADID
Département Physique

. ) o ) Directeur : M. Jean-Claude PLENET
UER Sciences et Techniques des Activités Physiques et

Sportives Directeur : M. Y.VANPOULLE
Observatoire des Sciences de I'Univers de Lyon Directeur : M. B. GUIDERDONI
Polytech Lyon Directeur : M. P. FOURNIER

Ecole Supérieure de Chimie Physique Electronique Directeur : M. G. PIGNAULT

Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1 Directeur : M. le Professeur C. VITON
Ecole Supérieure du Professorat et de I’'Education Directeur : M. le Professeur A.
MOUGNIOTTE

Institut de Science Financiére et d'Assurances
Directeur : M. N. LEBOISNE



REMERCIEMENTS

Aux membres de mon Jury

Au Professeur Tissieres et au Professeur Payen De La Garanderie, merci d’avoir accepté
d’évaluer mes travaux de these en étant a la fois rapporteurs et membres du jury de
soutenance.

Au Docteur Rimmelé, merci pour nos échanges lors des comités de suivi de these, et
merci d’avoir participé a I'évaluation finale de mes travaux lors de la soutenance.

Au Docteur Touzot, merci d’avoir accepté d’évaluer mes travaux de these en participant
au jury de soutenance.

Au Professeur Monneret, merci de m’avoir donné la chance de réaliser cette thése, merci
pour tous vos précieux conseils tout au long de cette thése, et merci d’avoir accepté de
prendre part a 1’évaluation finale de ces travaux.

Au Docteur Venet, merci de m’avoir encadrée tout au long de cette these.

A mes encadrants

Fabienne, merci pour ta patience et ton écoute. Julien, merci pour ton implication. Merci
a tous les deux pour votre disponibilité, votre pédagogie, votre rigueur et votre
enthousiasme. J'ai énormément appris a vos cotés, scientifiquement et humainement,

merci de m’avoir permis de mener a bien cette these.

A mes collegues.

Estelle, tu n'imagines pas a quel point tu as pu m’aider. Merci, pour ton soutien, pour
nos longues discussions, pour les échanges scientifiques et les conseils techniques, et
puis merci d’avoir été mon décodeur Convergence et bioMérieux.

Julie D, courage, toi aussi bient6t fini, ¢’était génial de pouvoir partager tout ca avec toi,
merci ! Jérémy, merci pour ta bonne humeur a toute épreuve, ta curiosité, ta motivation
communicative. Julie M, Marine, Olivier a vous d’assurer la releve, bon courage, mais je
ne suis pas inquiete, vous assurez! Merci pour votre bonne humeur et tous nos
échanges.



Babeth, Marie, Jonathan, Mary-Luz, Sophie, Virginie, Emmanuelle, et tout le LCR grace
a vous j'ai connu une équipe soudée et chaleureuse. Merci pour vos conseils et votre
disponibilité, j'ai appris de chacun d’entre vous et je n’aurais pas pu trouver meilleures
conditions pour faire une these.

Véro, Alexandre, Francois, Javier, Karine, Karen, et tous les membres du département
MD3, merci pour nos échanges.

Fabien, Paola, Mélissa, Audrey, Giulia, merci, et bonne chance pour la suite.

A l'équipe du laboratoire d’immunologie, merci de m’avoir toujours aussi bien
accueillie lors de mes multiples passages éclairs. Anne, merci pour ton aide précieuse.

A mes proches

Papa tu m’as appris a persévérer, a défendre mes convictions, a toujours aller de 'avant.
Mémé, tu m’as transmis ta bonne humeur, ta volonté, et un certain gotit pour la cuisine...
Vous étes dans mes pensées.

Maman, merci pour ton soutien pendant toutes mes études (et elles furent longues), et
surtout merci d’étre une Super-maman.

Cédric, merci d’avoir été la, de m’avoir écoutée, soutenue, réconfortée, supportée... tu as
assuré. Tres heureuse et trés fiere de partager tes jours.

Nikita, Odile, Dimitri, Nina, Muriel, merci de m’avoir aidée a grandir, et merci d’étre 1a,
trop loin des yeux mais toujours pres du cceur.

Cathy, Patrick, Marion, Mamie,... toute ma belle-famille : merci de m’avoir accueillie a
bras ouverts.

Ines, ma sceur de cceur, on s’est connues en prépa, déja une période compliquée, et on
s’est toujours soutenues apres ¢a, merci de partager tous ces petits riens et ces grands
tout qui font notre amitié. Les copains, merci pour votre soutien, et les soirées, les week-
ends, la danse, les rires ... autant de pauses qui m’ont bien aidée.



SOMMAIRE

INTRODUCTION ..ot sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasasans 11
REVUE DE LA LITTERATURE......ciininsssssssssss s sssssssssssssssssssassssns 13
I - Les SYNdromes SEPLIQUES ..ccveviriisiisiisiisiiiisiissississessessessessessessesstssssstssssssssssssssssssessessessessessessessessessessssnsenes 13
1.1 - DEfINITIONS 1.ocvoviiicieiicicte e e 13
1.2 - EPIA@MIOLOZIE ...t 14
L.2.A - INCIAEIICE ... s 14

1.2.B - MOTEALItE ... e 15

1.2.C - Etiologie infectieuse et épidémiologie microbienne..........cccccovviiiiiiiiiiiiie 16

1.2.D - Facteurs de TISQUE .......ccuciiiiiiiiicii e s 17

L. 2LE = COTE it e bbb 18

1.3 = DIAGNOSEIC ...vveiiiictiitc e e 19
1.3.A - DIiagnostic CHNMIGUE .......ccuiiiiiiiiiiiiii i s s 19

1.3.B - Diagnostic MicrobioloGiqUe........ccceuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccc s 20

1.3.C - Diagnostic DIOIOZIQUE .........cuiviiiiiiiiiiiicc 22

1.4 - Prise en charge thérapeutique...........cccvciiiiiiiiiiiiiiic e 24
I.4.A - Controle du Processus IMFECHEUX. .....vveveuriririereiiiiirerieeter ettt st ees 24

1.4.B - Traitement hémodynamique et défaillances d’organes............ccocovviriinciiiiciiccnccccce, 25

[T @e) Tl L6 T3 (o ) o OSSR PRSP PTPRRSRRt 25

Il - Réponse de I'hote durant les syndromes SeptiqUES .......ccccuiveiveireiiiiisiiineninaea 26
1.1 - Déclenchement de la réponse immunitaire et hyperinflammation ..o, 26
I.1.A - Phase précoce et reconnaissance mMiCrobIENNE .........ccovveuieiriririeieirinreeeeeree e 26
I.1.A.a Pathogen Associated Molecular Patterns et Danger Associated Molecular Patterns............ 27
I1.1.A.a.i - Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPS)........ccccoviviiiiinniciiiniciiee 27

II.1.A.a.ii - Danger Associated Molecular Patterns (DAMPS)........cccccovivviiiiiininiiiciin 27

I1.1.A.b Pathogene recognition receptors (PRRS) ........ccccceiiiiiiiniiiiniiiiiiicccc s 28
I1.1.A.b.i - Toll-like receptors (TLR)......cceceerrereiiiririeciceirree et et 28

I1.1.A.b.i - Nod Like receptors (INLR)......ccccorieeiiinirinccirreecerree et 31

ILT.Ab.ii - RLR €t CLR ...ttt s s 33

1.1.B - Déclenchement de la réponse immuno-inflammatoire.........c.ccccvvereirinneeeiinnneeeeeeresenene 34
I1.1.B.a Cascade immuno-inflammatoire et amplification systémique..........c.c.cocevvvvniiiniinniicinnnnns 34

I1.1.B.b Régulation de la réponse immunitaire par le systéme nerveux central .........c.cccccevvvvriiininnnes 36

I1.1.B.c Défaillances d’organes et état de ChOC.........cccocviviiiiiiiiiiiiiiic 38
ILT.B.C.i - CoagUIAtioN .....cocvoviiiiiccccc et s 38

I1.1.B.c.ii - Systeme du complément ..........cccovuiiiiiiiiiiiiii 39

I1.1.B.c.iii - Hypotension et état de ChoC...........coouviiiiiiiiiicc s 39

I1.1.B.c.iv - Métabolisme cellulaire et défaillance multi-viscérale .............cccovvviriiiiiiiiniinicicnne, 40

11.1.B.d Cas des super-antigenes (SAQ).......cccuviiiiniiiiiiiiiiiiiic s s 40

11.2 - IMMUNOAEPTESSION......uuiiiiiticiiticiciie ettt nanis 41
I.2.A - Atteintes monocytaires et altération de la réponse innée...........ccccevviiiicniiiiiiiiccccn 43



I.2.A.a Atteintes monocytaires.......................
I1.2.A.a.i - Altérations phénotypiques

I1.2.A.a.ii - Altérations fonctionnelles

- Présentation antigénique et activation de I'immunité adaptative...........ccocovvnniniininnns 45
+ Production de cytoKINeS ........ccccouviiiiiiiiiiiiiiiic
« Phagocytose......cccovvvviinniniininenn,
I1.2.A a.iii - Tolérance a I’endotoxine
¢ DEFINTON ... e
« Mécanismes IMPLIGUES ......ccvvvvveuiiiiririeieiirreeer et e 49
¢ MOAELISATION. ...t 50
1.2.B - Altérations touchant les autres acteurs de la réponse innée: polynucléaires neutrophiles,
cellules dendritiques, cellules NK, lymphocyte T yO .......cccocovviniiiiiiiiiiiiicicccccc s 51
11.2.B.a Polynucléaires Nneutrophiles .............cccooviiiiiiiiiiiiiiiicicc s 51
11.2.B.b Cellules dendritiqUes...........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiccc s 52
[1.2.B.c Cellules NK ..o 53
[1.2.B.d LymMPRoCytes T y0.....ccuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s s 54
1.2.C - Altérations de la réponse adaptative : altérations lymphocytaires induites par le sepsis .......... 55
[1.2.C.a Lymphocytes T (NON réZUlateurs)..........ccccvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiccic e 55
I1.2.C.a.i - Apoptose et [ymphopénie ...........cccocoviiiiiiiiiiicci s 56
[1.2.C.a.ii - Altérations fonctionnelles...........cocciiiiiiiiiiiiiiii e 58
¢ ProOlfETation. ..o s 58
+ Production de CytOKINeS ........cccciviiiiiiiiiiiiiiiiccccc s 59
[1.2.C.a.iii - Altérations phénotypIiquES.........ccccciviviiiiiiiiiiiiiii e 60

- Expression des récepteurs de co-stimulation et de co-inhibition

+ Diminution de la diversité du répertoire TCR

11.2.C.b Lymphocytes T réGUlateurs...........ccccvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicnccr s
[1.2.C.c LympRhocytes B .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 62
Ill - Modélisation des altérations lymphocytaires T induites par le Sepsis.....ccvvererrerrersessessensensensessennnnes 65
1.1 - DEFINTHIONS 1..viviiiiiiiiiiiic bbb bbb 65
[11.2 - Mécanismes et modélisation de I"anergie lymphocytaire T..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiicccc 68

I1.2.A - Mécanismes

11.2.B - Modélisation
[11.2.B.a Absence de CO-SHMUIAION ......c.ciuiuirieirieiiieiieee e et e 70
[11.2.B.b Stimulation sub-optimale dtt TCR.......cccovrieiiiririecirrneceersee et
[11.2.B.c Activation en présence d'IL-10
111.2.B.d Modulation de la voie CaN/NFAT

111.2.C - Pertinence vis-a-vis de la modélisation des ALIS............cccccoviiiiiiniin s 73
1.3 - Mécanismes et modélisation de I'épuisement lymphocytaire T ...........cooovririiiiiiiiiiice,
I1.3.A - MECaniSIMES.........ccevriiriiniiiiieniccsiee e
111.3.B - Modélisation
111.3.C - Pertinence des modéles d’épuisement lymphocytaire vis-a-vis des ALIS.........c.c.cccceviiiininn 78
IV - CONCLUSION ....ocotvtitiintrieestsssestssssessssssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssnsaes 80



TRAVAIL PERSONNEL. ..o sssssssassssssssssssssssss 82

I - Présentation du projet de these .......ovviriiniiiiiiiniiinie s 82

Il - Flow cytometric evaluation of lymphocyte transformation test based on 5-ethynyl-2’deoxyuridine

incorporation as a clinical alternative to tritiated thymidine uptake measurement .........c.ceceruerrerreruenens 83
[L2 = COMEEXER 1ottt e 83
1.2 - Description de I'tude .......coviiiiiiiiiici 83
11.3 - COMCIUSION ..t st 83

Il - Altered T lymphocyte proliferation upon LPS challenge ex-vivo.......cccuevereresesensensessensensensensennnnes 94
R G 4 5 RO 94
[11.2 - Description de I'étUde ........cccciiiiiiiiiiii s 94
[11.3 = COMNCIUSION ... bbb 94

IV - Ex vivo evaluation of IL-10 role in sepsis-induced T cell alterations .........ccoceevseesrisresnnsnesesessessesaene 112
IV.1 - CONEEXER ...ttt s 112
IV.2 - Description de I'étude.........coeuiiiiiiiiiiiii 112
IV.3 - CONCIUSION ...t bbb bbb s 112

DISCUSSION ..ot sasssssssssssssssssssssssssssssssssasasssassssssssssssssssses 133

CONCLUSION ...utiitsssssassesessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssassssessssssssssssssssess 147

REFERENCES BILIOGRAPHIQUES ......cconmmmsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssens 148



TABLE DES ILLUSTRATIONS

Figure 1. Nosologie des syndromes septiques..............cceceuviririnieinieiiiiicccccnse e 13

Figure 2 Nombre de décés en fonction du pathogene a I'origine du syndrome septiques

Figure 3 Cofts associés aux syndromes septiques durant les 5 années suivant I'épisode,
en fonction de I'age au moment de I'épisode..........cccouvveueirniiicininiicinnecicceeee 19

Figure 4 Diminution du temps avant résultat des tests de diagnostic microbiologique

grace a 'utilisation de nouvelles techniques.............cccocceiviiiiiiiiiiiiiie 21
Figure 5 Voies de signalisation associées aux TLR...........ccccccccccviiiiiiinniiiiie, 30
Figure 6 Mécanismes d’activation des principaux inflammasomes NLR,.......................... 32

Figure 7 Reconnaissance de I’ARN viral par RIG-I et MDADJ et voies d’activation des
INEEITETONS. ... 33

Figure 8 Roles des systemes sympathique et parasympathique dans les syndromes

SEPLIQUES ...ttt bbb e 37
Figure 9 Comparaison entre les modes de liaison des antigenes (a droite) et des super

antigenes (a gauche) aux molécules CMH-II et TCR ........cccoiiiiiiiiinniiiincccce 41
Figure 10 Modélisation de la réponse immunitaire lors des syndromes septiques .......... 42
Figure 11 Caractéristiques de la tolérance a I'endotoxine............ccccccovviiiiiiiiniiiinnnn, 438

Figure 12 Inhibition des voies de signalisation associées a TLR4 lors de la tolérance a
IeNdOtOXINE.......ciiiiiiiccc 49

Figure 13 Activation des lymphocytes T par les cellules présentatrices d’antigene.......... 56
Figure 14 Evolution des marqueurs d’épuisement lymphocytaire T au cours du temps 67

Figure 15 Voies de signalisation intracellulaires associées a I'activation des lymphocytes

OO 69
Figure 16 Inhibition des signaux secondaires d’activation des lymphocytes T'................. 70
Figure 17 Récepteurs de co-inhibition et signalisation associée..............ccccoceeviririinnnnnnee 75
Figure 18. Mécanismes possibles d'induction des ALIS.............ccccccccocvviiiiinniiinninne. 134



Figure 19 Cinétique de la production de cytokines par des lymphocytes T en réponse a
une stimulation antigénique .............ccccoviiiiiiiiiiiiii s 143

Tableau 1 Exemple de biomarqueurs évalués pour le diagnostic des syndromes
SEPLIQUES ...ttt b et 23

Tableau 2 Ligands et origine des ligands reconnus par les différents TLR........................ 29

Tableau 3 Comparaison des principales caractéristiques de I’anergie, de I'épuisement, et

Tableau 4 Différences entre la souris et 'HOMIMEO. ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 145

10



INTRODUCTION

Les syndromes septiques restent a ce jour un probleme majeur de santé publique.
Définis comme l’association d’une infection et d’une réponse inflammatoire systémique,
ils constituent la premiere cause de mortalité en service de réanimation. Malgré
d’importants progres concernant la prise en charge des patients en service de
réanimation, la mortalité associée a ces syndromes reste tres élevée, atteignant 30 a 40%

pour le choc septique.

La physiopathologie du sepsis, trés complexe, implique divers mécanismes parmi
lesquels la réponse immunitaire joue un role central. Pendant longtemps les syndromes
septiques étaient considérés comme une réponse hyper-inflammatoire systémique, a
I'origine de défaillances d’organes multiples pouvant conduire au déces. En
conséquence, de nombreux essais cliniques mettant en jeu des thérapies anti-
inflammatoires ont été développés : ils se sont soldés par autant d’échecs.

Ce constat a conduit a la remise en cause de la compréhension du modele
physiopathologique sous-jacent. Il a été établi qu'en parallele de la réponse pro-
inflammatoire, responsable de la symptomatologie du choc septique, une réponse anti-
inflammatoire se met en place. Cette phase anti-inflammatoire affecte les pans innés et
adaptatifs de la réponse immunitaire et conduit a un état d'immunodépression. Cette
immunodépression est associée a un mauvais controle de l'infection, un risque accru de
développement d’infections secondaires et est probablement responsable des déces plus
tardifs.

Les lymphocytes T, principaux acteurs de la réponse adaptative, sont particulierement
touchés. Ils subissent une apoptose massive et les lymphocytes T survivants présentent
des altérations fonctionnelles (prolifération, production de cytokines) et phénotypiques
(expression des récepteurs d’activation et d’inhibition, diversité du répertoire du TCR).
Or l'intensité et la durée de la lymphopénie et de ces altérations sont associées a un

risque accru de développement d’infections nosocomiales et a une mortalité plus élevée.
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Ceci constitue le rationnel pour le développement de nouvelles thérapies
immunostimulantes ciblant ces altérations.

Les mécanismes a l'origine des altérations lymphocytaires T induites par le sepsis sont
encore mal connus. Améliorer leur compréhension permettrait de cibler au mieux ces
altérations. De plus, compte-tenu de la dynamique de la réponse immunitaire et de
I'hétérogénéité des patients, la mise en place de thérapies immunoadjuvantes nécessite
l"utilisation d’outils permettant la stratification des patients en fonction de leur statut

immunitaire, inexistants a ce jour.

Dans ce contexte, le but de ce projet de these était de mettre en place des modéles ex-vivo
d’altérations lymphocytaires induites par le sepsis. Ces modeles permettront (i)
d’améliorer notre compréhension des mécanismes physiopathologiques a 1'origine des
altérations lymphocytaires induites par le sepsis (ii) d’identifier des marqueurs de ces
altérations lymphocytaires qui permettraient la stratification des patients susceptibles de
bénéficier de thérapies immunoadjuvantes (iii) de tester de nouvelles thérapies ciblant

ces altérations.

Avant d’envisager la description détaillée de nos travaux de recherche, une revue

bibliographique est présentée. Elle concerne principalement :

- Les connaissances actuelles concernant 1'épidémiologie et la prise en charge des

syndromes septiques

- La compréhension actuelle de la physiopathologie de ces syndromes et en

particulier de I'immunodépression associée

- Les modeles d’altérations des lymphocytes T existants et leur pertinence vis-a-vis

de la modélisation des altérations des lymphocytes T induites par le sepsis.

12



REVUE DE LA LITTERATURE

I- Les svndromes septiques

I.1- Définitions

Le sepsis est défini comme 1'association d'un syndrome de réponse inflammatoire
systémique (SRIS) et d’une infection ( « International Sepsis Definitions Conference » 1).
Plus précisément, un SRIS est défini par la présence d’au moins deux critéres parmi les 4
criteres suivants: (i) température >38°C ou <36°C, (ii) rythme cardiaque >90
battements/minute, (iii) rythme respiratoire >20 cycles/minute ou pression artérielle en
COz <4,3kPa, (iv) nombre de globules blanc >12 000 cellules/pL ou <4 000 cellules/uL
ou présence d’au moins 10% de granuleux immatures.
Une infection est le processus déclenché par l'invasion d’un tissu, d'un fluide ou d"une
cavité corporelle par des micro-organismes pathogenes. Le sepsis est souvent associé a
la survenue de dysfonctions d’organes (défaillance cardio-vasculaire, rénale,

hépatique,...) pouvant évoluer en syndrome de défaillance multiviscérale. On parle

septique

. f %
= T* »38°C ou <36°C SIRS Sepsis Sepsis
= RBythme ca.rdim_.“lut = 80 + + GI'_H'UE
bothementa/mi. Infection Défaillance +
* Rythme respiratoire >20 -
respirations/min ocu d’organe Hypo-
pal0, <4,3kPa tension
= Nambre globules blancs persistantfr
»12.x10" celtules/pl ou

<410 cellules/ul ou 1 P
presence de plus de 10% de

granuleux immatures

Figure 1. Nosologie des syndromes septiques
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alors de sepsis grave. Enfin, lorsque I'une de ces défaillances d’organes se traduit par un
état de choc, soit une hypotension persistante malgré un remplissage vasculaire adéquat,
le terme retenu est choc septique. Sepsis, sepsis grave et choc septique forment un

continuum nosologique de gravité croissante (Figure 1).

Il est a noter que ces définitions prétent aujourd’hui a discussion 23. Une premiere
limite concerne la spécificité du concept de SRIS. En effet ce syndrome peut étre observé
chez des patients a la suite d"une intervention chirurgicale importante, de traumatismes
multiples ou encore lors d'un processus inflammatoire stérile comme la pancréatite
aigtie 45. A 'opposé, des patients peuvent présenter une infection grave sans présenter
de critere de SRIS. Une étude par Kaukonen et al. a d’ailleurs estimé que les seuls
criteres de SRIS excluaient environ 12% des patients présentant une infection associée a
une ou plusieurs défaillances d’organes et a un taux de mortalité élevé 6. Une nouvelle
définition, plus sensible et plus spécifique, permettrait d’améliorer la compréhension de

la pathologie et sa prise en charge 7.

1.2 - Epidémiologie

I.2.A - Incidence

De nos jours l'incidence des syndromes septiques est élevée et en constante
augmentation. Estimée a 123/100 000 en France en 2006 8, elle atteint jusqu’a 1000 cas
pour 100 000 habitants aux Etats-Unis en 2009 °.
On estime que, dans les pays développés, les hospitalisations dues aux syndromes
septiques représentent 2 % des hospitalisations 1. En Europe, les formes les plus graves
des syndromes septiques représentaient 10 a 45% des admissions en service de
réanimation en 2002 1, en Australie/Nouvelle Zélande elles représentaient 11% de ces
admissions en 201212,

Les disparités entre les différentes zones géographiques concernant l'incidence des
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syndromes septiques s’expliquent principalement par des différences dans les politiques
de prise en charge de patients, le nombre de lits disponibles en service de réanimation
ou encore la provenance des patients qui entrent dans ces unités (services généraux ou
services d'urgence) 1314,

Durant les dernieres décennies plusieurs études ont montré que cette incidence est non
seulement en augmentation mais que cette augmentation semble accélérée, passant, aux
Etats-Unis, de 8,7% par an entre 1979 et 2000 a 13% par an entre 2004 et 2009 °15. Des
études menées en Australie, en Angleterre ou encore en Croatie montrent elles aussi une
tendance a 'augmentation, bien qu’a des rythmes différents 1¢-18. Néanmoins la part de
cette augmentation liée a une meilleure connaissance des syndromes (due a des
multiples actions de sensibilisation et de communication), ainsi qu’a 1'amélioration du

codage, est difficile a déterminer.

1.2.B - Mortalité
Le nombre de déces liés aux syndromes septiques est estimé a environ 6 millions
par an a travers le monde, soit un mort toutes les 52 secondes (estimation de
Fleischman et al. obtenue par extrapolation des données de 33 études 1°). La mortalité
associée aux syndromes septiques, tres élevée, est directement proportionnelle a leur
gravité. Elle est estimée a environ 10% pour le sepsis, 20% pour le sepsis grave et 40%

pour le choc septique 122021,
Par ailleurs, les syndromes septiques représentent la 10ime cause de mortalité aux Etats-
unis 22, et la premiere cause de mortalité au sein des services de réanimation non
cardiologiques 15. Malgré une diminution constante de la mortalité, I'augmentation
constante de l'incidence entraine un nombre de déces lui aussi en augmentation. Il est a
noter que la plupart des études évaluent la mortalité a 28 jours apres le diagnostic du
syndrome. Or la mortalité a 5 ans est elle aussi plus élevée apres un choc septique : il est
probable que la mortalité évaluée a 28 jours sous-estime la mortalité totale associée aux

syndromes septiques 2324,
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1.2.C - Etiologie infectieuse et épidémiologie microbienne

Les pneumopathies représentent la cause principale de sepsis, sepsis grave et choc
septique. Les infections abdominales représentent quant a elles la deuxieme cause de
sepsis, devant les infections urinaires puis les infections d’autres origines comme les
infections intravasculaires ou les infections des tissus mous 22. Les syndromes
septiques peuvent étre causés par des infections communautaires ou des infections
nosocomiales, suivant les études la prédominance de I'une ou de I'autre varie 11.

A ce jour les pathogenes les plus couramment a I'origine de syndromes septiques
sont des bactéries, suivi des champignons, des virus puis des levures. Parmi les 70% de
patients pour lesquels le diagnostic microbiologique est établi, on constate que les
infections sont plus fréquemment causées par des bactéries Gram positif que par des
bactéries Gram négatif, représentant respectivement 200 000 et 150 000 cas de sepsis par
an aux Etats-Unis 15.

Parmi ces bactéries on retrouve, par ordre d’incidence, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp et Pseudomonas aeruginosa 1526. Ces
derniéres années, on observe une diminution de la proportion de sepsis d’origine
bactérienne, et une augmentation de la proportion de sepsis d’origine fongique (Figure 2).
Ceci s’explique en partie par une amélioration dans l'identification des sepsis d’origine

fongique 15.
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Figure 2 Nombre de décés en fonction du pathogene a 1’origine du syndrome septique,
d’apres Martin et al., NEJM, 2003
L’abscisse représente l'estimation du nombre de cas de sepsis causé par chaque type de

pathogeéne, aux Etats-Unis, par année. Les barres verticales représentent les erreurs-types.

1.2.D - Facteurs de risque

L’age est 'un des principaux facteurs de risque. En effet aux ages extrémes de la
vie le systeme immunitaire n’est pas pleinement opérationnel. Immature chez I'enfant, il
est sénescent chez les individus agés. Or un systeme immunitaire défaillant augmente le
risque d’infection et d’évolution de cette infection en syndrome septique. Chez I’enfant
le sepsis, le plus souvent causé par une infection pulmonaire représente la premiere
cause de déces 27-29. Les personnes agées, en plus d’un systéme immunitaire défaillant,
présentent le plus souvent d’autres pathologies chroniques (défaillances cardio-
vasculaires, respiratoires, rénales, etc). Il en résulte un risque de développement de
syndrome septique et une mortalité plus élevés 30-32,
Le genre semble lui aussi étre un facteur de risque : les hommes sont plus a risque de
développer un syndrome septique, mais le risque de déces chez les patients septiques

est, lui, plus élevé chez les femmes 33-35.
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Les maladies altérant le systeme immunitaire, comme le diabéte, le HIV, ou les
leucémies, augmentent elles aussi le risque de développer un syndrome septique ainsi
que la gravité de ce syndrome 3657

On observe aussi une influence de I'ethnie, les individus caucasiens présentant un
risque plus faible de développer un syndrome septique 3%3%. Néanmoins il est possible
que l'influence de l’ethnie représente en réalité 1'influence d’'une multitude de facteurs
de risque environnementaux et sociaux-économiques 4.

Enfin il existe des facteurs de risque génétiques. D'une part les maladies génétiques
touchant les cellules du systéeme immunitaire, comme le syndrome de Wiskott-Aldrich
ou le syndrome de Chediak-Higashi, favorisent le développement d’infections,
ponctuelles comme chroniques, qui peuvent évoluer vers un syndrome septique.
D’autre part les polymorphismes génétiques touchant des génes liés a des acteurs de la
réponse immunitaire, comme les molécules impliquées dans la détection de pathogenes
41, les récepteurs d’activation et de co-stimulation des cellules effectrices 42, ou encore les
cytokines 43, peuvent affecter négativement ou positivement le risque de développement

d’un syndrome septique 4445

I.2.E- Cott

Les cotits associés a la prise en charge des patients septiques sont particulierement
élevés. En France une étude de 1998 estimait le cotit d"un épisode septique entre 26 000€
et 35 000€ (cours de 2001) suivant la gravité du syndrome 4¢. Les épisodes de sepsis
grave ont un cott plus élevé que les épisodes de sepsis parce qu’ils nécessitent une prise
en charge thérapeutique plus importante que le sepsis. Ils présentent néanmoins un cotit
plus élevé que les épisodes de choc septique car ils sont associés a une durée de séjour
en service de réanimation plus longue 4.
Aux Etats-Unis des études plus récentes estiment quant a elles le cotit d'un épisode
septique a $21 000 en moyenne #’. Ces colits concernent uniquement la prise en charge
des patients durant leur hospitalisation. Or dans une étude publiée en 2015, Tiru et al.

estiment que ces coflits représentent seulement 30% des cotits réels liés aux syndromes
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septiques 3. En effet, il faut aussi prendre en compte le cott des soins hors-hopital
nécessaires a la suite d'un syndrome septique. A ces cofits s’ajoutent encore la perte de
productivité liée a 1'impossibilité de travailler pendant la durée de 1'épisode et de la
convalescence, ainsi que les cotts liés au syndrome post-sepsis, i.e. les atteintes
cognitives des individus ayant survécu a un sepsis 1>48. La Figure 3 décrit le cotit associé

a un épisode septique en fonction de I'dge du patient au moment de I'épisode, au cours

des 5 années suivant I'épisode
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Figure 3 Cotts associés aux syndromes septiques durant les 5 années suivant I'épisode, en fonction de
I’age au moment de 'épisode, d’apres Tiru et al.,, Pharmaco Economics, 2015 12

1.3 - Diagnostic

I.3.A - Diagnostic clinique
Les signes cliniques suivants, bien que non spécifiques, accompagnent le plus
souvent les syndromes septiques : modification importante de la température corporelle
(fievre ou hypothermie), tachycardie, augmentation du rythme respiratoire, apparition
de rougeurs cutanées ou de péaleurs. Ces signes correspondent au SRIS, néanmoins,

comme évoqué précédemment, il est a noter que tous les patients présentant un SRIS ne
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sont pas nécessairement septiques. L'apparition de signes traduisant une défaillance
d’organe peut ensuite appuyer la suspicion de syndrome septique. Confusion, délirium,
pertes cognitives (pouvant aller jusqu’au coma), marbrures, cedeme pulmonaire,
lactatémie, hyperglycémie, augmentation de la créatinine, augmentation de la bilirubine,

sont autant d’exemple de signes de défaillances d’organes.

1.3.B - Diagnostic microbiologique

Il doit étre établi dans les plus brefs délais afin d’appliquer au plus tot une
antibiothérapie adéquate. En fonction des événements ayant précédé la prise en charge
du patient en service de réanimation (chirurgie, traumatisme, hospitalisation de longue
durée) ou de situations cliniques particulieres (infections chroniques, choc toxique
staphylococcique, purpura fulminans, ...) certaines causes infectieuses sont plus
probables que d’autres. Des hémocultures sont réalisées, suivies de coloration de Gram
permettant une premiere caractérisation bactérienne. Ces derniéres années, de nouvelles
techniques ont été développées, reposant principalement sur des techniques de biologie
moléculaire comme la PCR en temps réel, la spectroscopie de masse ou la juxtaposition
de ces techniques 4°-51. Une identification rapide du micro-organisme responsable de
I'infection permet de réduire l'utilisation d’antibiothérapies a large spectre. Or leur
usage favorise le développement de résistances microbiennes ce qui complique les
traitements subséquents. Elle permet de plus de réduire la durée d’hospitalisation et
potentiellement d’augmenter la survie des patients 52. En effet, environ 20% des patients
en choc septique recoivent une antibiothérapie inappropriée, ce qui divise par 5 leurs
chances de survie 3. Les techniques récentes permettent de réduire considérablement la
durée nécessaire a l'identification définitive du micro-organisme comme décrit dans la

Figure 4.

20



Blood culturs E—

M(lhm\ and susceptibility !m?- i

MALDI-TOF
Malecular POCT

MALDI-TOF identification +
malecular POCT

Multiplex PCR + hybridisation
- ar microarray
=i~ PCR + mass spectometry
AT T T T = T T T >

Multiplex PCR +
= hybridisation or microarray
=== PCR + mass spectometry
Broad
e =g spectrum PCR
7T T T T — T T T >
oh2h 4h 6h 8h 10k T s2h  +ah  +6h Time

Detection of pathogen in blood culture

Figure 4 Diminution du temps avant résultat des tests de diagnostic microbiologique grace a
'utilisation de nouvelles techniques, d’aprés Cohen et al.,The Lancet, 2015
Technologies conventionnelles (en bleu) et nouvelles technologies (en rouge) pour le diagnostic des
pathogenes présents dans la circulation sanguine a partir de d’hémocutltures positives (A) ou de
sang (B). La ligne bleue verticale indique le moment oti, en général, les hémocultures deviennent
positives. Les losanges représentent la durée théorique d’indentification d’un pathogéne pour
chaque technologie. MALDI-TOF = matrix-assisted laser desorption ionisation - time of flight.
POCT = point-of-care test.
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1.3.C - Diagnostic biologique

Les syndromes septiques présentent des origines et des formes cliniques
extrémement hétérogenes. La localisation des foyers infectieux, le type de pathogene a
I'origine du sepsis, la présence de comorbidités, 'age et le sexe sont autant de
parametres qui varient d'un patient a l'autre et qui nécessitent d’adapter la prise en
charge thérapeutique. Les limitations des définitions actuelles des syndromes septiques,
d’une part, et la nécessité de pouvoir proposer une prise en charge thérapeutique la plus
spécifique possible d’autre part, ont poussé les chercheurs a développer et tester de
nombreux biomarqueurs.

Un biomarqueur est un parameétre objectivement mesurable au niveau moléculaire,

biochimique, cellulaire ou physiologique, associé a une pathologie ou a son évolution :

- les biomarqueurs diagnostiques permettent de caractériser 1'état d'un patient a

un instant donné : présence d’infection, de défaillance d’organe, ...

- les biomarqueurs pronostiques permettent de prédire 1'évolution de 1'état du

patient : risque de développement d’infection secondaire, aggravation de I'état, ...

- les biomarqueurs de stratification permettent de classer les patients selon le degré
de sévérité de leur pathologie ou d’autres criteres: nosologie du syndrome,

inflammation, immunodépression,...

-les biomarqueurs de suivi permettent de suivre leffet d'un traitement:

éradication d'un pathogene suite a une antibiothérapie, inactivation de cellules

immunitaires aprés une thérapie immunosuppressive, ...

De nombreux biomarqueurs ont été évalués au cours des dernieres décennies mais
Pierrakos et Vincent ont observé qu’aucun des 178 biomarqueurs évalués dans 3370

études ne présentait de performances suffisantes pour étre utilisable en routine pour le

diagnostic des syndromes septiques (Tableau 1) 4.
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Clinical  Type of

Sepsis biomarker study messurement Cutcome

arTT** C : High negative predictive value

Co1ib=** B 5 Higher values in neonates with sepsis than in those with possible infection

COes oy ] Dristinguished tetween sepsis and SIRS

COGa*** C 5 Lo sensitity and specificity to distinguish between viral and bacteral infecthons

Complement B S Distinguished between sepsisand SIRS

EA cormplex [ L1 Diagnasis of sepsis, incroased carlier than CRP

ELAM-1 [callsdar-and solubls) sl C Increasad in trauma patients with sepsis compared with no sepsis

Endocan B 5 Distinguished between sepsis and SIRS

f-uﬁ:;:i“ feshula) B 5 Distinguis hed between sepsis and SIRS

Fibrin degradatson products B 5 High nagative predictive valua

G-C5F C 5 Distinguished between sepsis and SIRS

Gelsolin B[s) (- Higher in septic patients compared swith patients sithout sopsis

IL-1 receptor antagonis C 5 Early dignosts of sepsis before symptoms In new borns

ILg* ; 5 Higher in septic neutropenic patients compared with febril nevtropenic patients
without sapsis

IL-10 ! 1 Higher in septid shock compared with cardiogenic shock

([ 7 C 5 Disgnosis of sepsis in pediatric pationts

IL-1B Bls) 5 Distinguished between Gram-positive and Gram-negative sepsis, Higher in
trauma patients with sepsis than in thosa withowt

IP-10"** o £ Early diggnosis of sapsis in newbaorms

Larmirin & % Distinguished between Candida sepsis and bacterial sepsis

LE® 8 5 Distinguished between Gram-positive sepsis and Gram-negative

mCP-1 C 3 Distinguished between sepsis and SIRS nnautropenic pediatric patients

MO, nitrate, mtrite B 5 Higher i seplic shock compared with cardiogenic shock

Dsteoponitin A 5 Distinguished between sppsis and SRS

PAl-1 B 5 Higher in patients with sepsis and DIC compared with no-Septic patients with DIC

Pentraxin 3 C 5 Distinguished between septic shock and SIRS

Peptidoglycan Bls) c x?g;;;r;:::z:r patients with infection compared with no-infected

REN ] 5 Distinguished between sepsis and SIRS

PLAZ-11 [solubla)*=* B 5 Distinguished between bacteremic and non-bacteremic infactions

512 {solukbe) A § Higher i septic patents compared with those with no sepsls

TREM-1 |sokeble) E L Distinguished between sepsi and 5IRS, diagnosed prewmaonia

Troponin B 5 Diagnosis of myocardial dysfunction in septic patients

Tableau 1 Exemple de biomarqueurs évalués pour le diagnostic des syndromes septiques, d"apres
Pierrakos et Vincent, Crit. Care, 2015

*sensibilité et spécificité < 90% ** sensibilité > 90% et spécificité<90% *** sensibilité et spécificité >90%

A = essai clinique sur moins de 20 patients, = essai clinique sur 20 a 50 patients, C= essai clinique sur plus de 50 patients (s)
=patients issus de chirurgie uniquement. s=valeur unique, c= valeur au cours du temps

aPTT: activated partial thromboplastin time; ARDS: acute respiratory distress syndrome; CRP: C-reactive protein; DIC:
disseminated intravascular coagulopathy; EA:elastase alpha 1-proteinase inhibitor; ELAM: endothelial leukocyte adhesion
molecule; G-CSF: granulocyte colony-stimulating factor; IP: interferon-induced protein;LBP: lipopolysaccharide-binding protein;
MCP: monocyte chemotactic protein; NO: nitric oxide; PAI: plasminogen activator inhibitor; pFN: plasma fibronectin,PLA2:
phospholipase A2; SIRS: systemic inflammatory response syndrome; TREM: triggering receptor expressed on myeloid cells.



De plus en plus d’équipes font le choix de s’intéresser, non pas a un marqueur
unique, mais plutdt a des combinaisons de biomarqueurs. En effet un panel de
marqueurs semble plus a méme de refléter la complexité des phénomenes
physiopathologiques impliqués dans les syndromes septiques, et donc d’offrir de
meilleures sensibilités et spécificités qu'un marqueur unique 5. La recherche de
nouvelles combinaisons de biomarqueurs est favorisée par les avancées technologiques
qui permettent 1'observation de trés nombreux parametres de maniére simultanée a
’échelle génomique, transcriptomique ou métabolomique 7. Le développement récent
d’outils permettant 1'évaluation de multiplexes en routine clinique permettra d'utiliser

les combinaisons ainsi identifiées 5859,

A T'heure actuelle le diagnostic des syndromes septiques repose donc sur un
ensemble de signes cliniques et de biomarqueurs non spécifiques. Il est donc crucial de
continuer a chercher le marqueur, ou plus probablement la combinaison de marqueurs
qui permettra, le plus précocement possible, le diagnostic définitif d’'un syndrome

septique.

1.4 - Prise en charge thérapeutique

I.4.A - Controle du processus infectieux

La prise en charge thérapeutique débute par la mise en place d’une antibiothérapie
probabiliste a large spectre dés le diagnostic du syndrome septique. En effet dans une
étude publiée en 2006, Kumar et al. ont montré que les chances de survie diminuaient de
7,6% par heure de délai entre le début d'un choc septique et 'administration d’une
antibiothérapie, et ce durant les 6 premieres heures suivant le choc. Elles passent de
82,7% une demi-heure apres le choc, a 42% 6h apres le choc 0.
L’origine nosocomiale ou communautaire de linfection, la localisation du foyer
infectieux (pulmonaire, abdominal, urinaire, ...), le profil de résistance local des micro-

organismes et les antécédents médicaux du patient sont pris en compte dans le choix de
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'antibiotique a administrer. Plus I'antibiothérapie a large spectre dure et plus le risque
d’apparition de résistances microbiennes augmente, rendant plus difficile le contréle du
processus infectieux. De plus, l'administration d'une antibiothérapie inadéquate
augmente le risque de mortalité 5361. Le spectre de I'antibiothérapie doit donc étre affiné
dans les 48h a 72h suivant le diagnostic du syndrome, en fonction des résultats du
diagnostic microbiologique 6263,

Enfin, lorsque nécessaire, on procede a l'élimination physique du foyer infectieux :
drainage, élimination chirurgicale des tissus infectés, retrait des dispositifs médicaux

potentiellement infectés 6264,

1.4.B - Traitement hémodynamique et défaillances d’organes

En cas d’hypotension marquée, un traitement hémodynamique est mis en place
pour restaurer et maintenir une perfusion tissulaire adaptée permettant le bon
fonctionnement des organes. Dans un premier temps, on effectue un remplissage, a
I'aide de solutions de cristalloides (NaCl 0.9% ou Ringer) ou de colloides (albumine,
gelatine, dextran).
Si I'hypotension persiste, des molécules vasoactives sont administrées. Le plus souvent
il s’agit d’agonistes a-adrénergiques : en premiére intention on utilise la noradrénaline,
a laquelle on peut si besoin ajouter la dobutamine ou I’adrénaline .
En cas de détresse respiratoire une ventilation mécanique est mise en place et la position
du patient est adaptée (décubitus ventral si le rapport Pa02/FiOz est inférieur a 100).
Chez les patients présentant une défaillance rénale aigiie on met en place une

hémofiltration extra-corporelle intermittente ou continue.

1.5 - Conclusion
A T'heure actuelle les syndromes septiques représentent un probleme majeur de
santé publique. Premiére cause de mortalité en service de réanimation non
cardiologique, ils sont a I'origine de millions de morts chaque année a travers le monde

et représentent un cott élevé pour la société. Le diagnostic de ces syndromes est
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complexe et d’autant plus délicat qu’il n’existe pas a ce jour de biomarqueur ou de
combinaison de biomarqueurs permettant de poser un diagnostic définitif. La prise en
charge thérapeutique des patients septiques, essentiellement symptomatique, a permis
de réduire considérablement la mortalité associée a ces syndromes, néanmoins cette
mortalité reste élevée. L’amélioration de la compréhension des mécanismes
physiopathologiques impliqués dans les syndromes septiques, encore insuffisante, est la

clé de 'amélioration de la prise en charge thérapeutique des patients.

Il - Réponse de ’hote durant les syndromes septiques

La premiere ligne de défense de l'organisme vis-a-vis des micro-organismes est
constituée par les barriéres physiques et chimiques que sont la peau et les muqueuses. Si
ces barrieres sont franchies, le pathogene est reconnu par l'organisme qui active
immédiatement une réponse innée, complétée plus tardivement par une réponse
adaptative plus spécifique du pathogene. L’activation du systeme immunitaire lors
d’une infection débute par une phase pro-inflammatoire contre-balancée par une phase
anti-inflammatoire qui permet le retour a I'homéostasie. Le systeme immunitaire
fonctionne en collaboration avec d’autres systémes biologiques, comme le systéme de la
coagulation et le systeme nerveux autonome, qui permettent notamment de protéger
I'organisme des dommages tissulaires engendrés par les phénomenes inflammatoires
systémiques. Dans son ensemble la réponse immunitaire d’un individu est déterminée
par un systeme complexe reposant sur ’expression de nombreux genes et influencée par

de nombreux facteurs dont la virulence du pathogeéne et I'existence de comorbidités.

1.1 - Déclenchement de la réponse immunitaire et hyperinflammation

II.L1.A - Phase précoce et reconnaissance microbienne
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Tout syndrome septique débute par la reconnaissance d'un micro-organisme
pathogene par le systeme immunitaire ; cet agent pathogene pouvant étre une bactérie,
un virus, un champignon ou encore un parasite. Or ces micro-organismes présentent des
structures moléculaires appelées PAMPs pour « Pathogen Associated Molecular
Patterns». Ces PAMPs peuvent étre reconnues par des récepteurs appelés PRRs (pattern
recognition receptors), qui activent le systeme immunitaire. Parallelement, en cas
d’atteinte des tissus, des alarmines, véritables signaux de dangers aussi appelés DAMPs
(pour «Danger Associated Molecular Patterns »), peuvent étre libérées et activer,

similairement aux PAMPs, les PRRs.

II.L1.A.a Pathogen Associated Molecular Patterns et Danger Associated

Molecular Patterns

I1.1.A.a.i - Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs)

Les PAMPs sont des motifs moléculaires tres conservés car essentiels a la survie
des pathogenes. De plus ils ne sont pas exprimés par I'hote et sont communs a de
nombreux pathogeénes. Des exemples biens connus de PAMPs sont: Le LPS
(lipopolysaccharide) est le composant principal de la paroi des bactéries a Gram négatif,
ainsi que le peptidoglycan (PGN) et 'acide lipotéichoique qui sont eux les composants
principaux de la paroi des bactéries a Gram positif. D’autres composants bactériens
peuvent aussi étre détectés, comme la flagelline, facteur de motilité bactérien, ou I’ADN
bactérien. Les composants permettant a ’organisme de reconnaitre des virus sont I’ADN

viral et les ARN viraux simple brin et double brin 6667,

I1.1.A.a.ii - Danger Associated Molecular Patterns (DAMPs)
Les DAMPs sont des molécules endogenes, capables d’initier un processus
inflammatoire dans un contexte non infectieux. Elles sont rapidement libérées de
maniére passive par les cellules nécrotiques ou apoptotiques et permettent, en plus de

leur réle inflammatoire, d’initier la reconstruction tissulaire. Parmi les DAMPs on
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retrouve des molécules liées a la mort cellulaire, comme HMGB1 (« High Motility Group
Box 1 »), une protéine qui se lie a I’ADN pour favoriser son repliement et libérée lors de
la mort cellulaire, ou les protéines HSP (« heat shock protein »), qui jouent un roéle dans
le repliement des protéines et sont libérées par les cellules nécrotiques. On retrouve
aussi des protéines liées a I'inflammation, comme le précurseur de la cytokine IL1-a, ou
les protéines de la famille S100, en particulier SI00A8 et S100A9, sécrétées par les
phagocytes au niveau des sites inflammatoires. On retrouve aussi 1'acide uréique,

composant cytosolique qui se transforme en cristaux de monosodium d’urate 8-70.

11.1.A.b Pathogene recognition receptors (PRRSs)

Les PRRs se décomposent en 4 familles : les Toll-like receptors (TLR), les Nod-like
receptors (NLR), les lectines de type C (CLR) et les RIG-I like receptors (RLR).

II.1.A.b.i - Toll-like receptors (TLR)

Les TLR possedent une région extra-cellulaire contenant des motifs répétés riches
en leucine (LRR) et une queue cytoplasmique contenant un domaine Toll/IL-1 receptor
(TIR). Chez I'homme il existe 10 TLR différents. Ils sont localisés au niveau de la
membrane cytoplasmique ou au niveau de la membrane nucléaire, ce qui leur permet de
détecter des pathogenes extra-cellulaires et intra-cellulaires. Le Tableau 2 présente les
principaux motifs moléculaires reconnus par chaque TLR, ainsi que les organismes
exprimant ces motifs. Leurs domaines LRR leur permettent de reconnaitre des structures
extrémement variées et d’induire des signalisations différentes en fonction du type de

pathogene.
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Taze ' | Toll-like receptors and their ligands

Receptor Ligand Origin of ligand

TLR!Y Thacyl ipopeptdes Bastona and rmycotactana
Solubtle factors NEsseria mermgiois

TLR2 W Varltus pashogens

ot ey itio6 Dt

Lipoaratanormarnian Mycobacterna
Prienal-stciutle motulin Stagfiocoocus epiderrucis
Glycainostolphcapnotiods G
Glycolipids Treponema maraatiluim
Aboica ; : Pewrsp :
Zymosan Fursgy
Heat-shack protein 70" Hiaat

fLR3 Oouble-stardod HNA Viruses

TLR4 Lipopolysaccnange Geam-negative bactena
Fusion protan Respiratony sypeyiial vins
Erwelops proten Mouse mammary-tumoews viras
Heat-shock proten 80° Childeriychs prsumorise
Haat-shock protein 707 Host
Ty Il repaat axtra doman A of foronectin® Hoat

I of hyalurono aoe’ Hist
Fagments of heparan sulphate”  Host
Hest

TLRS Fragein Eaciena
Lipotachon aca Gearm-positive bactena

TLR? IMeEzoquUIncEne SYERIC Compounds
Loocoritor i Syrihete compouicd
Sropinmng Synifato compounds
Srghe-strandecs RNA Viruses

LR INEZCCINCENe. \S'{wmc COMEOUNUS
Srgle-strandes ANA USES

LAY CoGreortasrg DNA Eacteria and wuses

TLR10 N.D. ND.

LR MO Uropathogenic bactea

Tableau 2 Ligands et origine des ligands reconnus par les différents TLR, d’apreés
Akira et al., Nature, 2004

IIs sont exprimés non seulement par les cellules immunitaires de la réponse innée
(dont les monocytes, les polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques) mais
aussi par les cellules épithéliales (situées au niveau des points d’entrée des pathogeénes).
Lors de leur activation les TLR s’homo- ou s’hétéro-dimérisent, ce qui initie une
signalisation intracellulaire au niveau de leur domaine TIR, via le recrutement de
molécules adaptatrices comme MyD88 (myeloid differenciation primary-response

protein 88), TIRAP (TIR-domain-containing adaptor protein), TRIF (TIR-domain-
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containing adaptor protein inducing interferon-p) ou TRAM (TRIF related adaptor
molecule).
L’ensemble des TLR wutilise deux grandes voies de signalisation principales

partiellement redondantes : 'une dépend de MyD88 et I'autre dépend de TRIF.

e TLRS-TL)

TR LA TLHS TLRAT-TLR-TLIS

L HEVTA - dumors
LIEV | A NEE ) .

Figure 5 Voies de signalisation associées aux TLR, d’apres Liew et al, Nature, 2005

La voie dépendant de MyD88 conduit a I’activation de kinases (IRAK-1, IRAK-4) qui
vont a leur tour activer différents facteurs de transcription (NFxB, AP-1, Fos et Jun) pour
mener a la régulation de l'expression de nombreux médiateurs clés de la réponse
inflammatoire, dont notamment 1'IL-1f3 et le TNFa. Ces deux cytokines vont a leur tour
activer la production de nouveaux médiateurs et ainsi prendre part au développement
des réponses immunitaires innée et adaptative.

La voie dépendant de TRIF conduit a une activation plus tardive de NF«B qui aboutit a
la synthése des interférons de type I, médiateurs clés de la réponse immunitaire

antivirale. Ces voies de signalisation associées aux TLR sont récapitulées dans la Figure 5.
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Par ailleurs, I'activation des TLR engendre 'augmentation de I'expression de molécules
de co-stimulation (CD80 et CD86, aussi appelées B7-1 et B7-2) a la surface des cellules
présentatrices d’antigenes, favorisant 1'activation de la réponse adaptative par ces
cellules.

Enfin, elle entraine la libération de radicaux libres (oxygénés ou nitrés) et de peptides
antimicrobiens qui vont participer a I’élimination du pathogene.

Les TLR sont primordiaux dans la pathogenese du sepsis. En effet des défauts dans les
genes codant pour les TLR d'une part, et une déficience en MyD88 ou en IRAK-4,
d’autre part, sont associés a une susceptibilité accrue aux infections bactériennes 41.71.

De plus, il a été montré que I'expression des TLR est fortement augmentée lors des
syndromes septiques 7273, syndromes au cours desquels les TLR peuvent étre activés
directement par les agents pathogenes (via les PAMPs) et/ou indirectement, suite a des
dommages tissulaires, (via les DAMPs).

Leur role clé en fait de potentielles cibles thérapeutiques. En particulier, un inhibiteur de
TLR-4 (un TLR activé par de nombreux PAMPs dont le LPS,) a montré des résultats
prometteurs lors d'un essai de Phase II mais n’a malheureusement pas montré de

bénéfice pour les patients traités lors de I'essai de Phase III 7475.

I1.1.A.b.i - Nod Like receptors (NLR)

Les NLR sont des récepteurs cytoplasmiques présentant différents domaine N-
terminaux permettant leur classification et définissant le type de PAMPs ou DAMPs
reconnu.

Les NOD sont des NLR reconnaissant des fragments communs de peptidoglycanes
bactériens : NOD1 reconnait le diamino-palmitate, propre aux bactéries a Gram négatif.
NOD?2 reconnait le muramyldipeptide présent chez les bactéries a Gram négatif et les
bactéries a Gram positif.

Les NLRP représentent la famille la plus importante de NLR, ils possedent un motif

pyrine N-terminal (PYCARD) et ont pour molécule adaptatrice ASC (apoptosis-
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associated speck-like protein containing a caspase activation and recruiting domain).
Lorsqu’ils sont activés de nombreux membres de la famille des NLR, dont NLRP1,
NLRP3, NLRP6 et NLRC4, forment des complexes multimoléculaires appelés
inflammasomes, capables d’activer des caspases qui activent a leur tour des cytokines
comme I'IL-1p ou I'IL-18 (comme décrit dans la Figure 6).

Lors des syndromes septiques l'activation des inflammasomes et la libération d'IL-1p
participent probablement aux défaillances d’organes. D’autre part, une étude menée par
Fahy et al. a montré que les taux d’ARNm correspondant a ASC, caspase-1 et NLRP1
sont diminués chez les patients en choc par rapport aux patients critiques non septiques,
laissant supposer que les inflammasomes participent aussi a l'immunodépression

observée chez ces patients 7°.
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Figure 6 Mécanismes d’activation des principaux inflammasomes NLR,

d’apres Rathinam et al., Nat. Immunol., 2012
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II.1.A.b.ii - RLR et CLR

Les RLR, i.e. les hélicases RIG-I (retinoic acid-inducible gene 1) et MDAS
(melanoma differenciation associated protein 5), sont exprimées dans la plupart des
cellules et reconnaissent les motifs ARN double brin étrangers au soi. Suite a leur
activation, elles activent IRF3 et NFxB via la protéine adaptatrice MAVS (mitochondrial
antiviral signaling protein). De plus, une fois liées a I’ARN, elles forment des filaments
qui s’oligomérisent avec le domaine de recrutement RLR CARD (caspase recruitement
domain) ce qui augmente l'interaction avec MAVS. Ceci aboutit a la formation du
complexe SMOC a la surface de la mitochondrie et finalement a la transcription de

facteurs qui induisent les interferons de type I, comme décrit dans la Figure 7 77.
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Figure 7 Reconnaissance de ’ARN viral par RIG-I et MDAS et voies d’activation

des interférons, d’aprés Yoneyama et al., Curr. Opin. Vir., 2015
Les CLR constituent une tres large famille de protéines connues pour leur role
dans la réponse immunitaire anti-fongique et définies par la présence d’au moins un
domaine CTLD (C-type lectin-like domain). Récemment d’autres roles ont été mis en

évidence, notamment dans la réponse immunitaire aux mycobactéries, mais aussi dans
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I'homéostasie immunitaire au niveau intestinal, l'initiation et la modulation des

réponses allergiques, et la réponse immunitaire anti-tumorale 78.

I1.L1.B - Déclenchement de la réponse immuno-inflammatoire

I1.1.B.a Cascade immuno-inflammatoire et amplification systémique

Une fois le pathogene reconnu, le systeme immunitaire s’active au niveau du site
de l'infection et déclenche une cascade de phénomenes inflammatoires localisés visant a
I'éradication du pathogene.

Tout d’abord l'activation des PRR entraine la libération de différents médiateurs de
I'inflammation : cytokines, chimiokines, et NO (oxyde nitrique).

Certaines cytokines cruciales ont été plus particulierement étudiées dans le cadre
des syndromes septiques. Notamment, le TNFa induit I'activation et la différenciation
des macrophages a partir de leurs progéniteurs et prolonge leur durée de vie 7280, Il
induit aussi I'expression de molécules d’adhérence, comme ICAM-1 et VCAM-1, par les
cellules épithéliales, favorisant ainsi le recrutement de cellules immunitaires au niveau
du site inflammatoire 8182, L'IL-1, quant a elle, est connue pour étre I'un des principaux
médiateurs de l'induction de la coagulation par l'inflammation 83. L'IL-1 et le TNFa
amplifient tous deux la cascade immuno-inflammatoire en induisant la sécrétion
d’autres médiateurs pro-inflammatoires: IL-6, IL-8, MIF (« macrophage migration
inhibiting factor »), médiateurs lipidiques, ROS (« reactive oxygene species ») et NO 8.
L’IL-1 comme le TNFa présentent des concentrations plasmatiques plus élevées chez les
patients septiques 85-88.

L’IL-6 est produite par les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes et les
cellules épithéliales en réponse a leur stimulation par I'IL-1 et le TNFa #-°1. Elle active
les lymphocytes B et T, le systéme de la coagulation et module I'hématopoiese %29. Elle
peut aussi jouer un role inhibiteur en diminuant la sécrétion d’IL-1 et de TNFa et en

stimulant la sécrétion de médiateurs anti-inflammatoires (IL-1Ra, sTNFR, IL-10, TGF-p,
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cortisol) 94%. Sa concentration plasmatique est plus élevée chez les patients septiques %-
% D’apres des études menées sur des modeles de sepsis, sa concentration atteint son
maximum apres que les concentrations d’IL-1 et de TNFa ont atteint leurs maxima 9100,
L’IL-12, sécrétée majoritairement par les cellules phagocytaires 10102, induit la sécrétion
d’IFNy par les lymphocytes T et les cellules NK, ce qui favorise 1’activité bactéricide des
macrophages 1. De plus elle induit la différenciation des lymphocytes T CD4* naifs en
cellules Th1 et les protege de I'apoptose induite par la stimulation antigénique 1%. Il a
été montré qu'un défaut dans la capacité des macrophages a produire de I'IL-12
augmente le risque de syndrome septique. Par ailleurs, les patients survivant a un sepsis
grave présentent une production d’IL-12 plus élevée en réponse a la stimulation des
PBMC (« peripheral blood mononuclear cells ») par du LPS 105-107,

L'IFNy est principalement produit par les cellules NK, les lymphocytes Tul et les
lymphocytes T CD8* 108 [l amplifie la réponse anti-infectieuse. Il est en général
indétectable dans le plasma des volontaires sains mais élevé chez les patients septiques
109,

Enfin, MIF est une cytokine sécrétée a la suite d'une stimulation infectieuse ou
inflammatoire, principalement par les macrophages 110111, Elle agit de maniere autocrine
en augmentant leur recrutement, en favorisant leur survie et en augmentant leur
expression de TLR4 112-114, De plus elle stimule la sécrétion de TNFa, d” IFNy et d'IL-1 et
active les lymphocytes T 115, Il a été montré que sa concentration sérique est, d'une part
plus élevée chez les patients septiques que chez les volontaires sains, et d’autre part,
corrélée a l'issue favorable ou non du syndrome septique 116117,

Ces cytokines agissent de maniéere synergique et sont capables d’auto-entretenir
leur production, conduisant a un phénomene inflammatoire qui s’amplifie de maniere
autonome.

Par ailleurs, la libération de ces cytokines stimule la synthese de molécules d’adhésion a
la surface des cellules endothéliales. Les polynucléaires neutrophiles circulants peuvent
alors se lier de facon transitoire aux cellules endothéliales avant d’infiltrer les tissus. Le

recrutement des polynucléaires neutrophiles est trés rapidement suivi par le
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recrutement et l'activation de monocytes, macrophages et cellules dendritiques. Ces
derniers phagocytent les agents pathogenes et migrent vers les organes lymphoides, ot
ils activent les lymphocytes T et B via la présentation de peptides antigéniques au sein
de leurs molécules de CMH-II (complexe majeur d histocompatibilité de classe II). Les
lymphocytes T activés proliferent et migrent vers le site infectieux. Les lymphocytes T
auxiliaires stimulent I’élimination des pathogenes ingérés par les phagocytes et activent
les lymphocytes B, alors que les lymphocytes T cytotoxiques éliminent les cellules
infectées. Les lymphocytes B activés sécretent des anticorps, spécifiques du pathogene.
Ces anticorps sont libérés dans la circulation et participent a la neutralisation du
pathogene. Une partie des lymphocytes T et B effecteurs se différencie en lymphocytes
mémoires, qui permettront une mise en place de la réponse adaptative plus rapide lors
d’une nouvelle rencontre du pathogeéne.

L’ensemble de ces cellules libere des cytokines pro-inflammatoires dans la
circulation et participe a I'amplification de I’état inflammatoire. Lorsque les mécanismes
de régulation négative de ces phénomenes tardent a se mettre en place, la sécrétion
massive de cytokines a l'échelle systémique est qualifiée d’orage cytokinique et on

observe un état d"hyper-inflammation systémique.

II.1.B.b Régulation de la réponse immunitaire par le systéme nerveux

central

Lors d’une infection, la réponse immunitaire et le systéme nerveux interagissent.
Des afférences nerveuses et des médiateurs solubles constituent des signaux
périphériques qui permettent au cerveau de participer a la régulation de cette réponse
immunitaire. Cette régulation se fait via l'axe hypothalamo-hypophysaire et les
systemes nerveux sympathiques et parasympathiques 118-121,

Notamment, le TNFa, I'IL-1, I'IL-2, I'IL-6 et le NO augmentent la production de
CRH (« corticotropin-releasing hormone ») par 1'hypothalamus, ce qui déclenche la
production d’acétylcholine (Ach) qui va a son tour induire a sécrétion de

glucocorticoides par les surrénales. Or les glucocorticoides sont de puissants agents anti-
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inflammatoires qui inhibent la transcription de genes codant pour des cytokines pro-

inflammatoires. Ils potentialisent de plus la sécrétion d’IL-10 122,

Par ailleurs, lactivation du

systtme parasympathique par des

stimuli

inflammatoires (notamment via le nerf vague) déclenche la production Ach par les

lymphocytes T au niveau de la rate 123124, L”Ach supprime ensuite la production de

cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires par les macrophages 125126 (Figure 8a).

Ces deux systemes constituent donc deux boucles de rétro-contréle négatif de

I'inflammation.
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Figure 8 Roles des systémes sympahtique et parasympathique dans les syndromes
septiques, d’aprés Bosmann et Ward, Trends in Immunology, 2013

37



L’activation du systéme sympathique conduit elle aussi a la sécrétion d’Ach, mais
cette fois au niveau de la chaine sympathique latéro-vertébrale. L’Ach déclenche la
sécrétion de norépinéphrine (NE) par les neurones. Lorsque la NE se lie aux alpha-
récepteurs présents sur les macrophages, elle augmente leur sécrétion de
cytokines/chimiokines. Lorsqu’elle se lie aux beta-récepteurs, elle inhibe leur sécrétion
de cytokines/chimiokines 18 (Figure 8b). Le systeme sympathique peut donc agir
comme une boucle de rétrocontrole positif ou négatif.

Lors des syndromes septiques on observe diverses altérations de ces voies de régulation
neuro-endocriniennes. Notamment, Barnaby et al. ont observé une association entre une
activité réduite du nerf vague (évaluée d’apres la mesure de la variabilité de la
fréquence cardiaque) et la gravité du syndrome chez des patients septiques 1%7. D’autres
études ont, elles, montré une altération de la sensibilité des tissus aux glucocorticoides
128129, ce qui laisse supposer une diminution de la régulation négative de la production

de cytokines et donc une inflammation favorisée.

11.1.B.c Défaillances d’organes et état de choc

I1.1.B.c.i - Coagulation

Lors d’'une infection on observe l'activation du systéme de la coagulation, qui
entraine l'occlusion des micro-vaisseaux environnant le foyer infectieux et protege
I'organisme en empéchant la propagation des pathogenes. Le systéme immunitaire
interagit avec le systéme de la coagulation. L’activation des cellules endothéliales et des
cellules mononuclées par I'IL-1, le TNFa, ou directement par les produits bactériens,
induit l'expression du facteur tissulaire a leur surface, ainsi qu’a la surface des
plaquettes 130131, Ceci conduit a une augmentation de la génération de thrombine.
Lors des syndromes septiques, ’orage cytokinique entraine un déreglement du systeme
de la coagulation au niveau systémique. On observe alors l'apparition de micro-
thromboses et I'occlusion des capillaires et des micro-vaisseaux sanguins. On parle

alors de coagulation intra-vasculaire disséminée (CIVD).
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On observe aussi la formation de réseaux de filaments de chromatine extracellulaire
produits par les polynucléaires neutrophiles, appelés NET pour «neutrophil
extracellular trap ». Ils permettent de limiter la dissémination des micro-organismes
pathogenes, mais ils entrainent par ailleurs une augmentation de l'agrégation et
I’adhérence des plaquettes, une altération de 'activation de la thrombomoduline par la

protéine C et une augmentation de la coagulation 132.

II.1.B.c.ii - Systeme du complément

Durant une infection on observe une activation du systeme du complément qui
conduit a 'augmentation des concentrations plasmatiques de 1'anaphylatoxine C5a. Cba
peut moduler le recrutement des leucocytes, la coagulation, la réponse immunitaire liée
a la voie TLR4 ou encore la sécrétion de cytokines 133-136,
Plusieurs études ont montré que, lors des syndromes septiques, le facteur C5a participe
a la dérégulation de la coagulation, la cardiomyopathie ou les défaillances d’organes 137~
139 D’autres études ont montré que l'administration d’un anticorps bloquant Cba
diminuait les dérégulations de la coagulation induites lors du sepsis et favorisait le

maintien du bon fonctionnement des organes 137,140,

I1.1.B.c.iii - Hypotension et état de choc

L’activation massive du systeme de la coagulation entraine une consommation
importante de protéines de la coagulation (dont I'antithrombine III, de la protéine C et
de l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire) ce qui conduit les patients septiques a un
état général hypocoagulant 41,
En parallele, la sécrétion d'IL-1, de TNFa et d’interféron de type I entraine la production
d’iNOS (inducible nitric oxyde synthase) par les cellules immunitaires et les cellules des
tissus vasculaires, augmentant la synthese et le relargage de NO. Or, NO est un puissant
agent vasodilatateur, qui entraine une vasodilatation et une perméabilité accrue des
vaisseaux sanguins. La combinaison (i) de '’hypovolémie due a la vasodilatation, (ii) de

I'hypovolémie due a la perméabilité accrue des vaisseaux, (iii) d'une défaillance
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myocardique, entraine une hypotension réfractaire au remplissage vasculaire. On parle

alors d’état de choc.

II.1.B.c.iv - Meétabolisme cellulaire et défaillance multi-viscérale

Le défaut de perfusion tissulaire qui découle en partie de la défaillance du systéme
vasculaire entraine une hypoxie qui déclenche une modification du métabolisme
cellulaire (lipidique, glucidique et protéique). Ces altérations métaboliques conduisent a
I'apparition de lésions tissulaires et a la libération de DAMPs qui augmentent le
recrutement de cellules immunitaires et aggravent le phénomene hyper-inflammatoire.
La modification du métabolisme cellulaire et les lésions tissulaires participent aux
défaillances d’organes. Le nombre et la sévérité de ces défaillances diminuent
directement la probabilité de survie des patients tout en augmentant la morbidité lié a
I'épisode septique, et si quatre organes ou plus sont défaillants le risque de déces atteint

909 84,142,

11.1.B.d Cas des super-antigénes (SAg)

Les SAg sont des toxines produites en majorité par des bactéries a Gram positif
comme Staphylococcus aureus ou Sterptococcus pyogenes. Ils sont capables d’activer un
pool polyclonal de lymphocytes T pouvant représenter jusqu'a 20% de la population
totale de lymphocytes T circulants (contre 1/105 ou 1/10° pour un antigene classique).
IIs sont responsables des syndromes de choc toxique.

Les SAg se lient en premier a une molécule de CMH-II (complexe majeur
d’histocompatibilté de classe II), le plus souvent a la chaine a, puis interagissent avec la
chaine P de la région variable du TCR (T cell receptor) induisant ainsi l’activation du

lymphocyte T (Figure 9).
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Figure 9 Comparaison entre les modes de liaison des antigenes (a droite) et des
super antigenes (a gauche) aux molécules CMH-II et TCR

De plus, les SAg sont capables de ponter les chaines a et B du CMH-II, entrainant
'activation de la cellule présentatrice d’antigene et donc la sécrétion de cytokines ainsi
que l'augmentation de I'expression de molécules de co-stimulation qui vont permettre
l'activation complete du lymphocyte T. Les SAg les plus connus sont I’exotoxine TSST-
1 (Toxic Shock Syndrome Toxin-1), les entérotoxines de type A et G produites par S.
aureus et les exotoxines pyrogenes streptococciques produites par S. pyogenes.

L’activation des lymphocytes T par les SAg induit la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires : IL-1, IL-2, IL-6, TNFa, IFN-y, MIP-1 a et  (macrophage inflammatory
protein) et MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1). Cette libération importante (de
par le nombre de cellules activées) et brutale de cytokines peut mener a des rashs, de la
fievre et dans les cas les plus graves, a des défaillances d’organes, a un état de choc par

vasodilatation, au coma, voire au déces.

1.2 - Immunodépression

Pendant longtemps on a décrit 'évolution de la réponse de 1'hote durant les
syndromes septiques comme un phénomene uniquement hyper-inflammatoire.

Cependant ces derniéres années des études ont conduit la communauté scientifique a
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considérer cette réponse plutét comme la succession d"une phase hyper inflammatoire et
d’une phase d’'immunodépression 143144, La réponse hyper-inflammatoire se traduit par
la sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires et une activation importante des
cellules du systéme immunitaire inné, pouvant avoir des conséquences déléteres
(acidose, hypercatabolisme, défaillances d’organes, choc). Lors de I'établissement de la
réponse anti-inflammatoire, on observe des altérations touchant les cellules du systéme
inné comme les cellules du systeme adaptatif (apoptose, altérations fonctionnelles et
modifications phénotypiques). Ces altérations conduisent a une incapacité a contrdler
I'infection initiale et/ou a combattre une infection secondaire. Des études récentes ont
montré que la réponse globale de I'hote est la résultante des réponses pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires, déclenchées de maniere simultanée plutot que

successives (Figure 10) 145-147,
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Figure 10 Modélisation de la réponse immunitaire lors des syndromes septiques en
fonction du temps, d’aprés Hotchkiss et al., Nat. Rev. Immunol, 2013
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Certains scientifiques font I'hypothése que les déces précoces seraient dus a la
prédominance des phénomenes hyper-inflammatoires, alors que les déces plus tardifs
seraient dus a la prédominance de la réponse anti-inflammatoire (Figure 10a) 148.
D’autres font I'hypothese que les déces tardifs sont plutdt dus a une inflammation
persistante causant des défaillances d’organe (Figure 10) 145. Ces deux hypotheses ont en

commun un échec du retour a I’homéostasie conduisant au déces.

I1.2.A - Atteintes monocytaires et altération de la réponse innée

11.2.A.a Atteintes monocytaires

Les monocytes sont des acteurs clés de la réponse immunitaire, dont les trois
fonctions principales sont la phagocytose des micro-organismes pathogénes, la
présentation des antigenes aux lymphocytes T, et la production de cytokines. Les
monocytes déclenchent I'activation des lymphocytes T en leur présentant des peptides
antigéniques au sein de molécules de CMH-II et en leur fournissant un signal
d’activation secondaire et nécessaire via les récepteurs de co-stimulation CD80 et CD86.

Lors des syndromes septiques on observe des altérations phénotypiques
(expression des récepteurs membranaires) et fonctionnelles des monocytes (présentation

antigénique, production de cytokines).

I1.2.A.a.i - Altérations phénotypiques

Les monocytes de patients septiques présentent une diminution de 1’expression
des molécules de CMH-II, une diminution de l'expression des récepteurs de co-
stimulation CD80 et CD86, et une augmentation de I'expression de récepteurs de co-
inhibition.

Lors des syndromes septiques, on observe une diminution de l'expression du
récepteur au LPS CD14 49-151 associée a la survie 1%0. En parallele on observe une
tendance a l'augmentation de l'expression des TLR, traduisant I'activation des

monocytes 14915215 Néanmoins cette augmentation est plus faible chez les non-

43



survivants. Ces deux constats sont donc cohérents avec I’hypothese d’une association
positive entre faible expression monocytaire des PRR et chances de survie diminuées.

De nombreuses études ont montré une diminution de l'expression monocytaire de
HLA(human leukocyte antigen)-DR (mHLA-DR) lors des syndromes septiques 8154-157,
Or, HLA-DR est une molécule de CMH-II. D’autres études ont quant a elles montré
I'association entre une valeur basse de mHLA-DR, ou un retour a des valeurs normales
tardif, et une augmentation de la mortalité 158-160, Enfin Lukaszewicz et al. ont montré,
au sein d"une cohorte de patients en service de réanimation, une association négative de
I'expression de mHLA-DR avec le développement d’infections secondaires 154
L’ensemble de ces études souligne un lien fort entre expression de mHLA-DR et
syndromes septiques, suggérant une possible utilisation de ce parametre comme
biomarqueur.

On observe aussi une diminution de 1'expression des récepteurs de co-stimulation CD86
et CD80 161162, Dans une étude sur des patients septiques, Sinistro et al. ont mis en
évidence une absence d’augmentation de I'expression de ces deux récepteurs en réponse
a une stimulation ex-vivo des monocytes par du GM-CSF ou du CDA40 ligand'. De plus,
au niveau génétique, une étude menée par Wang et al., portant sur le polymorphisme du
gene CD86 au sein de la population chinoise, a montré une association entre deux
polymorphismes de CD86 et une susceptibilité accrue de développer un sepsis suite a
une pneumonie 42.

Une étude récente de Chang et al. a mis en évidence, en miroir de la diminution de
I'expression de CD80/86, une augmentation de l'expression du récepteur de co-
inhibition PD-L1, corrélée avec la diminution de l'expression de mHLA-DR 164, De
méme, Guignant ef al. ont montré une augmentation de 1'expression des récepteurs de
co-inhibition PD-L1 et PD-L2 chez des patients apres un choc septique par rapport a des
patients traumatisés et des volontaires sains, maintenue pendant les premiers jours
suivant le choc, et associée a une survenue d’infections secondaires et une mortalité
accrues 195, Similairement Pan et al. ont montré chez des patients en choc septique une

association entre I'augmentation de 1'expression monocytaire de PD-L1 et la gravité du
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syndrome d’une part (score de sévérité), et la mortalité d’autre part 1%. Or PD-L1 et PD-
L2 interagissent avec le récepteur PD-1 exprimé par les lymphocytes T et inhibent leur
activation. L’expression accrue de ces récepteurs participe donc potentiellement a
I’établissement de I'immunodépression observée lors des syndromes septiques.

La diminution de l’expression des récepteurs de stimulation/co-stimulation

conjointe a l'augmentation de l'expression de récepteur de co-inhibition démontre

I"évolution des monocytes vers un phénotype anti-inflammatoire.

I1.2.A.a.ii - Altérations fonctionnelles

¢ Présentation antigénique et activation de I'immunité adaptative

Dans une étude menée sur des PBMC humains, Wolk et al. ont observé que les
lymphocytes T stimulés en présence de monocytes rendus tolérants a 1’endotoxine
présentaient une prolifération et une production d'IFNy réduites en réponse a des
antigenes de rappel (Candidine, Tuberculine, Toxine tétanique). [Le phénomeéne de
tolérance a I'endotoxine et ses modélisations sont décrits dans le paragraphe II1.2.A.a.iii -
]. Cette étude, associée aux expressions diminuées de HLA-DR et CD80/86 observées
en clinique (cf paragraphe précédent), laisse supposer que les monocytes circulants des
patients septiques possedent une capacité réduite d’activation des lymphocytes T par la
présentation antigénique. En accord avec cette hypotheése Manjuck et al. ont montré une
association entre une diminution des expressions monocytaires d'HLA-DR et de CD86
et une réponse réduite des lymphocytes T a une stimulation par la toxine tétanique chez

des patients septiques 1¢7.

¢ Production de cytokines
Lors des syndromes septiques on observe une modification de la réponse des
monocytes a une stimulation ex-vivo, notamment concernant la production de cytokines.
Plusieurs études ont montré une diminution de la production de cytokines pro-

inflammatoires comme le TNFa, d'IL-1f3, ou I'IL-6 151.168-170 en réponse a une stimulation
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par du LPS ou d’autres stimulants (SEB, PMA, GM-SCF). De plus, on observe une
association négative entre cette diminution et la survie 171-173,

Dans une étude récente, Baffari et al. ont montré que les monocytes de patients
présentant un sepsis grave produisaient plus d’IL-10 que les volontaires sains en
réponse a une stimulation ex-vivo par du LPS 174,

La production de cytokines par les monocytes participe a la régulation de I’ensemble de
la réponse inflammatoire : une faible production de cytokines pro-inflammatoires et une
production plus importante de cytokines anti-inflammatoires peuvent limiter
l'activation des cellules de la réponse adaptative et participer a I'établissement d"un état

d’immunodépression.

¢ Phagocytose

Les études menées sur 1'évolution la fonction phagocytaire des monocytes durant
les syndromes septiques sont peu nombreuses et présentent des résultats discordants.
Hirsh et al. ont observé une expression plus élevée de CD64 (récepteur de la chaine Fc
des immunoglobulines de type G) sur les monocytes issus de patients septiques, et une
activité phagocytaire diminuée des monocytes exprimant CD64 175. De méme,
Skrzeczynska et al. ont observé une activité phagocytaire diminuée chez les patients
septiques au sein d’une cohorte de nouveaux-nés et de jeunes enfants 7. Or une
capacité phagocytaire diminuée pourrait impliquer une moins bonne élimination des
pathogenes. A l'opposé, Doring et al.,, au sein d'une cohorte d’enfants et de jeunes
adultes , et Spittler et al., au sein d'une petite cohorte de patients septiques, ont observé
une augmentation de l'activité phagocytaire des monocytes 177178, Enfin, dans une étude
menée sur des patients présentant un sepsis grave, Danikas ef al. n’ont, eux, observé
aucune différence d’activité phagocytaire entre les monocytes de patients septiques et
ceux des volontaires servant de controle 1. Les différences observées pourraient
s’expliquer en partie par les différences d’age entre les patients de différentes cohortes
évaluées, le type de monocyte étudié (sous-population pro-inflammatoire exprimant

CD16), et la gravité du syndrome. Dans 'attente de nouvelles études il n’est pas possible
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de conclure quant au devenir de la fonction phagocytaire des monocytes lors des

syndromes septiques.

11.2.A.a.11i - Tolérance a l'endotoxine

¢ Définition

La tolérance a I'endotoxine est un état temporaire d’incapacité a répondre a une
stimulation par une endotoxine, a I'échelle de la cellule ou de I'organisme, découlant
d’une premiere stimulation par une endotoxine 179180,
Ce phénomene a été observé pour la premiere fois en 1946 par Paul Beeson, qui a
constaté une diminution de la fiévre vaccinale lors de la vaccination de lapins contre la
typhoide par des injections répétées d’extrait bactérien pyrogene 8. Par la suite d’autres
équipes ont observé des phénomenes similaires. Rubenstein ef al. ont observé le méme
phénomene avec Plasmodium cynomogli, et Greisman et al. ont constaté qu'une
inoculation de Slamonella typhosa entrainait des symptémes réduits lors d'une deuxiéme
stimulation avec des endotoxines ou des bactéries inactivées homologues ou
hétérologues (Peusdomonas) 182183, Cette derniére étude met donc en évidence I'induction
de tolérance croisée.
D’un point de vue fonctionnel, des études menées au niveau protéique et au niveau
transcriptionnel ont montré chez les monocytes/ macrophages tolérants a 1'endotoxine
l'altération de certaines fonctions et le maintien d’autres fonctions 180184-191 | En effet on

observe :

-une diminution de la production de cytokines et de chimiokines pro-

inflammatoires TNFa, IL-6, IL-12, IL-1p, CCL3, CCL4 et CXCL10

- une augmentation de la production des cytokines anti-inflammatoires IL-10,

TNEp et IL-1RA

- une augmentation de l'expression d'IRAK-M, régulateur négatif de la voie des

TLR
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- une augmentation de l'expression de génes associés a des protéines présentant

des propriétés microbicides

- une augmentation de la phagocytose et le maintien de la capacité a tuer les

pathogenes phagocytés.

Ces observations laissent a penser que la tolérance a I’'endotoxine, plus qu'une simple

altération des fonctions cellulaires, correspond plutdt a une reprogrammation cellulaire

192,

D’un point de vue phénotypique on observe une augmentation de 1'expression de CD64

et une diminution de I'expression de différentes molécules de CMH-II (HLA-DRs) ainsi

que du régulateur des molécules de CMH-II CIITA, et de 'expression de CD86 156,189,193,

La Figure 11 récapitule les caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des

monocytes tolérants a I'endotoxine.
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Figure 11 Caractéristiques de la tolérance a I’endotoxine, d’aprés Biswas et al.,

Trends Immunol., 2009
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¢ Mécanismes impliqués

De facon générale les endotoxines interagissent avec TLR4, ce qui conduit a 1’activation
de la voie de signalisation impliquant MyD88 et NFxB, comme décrit précédemment
(paragraphe I1.1.A.b.i) 194-197,

Lors de la tolérance a l’endotoxine, des études ont montré une altération de la
signalisation passant par MyD88: diminution de la formation du complexe TLR4-
MyD88, altération de l'activité d'IRAK-1, défauts d’activation des protéines kinases
(MAPK)et de NFxB 1919, TRIF active des facteurs de transcriptions qui induisent
I'expression du TNFa et de I'IFNf, principaux responsables de la toxicité du LPS. De
plus TRIF peut aussi activer IRF3 et induire I'expression de I'IL-10. Or bien que cette
voie de signalisation soit cruciale, il existe peu d’informations sur ses potentielles

modifications durant la tolérance a I’endotoxine 195199,

IL10R
Figure 12 Inhibition des voies de signalisation associées a TLR4 lors de

la tolérance a ’endotoxine, d’apres Biswas et al., Trends Immunol., 2009
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S’additionnant aux altérations des composantes des voies de signalisation associées a
TLR4, on observe, au cours de la tolérance a l'endotoxine, l'induction de divers
régulateurs négatifs de ces voies de signalisation : SOCS-1, IxBa, RelB, IRAK-M et MKP-
[ 200-204_ Enfin, des études ont aussi montré I'implication de différents micro-ARN jouant
un role inhibiteur a divers niveau des voies de signalisation impliquées 2%. Ces

mécanismes inhibiteurs sont présentés dans la Figure 12.

¢ Modélisation

Le modeéle le plus classique de tolérance a I'endotoxine in vitro consiste a stimuler
des cellules sanguines par une faible dose de LPS allant de 1 a 10ng/mL, puis a laver les
cellules avant de les stimuler a nouveau, cette fois par une dose élevée de LPS allant en
général de 100 a 1000 ng/mL 189206207 Tes cellules stimulées sont le plus souvent des
macrophages, des monocytes ou des PBMC 208,209,
La durée de la premiere phase de stimulation peut varier. Del Fresno et al. ont montré
qu'une durée d’une heure suffisait pour induire un état de tolérance pouvant durer
jusqu’a 5 jours 18.
La concentration de LPS lors de I'induction de la tolérance est, elle, critique : Heremans
et al. ont montré que des concentrations comprises entre 0,05 et 5 ng/mL étaient
capables d’induire non pas une tolérance mais a l'inverse une hyper-réactivité , effet
connu sous le nom de réaction Schwartzman 210.
La production de TNFa est le parametre de référence pour évaluer I'état de tolérance a
I'endotoxine 184185189,
De maniere similaire un modéle humain a été développé, dans lequel des volontaires
sains recoivent une injection intra-veineuse puis les cellules sont prélevées et stimulées
ex-vivo 211212 Leentjens et al. ont développé un deuxieme modéle dans lequel des
volontaires sains recoivent deux injections de LPS a une semaine d’intervalle. Dans ce
deuxieme modele on observe une immuno-paralysie reflétée par une concentration

plasmatique réduite de TNFa 213.
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Les monocytes des patients septiques présentent plusieurs caractéristiques de la
tolérance a I’endotoxine : diminution de la production de TNFa, d'IL-6, d'IL-12, d'IL-23,
phagocytose augmentée, diminution de I’expression de HLA-DR et de CD86. Le modeéle
de tolérance a '’endotoxine semble donc adéquat pour modéliser ex-vivo les altérations
monocytaires induites par le sepsis.

Les modeles ex-vivo, animaux, ou humains, de tolérance a I'endotoxine, sont donc des
outils permettant d’étudier les mécanismes potentiellement impliqués dans les

syndromes septiques.
I1.2.B - Altérations touchant les autres acteurs de la réponse innée:
polynucléaires neutrophiles, cellules dendritiques, cellules NK,

lymphocyte T yd

11.2.B.a Polynucléaires neutrophiles

Les PNN (polynucléaires neutrophiles) font partie de la premiére ligne de défense
de I'hdte. Lors d’'une infection, la présence de micro-organismes pathogenes entraine
I'expression de chimiokines et de molécules d’adhésion qui vont permettre le
recrutement des PNN au niveau du site inflammatoire et leur infiltration au sein des
tissus. Une fois activés, ils phagocytent les micro-organismes pathogenes, libérent les
molécules anti-microbiennes contenues dans leurs granules, et créent des NET. Les NET
contiennent des histones et des protéines cytoplasmiques et présentent des propriétés
antimicrobiennes et immuno-modulatrices.

Lors des syndromes septiques, on observe dans un premier temps une production tres
importante de PNN par la moelle osseuse, associée a la libération du pool marginé
(neutrophiles adhérant aux cellules épithéliales), ce qui entraine 'augmentation de la
proportion de PNN immatures circulants 214215, Les caractéristiques fonctionnelles et
donc le role de ces PNN immatures dans la réponse immunitaire des patients septique

restent a définir.
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Les PNN circulants présentent également une augmentation de l'expression des
marqueurs d’activation CD64 55216217 et CD11b 218219, Les PNN ne présentent donc pas
de défaut d’activation lors des syndromes septiques.

Enfin les PNN circulants présentent une durée de vie plus importante, due a un taux
d’apoptose plus faible. Or une durée de vie trop importante des PNN peut entrainer des
effets déléteres en participant a I’amplification de l'inflammation. On observe que leur
taux d’apoptose est inversement corrélé a la survie des patients 220221,

Si de nombreuses études ont permis de définir les caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles des PNN pendant la phase pro-inflammatoire des syndromes septiques,
peu d’études se sont intéressées a leur devenir durant la phase d’immunodépression.
Dans une étude tres récente, Demaret et al. ont montré une altération des capacités
chimiotactiques des PNN, une diminution du contenu en lactoferrine (molécule
antimicrobienne présente dans les granules) ainsi qu'une augmentation du nombre de
PNN immatures circulants chez des patients dans les jours suivant un choc septique 222.
De plus, dans une étude de 2012, Pillay et al. ont observé une population de PNN
présentant des propriétés immunosuppressives, i.e. capables d’inhiber la prolifération
des lymphocytes T, chez des volontaires sains ayant subi une injection de LPS 223. Ces
résultats restent a confirmer mais permettent de supposer que les PNN, a travers une
fonctionnalité réduite (diminuant le controle des pathogenes), et des propriétés
immunosuppressives, seraient eux aussi acteurs de I'immunodépression associée aux

syndromes septiques.

11.2.B.b Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigenes que 1'on peut
classer en deux sous-types. Les pDC (« plasmacytoid dendritic cells), circulantes et
capables de produire des interférons de classe I en réponse a la stimulation par un
antigene viral. Les mDC (« myeloid dendritic cells ») sont infiltrées dans les tissus et
migrent vers les organes lymphoides secondaires suite a la phagocytose d’éléments

pathogenes ou a leur activation par des signaux de danger. Elles peuvent aussi résider
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dans les organes lymphoides oul elles présentent des antigenes étrangers ou des
antigenes du soi aux cellules de I'immunité adaptative.

Lors des syndromes septiques la plupart des études montrent une diminution du
nombre de mDC et de pDC circulantes, s’expliquant par une apoptose massive de ces
cellules, associée a une augmentation du risque de survenue d’infection nosocomiale et
une diminution de la survie 224-226, Weber et al. ont observé une augmentation du
nombre de pDC dés les premiers jours suivant le diagnostic du syndrome septique 2%.
Cependant ils ont observé un nombre de pDC circulantes fortement diminué chez les
non-survivants par rapport aux survivants.

On observe aussi une diminution de leur capacité de présentation antigénique a travers
la diminution de l'expression de HLA-DR 228229 et de CD86 224230,

Poehlman et al. ont montré que leur capacité a produire des cytokines est elle aussi
affectée. Lors de la stimulation ex-vivo de cellules dendritiques ils ont observé une
diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires IL-1p, TNFa, et IL-6 et
une augmentation de la production d'IL-10, cytokine anti-inflammatoire 228.

Enfin, Faivre et al. ont montré que les DC dérivées de monocytes de patients septiques
étaient susceptibles d’induire une population de lymphocytes T présentant des
propriétés immunosuppressives 231.

L’association positive entre diminution du nombre de DC circulantes et survie laisse
penser que les DC auraient un role protecteur lors des syndromes septiques. En accord
avec cette hypothese, plusieurs études menées dans des modéles murins de sepsis ont
montré que l'amélioration de la fonctionnalité des cellules dendritiques comme la
diminution de leur apoptose amélioraient la survie 232233, D’autre part, les modifications
fonctionnelles et phénotypiques des cellules dendritiques, similaires a celles des
monocytes, correspondent a une diminution de leur capacité a stimuler les lymphocytes

T. Elles participeraient donc a I’établissement de I'immunodépression.

11.2.B.c Cellules NK
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Les cellules NK (de I'anglais Natural Killer) sont des lymphocytes appartenant a la
réponse immunitaire innée, principalement localisés dans les tissus. Elles présentent des
propriétés cytotoxiques qui leur permettent d’éliminer des cellules infectées ou des
cellules tumorales. De plus elles sont capables de sécréter, dés leur activation, des
cytokines pro-inflammatoires stimulant les lymphocytes T et B.

Lors des syndromes septiques on observe une diminution du nombre de cellules NK
circulantes, associée a une augmentation de la mortalité 24-237. On observe aussi une
altération de leur capacité a produire des cytokines en réponse a une stimulation ex-vivo
234238238 ]] est donc probable que cette altération fonctionnelle des NK participe a
I’établissement de I'immunodépression, en diminuant la stimulation des lymphocytes T
et B. De plus, dans la mesure ou les cellules NK ont un role prépondérant dans la
défense antivirale, on peut supposer que la diminution de leur nombre ainsi que
'altération de leurs fonctions pourraient favoriser les réactivations virales lors des

syndromes septiques 3.

11.2.B.d Lymphocytes T v0

Les lymphocytes T y6 sont des lymphocytes T dont le récepteur TCR est composé
d’une chaine y et d'une chaine 8, contrairement aux lymphocytes T classiques dont le
TCR est composé d'une chaine a et d’une chaine P. Ils sont situés principalement au
niveau de la muqueuse intestinale et présentent des caractéristiques de la réponse innée
et des caractéristiques de la réponse adaptative. Bien que l'ensemble du répertoire
antigénique reconnu par ces lymphocytes ne soit pas encore completement déterminé, il
est établi qu’ils reconnaissent des antigenes lipidiques et sont capables de libérer
immédiatement des cytokines et des chimiokines. Ces médiateurs sont susceptibles
d’agir principalement sur les macrophages et les monocytes mais aussi 'ensemble des
autres cellules du systéme immunitaire (IFNy, IL-17, CXCL10, MIP1a, RANTES, ...) 2.
Lors des syndromes septiques le nombre de lymphocytes T y6 circulants est diminué, et
cette diminution est associée a la gravité du syndrome ainsi qu’a la survie 240241, De par

leur role de premiere ligne de défense au niveau intestinal, il est possible que la
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diminution de leur nombre constitue une breche au niveau de cette barriere, qui peut
conduire a l'invasion des pathogenes dans la cavité péritonéale et donc favoriser le

développement d’infections secondaires 143.

I1.2.C- Altérations de la réponse adaptative: altérations lymphocytaires

induites par le sepsis

Les lymphocytes T et les lymphocytes B sont les acteurs principaux de la réponse
immunitaire adaptative. Ils se distinguent des autres lymphocytes par la présence de
récepteurs TCR ou BCR a leur surface, qui leur permettent une reconnaissance

spécifique des peptides antigéniques microbiens.

I1.2.C.a Lymphocytes T (non régulateurs)

Les lymphocytes T sont générés au niveau de la moelle osseuse puis migrent vers
le thymus ou ils se différencient en lymphocytes T CD4* ou CD8* et achévent leur
développement, avant d’étre libérés dans la circulation.

Les lymphocytes T CD4*, aussi appelés auxiliaires, sont activés lorsque des cellules
présentatrices d’antigenes leur présentent des peptides antigéniques via des molécules
de CMH-IIL. Une fois activés, ils proliferent et sécretent divers panels de cytokines - on
parle de réponse Tul, Tu2, Tu3, Tul7 ou encore TrH -, capables de favoriser différents
types de réponses immunitaires.

Les lymphocytes T CD8*, aussi appelés cytotoxiques, s’activent quand ils reconnaissent
des peptides antigéniques présentés par des molécules de CMH-I. Ils liberent alors des
molécules cytotoxiques (perforine, granzymes, granulysine) qui induisent ’apoptose de
la cellule cible. Leur activation entraine aussi I'expression a leur surface de la protéine
Fas ligand (Fas-L) qui, en se liant aux molécules Fas exprimées par les cellules cibles,

induit également leur apoptose.
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L’activation des lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques requiert plusieurs
signaux. La reconnaissance du complexe CMH-peptide antigénique par le TCR et les
récepteurs CD4 ou CD8 constitue un premier signal activant la voie de signalisation
intracellulaire dépendant du complexe TCR-CD3. Puis, l'interaction des récepteurs
CD80 ou CD86, exprimés par cellules présentatrices d’antigene, avec le récepteur CD28,
exprimé par les lymphocytes T, induit un deuxiéme signal, dit de co-stimulation. Enfin,
la sécrétion d’'IL-2 induite par ces premiers signaux stimule et amplifie I'activation du

lymphocyte T. Ces mécanismes sont récapitulés dans la Figure 13.

CDan

’/‘c\m—[) Sognai T

|~ %mm-{ ) b_l

\

APC Tcell

Figure 13 Activation des lymphocytes T par les cellules présentatrices d’antigeéne,
d’apres Snanoudj et al., Biologics, 2007

11.2.C.a.i - Apoptose et lymphopénie

De nombreuses études ont mis en évidence une importante lymphopénie T chez
les patients septiques, pouvant perdurer jusqu'a plusieurs semaines 214242-244  Des
phénomenes apoptotiques, une redistribution des lymphocytes T (au niveau des
compartiments sanguin et tissulaire) et une diminution de la production de précurseurs
des lymphocytes T par la moelle osseuse sont autant de mécanismes susceptibles de
participer, de maniére conjointe ou indépendamment, a la mise en place et au maintien
de cette lymphopénie.

L’apoptose massive des lymphocytes T, qu’ils soient CD4* ou CD8*, explique en

partie la lymphopénie T observée.
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L’apoptose est une mort cellulaire programmée qui peut étre activée par deux voies. La
voie extrinseque est médiée par les récepteurs appartenant a la famille des récepteurs du
TNEF. C’est 'un des mécanismes qui permet aux lymphocytes T cytotoxiques d’'induire
I'apoptose de la cellule cible, via l’activation du récepteur Fas. La voie intrinseque met
en jeu la mitochondrie et dépend des interactions entre des protéines pro-apoptotiques
comme Bid, Bax et Bak, et des protéines anti-apoptotiques comme Bcl2, BclxL ou Mcl-1.
Elle s’active notamment lors de l'apparition d’importants défauts cellulaires, comme
une importante dégradation de I’ADN.

Dans une étude de 2014 portant sur 148 patients présentant un sepsis grave, Gomez et al.
ont montré qu’au moment du diagnostic 37,2% des lymphocytes T CD4* et 20,5% des
lymphocytes T CD8* circulants étaient apoptotiques, et que ces pourcentages
diminuaient en moyenne de 0,5% et 0,3% par jour (respectivement) durant les 28 jours
de suivi des patients 8. De maniére similaire Tulzo et al. et Monserrat et al. observent
eux aussi une importante apoptose et un retour a des valeurs normales plus rapide pour
les lymphocyte T CD4* que pour les lymphocytes T CD8* 244245, De plus, dans une étude
post-mortem, Hotchkiss et al. ont observé une apoptose des lymphocytes T CD4* situés
au niveau de la rate 246

Enfin on constate que I'ampleur et la durée 'apoptose des lymphocytes T sont associées
a la gravité du syndrome septique et a la survie des patients 243,247,248

D’un point de vue mécanistique, Hotchkiss et al. ont montré que les lymphocytes
apoptotiques circulants de patients septiques exprimaient des marqueurs
correspondants aux voies intrinseque et extrinséeque de médiation de I'apoptose 248.

Au niveau transcriptionnel, une étude de Weber et al. a montré chez des patients
présentant un sepsis grave une induction de l'expression des génes pro-apoptotiques
Bim, Bid et Bak chez les lymphocytes T CD4* circulants, en parallele d'une surexpression
marquée de Bcl-2 et Bcl-xl 24, Dans une étude menée sur des patients septiques
Hoogerwerf et al. ont eux aussi observé un profil pro-apoptotique des lymphocytes T

CD4* circulants avec notamment une surexpression des génes Bim et Bax?>0.
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Il est a noter qu’il existe une conséquence indirecte de 'apoptose des lymphocytes
T. Lorsque les monocytes/macrophages sont activés en présence de corps apoptotiques,
leur sécrétion de cytokines est modifiée et on observe une diminution de la production
de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-12) et une augmentation de la
production d’IL-10 21,

L’apoptose massive des lymphocytes T peut donc participer doublement a la mise en
place de 'immunodépression induite par le sepsis : a travers la diminution du nombre
de lymphocytes T et a travers I'orientation des monocytes/macrophages vers un role de
régulateur négatif de la réponse immunitaire. Des études de Schwulst ef al. sur des
modeles murins de sepsis ont d’ailleurs montré un effet bénéfique du blocage de

"apoptose lymphocytaire sur la survie 25225,

11.2.C.a.ii - Altérations fonctionnelles

¢ Prolifération

Plusieurs études rapportent une diminution de la réponse proliférative des
lymphocytes T de patients septiques a une stimulation ex-vivo. Dans une étude portant
sur 30 patients aprés un choc septique Venet ef al. ont observé une diminution de la
réponse proliférative des lymphocytes T a une stimulation ex-vivo de PBMC par
différents mitogenes: phytohémagglutinine A (PHA), pokeweed mitogene et
concanavaline A 254, Gomez et al., de maniére similaire, ont observé une diminution de la
réponse proliférative de lymphocytes T a une stimulation ex-vivo par de la PHA chez des
patients présentant un sepsis grave #. Roth et al. ont, de plus, montré une diminution de
cette réponse a la stimulation via un anticorps anti-CD3 chez des patients septiques 2%°.
Enfin Inoue et al. ont mis en évidence une diminution de la réponse proliférative des
lymphocytes T CD4* stimulés par des billes coatées par des anticorps anti-CD3 et des
anticorps anti-CD28 chez des patients septiques 2.
Ces études montrent que la diminution de la réponse proliférative des lymphocytes T

est observée a tous les stades de gravité des syndromes septiques. De plus, elle est
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observée quel que soit le stimulant utilisé, et non pas de maniere spécifique a un ou
plusieurs antigénes. Ceci implique une réponse limitée lors d’une stimulation par de
nouveaux pathogenes et pourrait donc favoriser le développement d’infections
secondaires.

D’autre part cette diminution de la réponse proliférative des lymphocytes T ne favorise
pas le retour a une numération normale les lymphocytes T suite a 'apoptose massive
observée : ce phénomene participe probablement au maintien de la lymphopénie T

observée.

¢ Production de cytokines

Lors des syndromes septiques on observe une modification du profil de cytokines
produites par les lymphocytes T. Dans une étude portant sur des patients présentant un
sepsis grave, Boomer et al. ont observé une diminution de la sécrétion d’IFNy en réponse
a une stimulation par billes coatées par des anticorps anti-CD3 et des anticorps anti-
CD28 257, Similairement Inoue et al. ont observé une diminution de la sécrétion d'IL-2 de
lymphocytes T de patients septiques en réponse au méme stimulant 2. Chang et al. et
Heidecke et al. ont, eux, observé une diminution de la sécrétion de ces deux cytokines
lors de la stimulation de lymphocytes T de patients septiques par PMA + ionomycine ou
par un anticorps anti-CD3, respectivement 164258,
Cette altération de la capacité de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires est
retrouvée chez l'enfant. En effet Muszynski et al. ont observé chez des enfants en choc
septique une diminution de la sécrétion d'IL-2, d'IFNy et de TNFa en réponse a une
stimulation par de la PHA. IIs ont de plus observé une association entre cette altération
et la survenue d’infections nosocomiales 2>°.
Des études menées sur des modéles murins de sepsis polymicrobien ont de plus montré
une augmentation de la production d’IL-10, cytokine immunosuppressive, par les
lymphocytes T CD4+ 260-262,
La diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires est observée quel que

soit le stade de gravité du syndrome septique et quel que soit le stimulant testé, a I'instar

59



de la diminution de la prolifération des lymphocytes T. Or la sécrétion de cytokines
permet aux lymphocytes T d’orchestrer la réponse immunitaire en régulant le
fonctionnement d’autres cellules immunitaires. L’altération de cette fonction participe

donc a 'immunodépression globale observée chez les patients.

11.2.C.a.iii - Altérations phénotypiques

¢ Expression des récepteurs de co-stimulation et de co-inhibition

Deux études de Venet et al. ont montré une diminution de I'expression de CD3,
molécule clé de l'activation des lymphocytes T, chez des patients a la suite d'un choc
septique 241254, Monserrat et al. ont montré une diminution de l'expression de CD28 sur
les lymphocytes CD8* circulants de patients apres un choc septique, Inoue et al. ont
observé une diminution de I’expression de CD28 sur les lymphocytes CD4* circulants de
patients présentant un sepsis grave.
Enfin Boomer et al. ont constaté une diminution de l'expression de CD28 sur les
splénocytes T CD4* et CD8* de patients septiques 242243263, Une diminution de
'expression de ces récepteurs participe donc probablement a une capacité d’activation
potentiellement réduite des lymphocytes T durant les syndromes septiques

Les lymphocytes T expriment des récepteurs qui inhibent leur activation, qualifiés
de co-inhibiteurs : cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), programmed
cell death receptor 1 (PD-1), B- and T-lymphocyte attenuator (BTLA), T cell
immunoglobulin mucin-3 (TIM-3) ou encore leukocyte activation gene 3 (LAG-3) 264,
Plusieurs études ont montré une expression plus importante de PD-1 lors des
syndromes septiques 164-166,242.243,254  Cette augmentation d’expression est observée sur
les lymphocytes T circulants comme sur les splénocytes 242.
De plus Guignant et al. et Pan et al ont montré que 1'augmentation de 1'expression de
PD-1 sur les lymphocytes circulants de patients suite a un choc septiques était associée a
un risque accru de développer des infections secondaires ainsi qu'une mortalité plus

élevée 166265,
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L’augmentation de 1'expression de CTLA-4 a été observée par Venet ef al., chez des
patients apres un choc septiques et par Roger et al. chez des patients septiques 161,254,
Shubin et al. ont observé une expression accrue de BTLA sur les lymphocytes T CD4* de
patients septiques par rapport a des patients en SRIS ou volontaires sains, associée a un
risque plus élevé de développer une infection secondaire 266
Enfin, Boomer et al. ont mis en évidence une augmentation des expressions, par les
lymphocytes T, de CTLA-4, de TIM-3 et de LAG-3, 7 jours aprés le diagnostic d'un
sepsis grave 2%7.

L’augmentation de l'expression de plusieurs récepteurs co-inhibiteurs et la
diminution de l'expression de CD3 et CD28 montrent 'ampleur des modifications
phénotypiques des lymphocytes T durant les syndromes septiques, et définissent un

profil phénotypique d'immunodépression.

¢ Diminution de la diversité du répertoire TCR

Dans une étude récente, Venet et al. ont étudié 1'évolution de la diversité du
répertoire TCR, au niveau génomique, chez des patients présentant un choc septique,
entre le premier et le septieme jour suivant le choc (J1 et J7). IIs ont observé, a J1, une
importante diminution de la diversité du répertoire TCR chez les patients septiques par
rapport aux volontaires sains servant de controle. A J7, ils ont constaté une restauration
importante de cette diversité. Ils ont de plus observé que les patients présentant les
restaurations de la diversité du répertoire TCR les moins rapides présentaient un risque

accru de survenue d’infection nosocomiale et de déces 267.

11.2.C.b Lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont des lymphocytes T capables de réguler
négativement la réponse immunitaire a travers 3 mécanismes principaux: (i)
I'élimination directe de cellules cytotoxiques par contact cellulaire, (ii) I'inhibition de la
production de cytokines par les cellules cytotoxiques, en particulier I'IL-2 et le TNFa, (iii)

la sécrétion de cytokines immunosuppressives, en particulier 'IL-10 et le TGF[3 268

61



Monneret et al. ont observé une augmentation du pourcentage de lymphocytes Treg
circulants chez les patients a la suite d'un choc septique, maintenue uniquement chez les
patients non survivants 2¢°. Par la suite Venet et al. ont montré que 'augmentation du
pourcentage de Treg n’était pas due a une augmentation du nombre absolu de ces
lymphocytes mais plutét a une diminution du nombre de lymphocytes T non
régulateurs 270.

Le role des lymphocytes Treg dans les syndromes septiques pourrait étre crucial car ils
sont capables de moduler a la fois la réponse immunitaire innée et la réponse
immunitaire adaptative. En particulier, Venet et al. ont montré que les lymphocytes Treg
contribuaient a I'établissement des altérations fonctionnelles des lymphocytes T décrites
précédemment 24, Tiemessen et al. ont montré que les lymphocytes Treg étaient
capables de modifier I'activation des monocytes et des macrophages 271, et Li et al. ont
montré que les lymphocytes Treg pouvaient inhiber la production d'IFNy par les
lymphocytes T y& 272. Ces résultats montrent I'implication des lymphocytes Treg a
divers niveaux de l'établissement de l'immunodépression associée aux syndromes

septiques.

11.2.C.c Lymphocytes B

Les lymphocytes B sont générés au niveau de la moelle osseuse puis migrent au
niveau des organes lymphoides secondaires ou ils poursuivent leur maturation. Ils
résident majoritairement au niveau des follicules lymphoides. Leur activation, suite a la
reconnaissance d'un antigene par leur BCR, déclenche leur prolifération et leur
différenciation en plasmocytes, capables de produire un grand nombre d’anticorps et de
les libérer dans la circulation sanguine (réponse immunitaire humorale). En plus de leur
role de médiateur de la réponse immunitaire humorale ils peuvent aussi jouer un role de
cellule présentatrice d’antigenes et produire des cytokines immuno-régulatrices.

Lors des syndromes septiques, on observe une diminution a la fois du pourcentage
et du nombre absolu de lymphocytes B circulants 2142425 et de lymphocytes B

spléniques 24224, Dans la mesure ou, lors d'une infection, les lymphocytes B proliferent

62



principalement au niveau de la rate plutét qu'au niveau du site de l'infection, la
diminution du nombre de lymphocytes B au niveau de la rate montre que la diminution
du nombre de lymphocytes B circulants s’explique plutot par une diminution globale du
pool de lymphocytes B que par un défaut de libération des lymphocytes B spléniques.
Monserrat et al. ont observé que la diminution de lymphocytes B circulants pouvait étre
maintenue pendant les 28 jours suivant un choc septique.

Une apoptose importante, décrite par Hotchkiss et al. chez des patients septiques 248, ou
Zhang et al. chez des patients a la suite d'un choc septique 273, participe a cette
diminution globale du nombre de lymphocytes B.

Peu d’études se sont intéressées a la fonctionnalité des lymphocytes B lors des
syndromes septiques. Néanmoins Ditschowski et al. ont observé une diminution de
I'expression de HLA-DR a la surface des lymphocytes B chez les patients développant

un sepsis par rapport a ceux qui ne développent pas de sepsis 274.

Lors des syndromes septiques la réponse de 1'hdte met en jeu des mécanismes
complexes reposant sur l'activation de différents systemes interconnectés dont le
systeme immunitaire, le systeme de la coagulation ou encore le systéme nerveux central.
On observe la mise en place de mécanismes immunitaires qui s'opposent. D’une part
une hyper-inflammation, qui se traduit notamment par une libération massive de
cytokines inflammatoires, et peut conduire a d'importantes défaillances d’organes
pouvant conduire au choc et au déces. D’autre part, une immunodépression, qui se
traduit par un nombre réduit de cellules effectrices, qui présentent, de plus, une
fonctionnalité réduite, et/ ou un phénotype immunosuppresseur. La sévérité et la durée
de cette immunodépression sont associées a la survenue d’infections secondaires et a
une mortalité plus élevée 148275-277,

Ceci est en particulier vrai pour les lymphocytes T. Ces derniers présentent des
altérations fonctionnelles et phénotypiques. D'un point de vue fonctionnel, on constate

une diminution de la prolifération et de la production de cytokines pro-inflammatoires
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en réponse a une stimulation ex-vivo. D'un point de vue phénotypique, on observe une
diminution de I'expression des récepteurs d’activation et de co-stimulation,
augmentation de l'expression des récepteurs de co-inhibition et diminution de la
diversité du répertoire. On parle d’altérations lymphocytaires induites par le sepsis
(ALIS). L'importance du role des lymphocytes T dans la régulation de la réponse
immunitaire pourrait faire des ALIS des cibles thérapeutiques de choix. Cependant les
mécanismes conduisant au développement de cette anergie sont a ce jour encore mal
connus. La modélisation de ce phénomene permettrait de mieux comprendre les

mécanismes physiopathologiques impliqués.
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Il - Modélisation des altérations lymphocytaires T induites par

le sepsis

Il n’existe pas a ce jour de modele ex-vivo des ALIS. Néanmoins il existe des états
d’hypo-réactivité lymphocytaire présentant des caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles similaires a celles observées lors des syndromes septiques : I'anergie et
I"épuisement lymphocytaire. Ces phénomenes ont, eux, été modélisés. Dans cette partie,
nous définirons ces deux états lymphocytaires, puis nous présenterons les mécanismes
impliqués, leurs modélisations et discuterons de la pertinence d’utiliser ces modeles

pour modéliser les ALIS.

1.1 - Définitions

Le terme d’anergie clonale a été utilisé pour la premiere fois en 1908 par Von
Pirquet pour décrire la perte de réponse au test d’hyper-sensibilité retardée a la
tuberculose chez des patients atteints par la varicelle 278. Nossal et al. ont ensuite repris
ce terme pour désigner 1'absence de réactivité des lymphocytes B observée chez des
souris immunisées par de faibles doses d’antigenes 27°. En 1989, Schwartz et al.
définissent 1'anergie des lymphocytes T comme un état d’hypo-réactivité ayant pour
caractéristiques principales une incapacité a proliférer et a produire de I'IL-2 en réponse
a une stimulation antigénique 2%. Dans les années qui ont suivi, le terme d’anergie a été
étendu a de tres nombreux phénomeénes de tolérance dans lesquels les lymphocytes T
présentent une réactivité réduite, rendant difficile la classification de ces différents
travaux. Dans cette revue nous définissons l'anergie comme une inactivation
fonctionnelle des lymphocytes T suite a leur rencontre avec un antigéne, associée a une
hypo-réactivité persistante 281. La persistance de cette hypo-réactivité peut étre
inférieure a la durée de vie normale de la cellule mais doit excéder le laps de temps
correspondant a 1’aboutissement d’un processus apoptotique (usuellement de 8 a 24h)

afin de pouvoir différencier ces deux réponses physiologiques. De plus cet état est
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autonome, c’est-a-dire non maintenu par l'interaction avec d’autres cellules, bien
qu’elles puissent participer a I'induction de 'anergie. Cette anergie se caractérise par
une réponse proliférative et une production d'IL-2 fortement réduites, ainsi qu'une
production d'IFNy et d'IL-4 diminuées.

L’épuisement lymphocytaire se traduit par une diminution de la fonctionnalité
(prolifération, production de cytokines, cytotoxicité) associée a une augmentation de
I'expression des récepteurs de co-inhibition comme PD-1 28228, Cet épuisement est
principalement observé dans deux contextes cliniques : les infections chroniques et les
cancers. Ces deux contextes ont en commun une stimulation persistante des
lymphocytes T CD8*, due a une exposition prolongée a des antigenes, qu’ils soient issus
de pathogenes ou de cellules tumorales.

Le phénomene d’épuisement a été observé pour la premiere par Moskophidis et al. qui
ont constaté une diminution progressive de la capacité d’expansion des lymphocytes T
CD8* spécifiques d’antigenes viraux chez des souris infectées par le virus causant la
chorioméningite lymphocytaire murine (LCMV pour «lymphocyte choriomeningitis
murine virus ») 284 Depuis, cet épuisement a été observé dans le cadre d’autres
infections virales chroniques comme le virus d’immunodéficience humain (VIH) ou les
hépatites B et C.

D’autres équipes ont constaté que cette perte de capacité d’expansion s’accompagnait
d’une diminution progressive de la production de cytokines pro-inflammatoires dont
I'IL-2, le TNFa et I'IFNy, successivement 28328, Cette perte de fonctionnalité est associée
a une augmentation, elle aussi progressive, de l'expression des récepteurs de co-
inhibition PD-1, LAG-3, CD160, 2B4, TIM3, BTLA et CTLA4 28, La mise en place des
altérations phénotypiques et fonctionnelles lors d’une infection chronique est décrite

dans la Figure 14.
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Figure 14 Evolution des marqueurs d’épuisement lymphocytaire T au
cours du temps, d’aprés Wherry et al., Nature, 2011

L’anergie et I'épuisement lymphocytaire sont tous deux des états lymphocytaires
associés a une altération de capacité des lymphocytes T a produire des cytokines pro-
inflammatoires. Ces états ont été principalement décrits et étudiés chez deux sous-
populations distinctes. En effet, 'anergie est quasiment exclusivement décrite chez les
lymphocytes T CD4*, alors que I'épuisement est décrit chez les lymphocytes T CD8*. De
plus, la chronologie et l'intensité de ces altérations fonctionnelles different elles aussi :
elles sont maximales et simultanées des le début de l'anergie, alors qu’elles sont
progressives et séquentielles durant I'établissement de I'épuisement lymphocytaire.

En I'absence, a notre connaissance, de travaux de recherche concernant I’expression des
récepteurs de co-inhibition par les lymphocytes T anergiques, il est impossible de se
prononcer quant aux différences phénotypiques entre lymphocytes T anergiques et

lymphocytes T épuisés.
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1l.2 - Mécanismes et modélisation de 1’anergie lymphocytaire T

111.2.A - Mécanismes

L’anergie résulte d’une activation partielle des lymphocytes T. Comme décrit
précédemment, I'activation compléte des lymphocytes T débute par la reconnaissance
par le TCR d’'un peptide antigénique présenté dans une molécule de CMH. Puis le
récepteur de co-stimulation CD28 interagit avec les corécepteurs CD80 ou CD86. Ceci
induit l'activation de la phospholipase C gamma 1 (PLCy-1), de Ras et de la protéine
kinase C téta (PKCO). L’activation de PLCy-1, Ras et PKCO entraine l'activation de
MAPK, JNK, PI3K/AKT et IkB, aboutissant a l’activation de facteurs de transcription.
En particulier, elle active les facteurs NFAT, AP-1, CREB et NFxB qui ont un role
déterminant dans l'activation du gene IL-2 287-289 L'IL-2 sécrétée se lie a son récepteur
(IL-2R) qui active PI3BK/AKT. AKT active mTOR et entraine la dégradation de p27kip21,
déclenchant I'entrée en phase G1 du cycle cellulaire. L’activation de la voie AKT/mTOR
permet aussi a la cellule d’adapter son métabolisme, en favorisant la voie de la glycolyse,
afin de produire I'énergie nécessaire a la prolifération et a la production de cytokines
290291 Enfin mTOR peut réprimer, ou réguler la dégradation des genes responsables de
la maintenance de I’anergie 2922%.

L’activation du TCR conduit a I’activation de PIP2, puis d'IP3, et a I'augmentation
du taux de calcium intracellulaire. Cette augmentation de la concentration calcique
active la calcineurine (CaN) qui active le facteur de transcription NFAT. En "absence
d’activation de co-facteurs de transcription comme AP-1 (activés suite a 1'engagement
de CD28), NFAT active un ensemble de genes liés a 1'anergie. Ces genes augmentent
notamment la production d’E3 ubiquitin ligases (Cbl-b, GRAIL, Itch, Deltex) qui
s'opposent a la signalisation liée au TCR 24 En particulier, GRAIL induit une
augmentation de I'ubiquitinilation de la chaine ¢ du CD3, entrainant la dégradation du
complexe TCR/CD3 par le protéasome 2%. Ces mécanismes sont récapitulés dans la

Figure 15.
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Figure 15 Voies de signalisation intracellulaires associées a 1’activation
des lymphocytes T, d’aprés Pollizzi et al., Nat Rev. Immuol., 2014

I est possible d'induire I'anergie des lymphocytes T malgré 'activation du TCR et de
CD28, soit en interférant avec les composants des voies de signalisation situées en aval,
soit en bloquant la signalisation d'IL-2R, récepteur de I'IL-2. Par exemple, le blocage de
mTOR par la rapamycine induit un état anergique 2%. L’activation de mTOR peut aussi
étre inhibée par la modification de facteurs environnementaux : nutriments, glucose,

cytokines 27.2% (Figure 16).
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Figure 16 Inhibition des signaux secondaires d’activation des lymphocytes
T, d’apres Chappert et al., Curr Opin. Immunol., 2010

11.2.B - Modélisation

I11.2.B.a Absence de co-stimulation

Historiquement un des premiers modeles d’anergie clonale fut décrit par Quill &
Schwartz en 1987. Dans ce modéle des molécules de CMH sont purifiées, intégrées dans
des membranes lysosomales, elles-mémes fixées sur des membranes planes. Des
peptides antigéniques sont ensuite ajoutés et se fixent au sein des molécules de CMH.
Puis les lymphocytes T CD4* sont ajoutés et incubés pendant 48h 2%°. Pendant
I'incubation on observe une augmentation de la taille des lymphocytes T -suggérant une
activation cellulaire-, mais pas de prolifération ou de production d’IL-2. Lors d"une
nouvelle stimulation par des cellules présentatrices d’antigene, on n’observe pas de

réponse proliférative ni de sécrétion d’'IL-2.
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Un modele lui aussi basé sur l'activation du TCR en I"absence de co-stimulation a été
développé par Otten et al. 3. Dans ce modeéle, des lymphocytes T CD8* spécifiques des
antigenes OVA (peptides obtenus en digérant de I'ovalbumine par de la trypsine) sont
incubés en présence de peptides OVA et de cellules accessoires fixées par du
paraformaldéhyde. Lors d"une nouvelle stimulation par un mélange de peptides OVA et
de cellules accessoires irradiées, les lymphocytes T CD8* ne proliferent pas mais
conservent une activité cytotoxique importante.

Dans ces deux modeles 1'anergie observée est clonale. De plus, dans la mesure ou 1'IL-2
joue un rdle prépondérant dans 1'induction de la prolifération lymphocytaire et que les
productions d’autres cytokines ou d’autres fonctionnalités (cytotoxicité) sont peu
affectées, on peut considérer que cette anergie clonale est plus un état de prolifération
inhibée que d’hypo-réactivité globale.

Une autre famille de modéles repose sur la stimulation artificielle du complexe
TCR/CD3 par un anticorps anti-CD3 en l’absence de co-stimulation 301. Un exemple de
ce modeéle consiste a incuber des lymphocytes T CD4* en présence d’anticorps anti-CD3
fixés a une membrane plane 3°2. On observe une apoptose de 40 a 60% des cellules et une
anergie des cellules restantes : absence de prolifération et de sécrétion d'IL-2 en réponse
a une stimulation mitogénique (PHA, Con A). Cette anergie n’est donc pas clonale.

D’autres modeles d’anergie reposent sur la stimulation des lymphocytes T en
présence de cellules présentatrices d’antigénes et d’inhibiteurs de récepteurs de co-
signalisation. Dans une étude de 2001, Wells et al. décrivent un modele dans lequel
I'induction de I'anergie consiste a incuber des splénocytes murins en présence d'un
anticorps anti-CD3 et d'une chimere CTLA4-Ig qui permet de bloquer linteraction
CD28/CD80-86. Les lymphocytes T CD4* proliferent en réponse a cette premiere
stimulation mais ne proliferent pas en réponse a une deuxiéme stimulation par des

cellules présentatrices d’antigene irradiées en présence d’anticorps anti-CD3 303,
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111.2.B.b Stimulation sub-optimale du TCR

Par la suite d’autres types de modeles ont été développés, basés non pas sur une
stimulation du TCR sans co-stimulation mais plutét sur une stimulation sub-optimale
du TCR en présence de co-stimulation.

L'un de ces modeles repose sur la présentation par des cellules présentatrices
d’antigenes de peptides antigéniques dont I'un des acides aminés, situé au niveau de
leur épitope, a été muté 304-307. Cette mutation entraine une diminution de l’affinité du
TCR pour le complexe CMH-peptide muté, résultant en une stimulation du TCR de plus
courte durée. Dans ce modeéle, on observe une perte de la réponse proliférative et de la
sécrétion d'IL-2 en réponse a une deuxiéme stimulation par le peptide non muté.
Néanmoins les mécanismes impliqués semblent différer des modeles décrits dans le
paragraphe précédent : ils n'impliquent pas l'activation de Zap-70 mais impliquent une
diminution de la phosphorylation des chaines € et { du CD3, indiquant une altération

tres précoce de la signalisation du TCR 3%7.

I11.2.B.c Activation en présence d’IL.-10

Groux et al. ont développé deux modeles d’anergie reposant sur l'activation de
lymphocytes T CD4* en présence d’'IL-10 3%8. Dans le premier modéle des lymphocytes T
CD4* sont incubés pendant 10 jours en présence d'IL-10 et de monocytes irradiés, leur
réactivité est ensuite testée en réponse a une stimulation par des PBMC irradiés. Les
lymphocytes T CD4+ obtenus ne proliférent pas en réponse a une nouvelle stimulation
par les monocytes issus du méme donneur que ceux utilisés lors de l'induction de
I'anergie. Ils présentent en revanche une réponse proliférative normale lors de la
stimulation par des PBMC issus dun troisieme donneur. Cette anergie est donc
oligoclonale.

Dans le deuxieme modele, les lymphocytes T CD4* sont incubés pendant 10 jours
en présence d’'IL-10 et d’anticorps anti-CD3 fixés sur plaque. L’anergie lymphocytaire
est ensuite évaluée en réponse a une stimulation par des anticorps anti-CD3 fixés sur

plaque ou a un cocktail d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 solubles. Lors de la seconde
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stimulation on observe une réponse proliférative fortement ou totalement inhibée,
associée a une diminution de la production de nombreuses cytokines : IL-2, IFNy, mais
aussi IL-10, TNFa, IL-5 ou GM-CSEF. Les expressions de CD3 et de CD28 augmentent
lors de la deuxiéme stimulation, traduisant une réactivité non completement abolie chez

les cellules anergiques.

111.2.B.d Modulation de la voie CaN/NFAT

Il est également possible d’induire un état anergique des lymphocytes T en
augmentant artificiellement le taux de calcium intracellulaire, ce qui active la voie
CaN/NFAT et induit donc I'expression de genes liés a 1'établissement et la maintenance
de l'anergie comme décrit précédemment. Pour ce faire, on peut incuber des
lymphocytes T en présence d’ionomycine, un ionophore qui facilite I'entrée du calcium
dans la cellule 309-311, Dans ce modéle on observe une diminution de la prolifération des
lymphocytes T CD4* 310 associée a une diminution tres importante de la transcription et
de la sécrétion d’IL-2 311 en réponse a une stimulation par un cocktail d’anticorps anti-

CD3 et anti-CD28.

I1.2.C - Pertinence vis-a-vis de la modélisation des ALIS

L’altération de la réponse proliférative et de la production d'IL-2 en réponse a
une activation de la signalisation associée au TCR sont deux caractéristiques communes
a I'anergie telle que définie dans cette revue et aux ALIS. De plus on observe lors des
syndromes septiques une altération de 1'expression des molécules de co-stimulation des
cellules présentatrices d’antigenes, il est donc probable que les modeles mettant en jeu
une activation du TCR en l'absence de co-stimulation récapitulent une partie des
mécanismes impliqués dans l'induction des ALIS. Cependant lors des syndromes
septiques on observe une diminution de la prolifération et de la production de cytokines
en réponse a une stimulation par des antigénes de rappel mais aussi par des mitogenes,

ce qui implique que cette anergie n’est pas spécifique d"un antigene donné. Les modeles
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d’anergie clonale, dans lesquels 'anergie n’est observée qu’en réponse a certains
antigenes, ne sont donc pas pertinents.

De plus les lymphocytes T de patients septiques sont anergiques en réponse a une
stimulation mitogénique (PHA, PMA+ionomycine)8525425 alors que dans la plupart des
modeles décrits précédemment une stimulation PMA+ionomycine restaure la réponse
proliférative et la production de cytokines a des niveaux similaires aux lymphocytes non
anergiques.

Enfin, a 'exception du modele d’anergie clonale décrit par Otten et al, I'ensemble des
modeles décrits dans cette revue ont été uniquement évalués sur des populations de
lymphocytes T CD4*, ce qui ne permet pas de s’avancer quant a leur application sur des
populations de lymphocytes T CD8*. Groux et al. ont méme montré dans des travaux
ultérieurs que 'activation de lymphocytes T CD8* par des anticorps anti-CD3 fixés sur
plaque en présence d’IL-10 (deuxieme modele décrit paragraphe III.2.B.c) n’avait pas
d’effet sur la réactivité de ces lymphocytes 312.

Or, lors des syndromes septiques des altérations ont été mises en évidence chez chacune

de ces populations 85243257

1.3 - Mécanismes et modélisation de 1'épuisement lymphocytaire T

l11.3.A - Mécanismes

Plusieurs études ont mis en évidence un role majeur de PD-1 dans I'épuisement
de lymphocytes T CD8* 313-316, Youngblood et al. ont montré que la stimulation
antigénique chronique des lymphocytes T CD8* induisait des modifications
épigénétiques au niveau du locus de Pdcdl, entrainant une expression élevée et
persistante de PD-1 a la surface des lymphocytes T CD8* spécifique du virus 317318,
D’un point de vue mécanistique, la signalisation activée par l'interaction de PD-1 avec
PD-L1 peut soit réprimer directement la signalisation induite lors de I'activation du TCR
319, soit induire I'expression de génes inhibant l'activation des lymphocytes T, comme

BATF 320,
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Bien que PD-1 ait un role prépondérant, les autres récepteurs de co-inhibition
exprimés par les lymphocytes T CD8* épuisés, dont LAG-3, 2B4 et TIM3, participent
aussi a l'établissement de cet état, de maniere synergique, en activant des voies de
signalisation partiellement redondantes 286, comme décrit dans la Figure 17. L’activation
de ces récepteurs conduit notamment a la sécrétion d’IL-10 et de TGFp qui activent des
cellules immunosuppressives, comme les lymphocytes T régulateurs ou les cellules
myéloides suppressives, et stimulent la production des interférons de type I (IFNa et

IFNp) 321-323,
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Figure 17 Récepteurs de co-inhibition et signalisation associée, d’aprés Chen & Flies,

Nature, 2013
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Divers facteurs déterminent 1'étendue de 1'épuisement des lymphocytes T CD8*:
la charge virale, la durée de l'infection et la diminution ou la perte de signaux pro-
inflammatoires provenant des lymphocytes T CD4+ 285286,324 Plusieurs études portant sur
des transferts de lymphocytes T CD8* épuisés dans des souris non infectées ont montré
que l'épuisement observé était maintenu méme en l'absence de la stimulation
antigénique l'ayant déclenché, laissant penser a une reprogrammation lymphocytaire
plutdt qu’a une simple perte de fonctionnalité.

Il est a noter que, l'apparition tardive de virus mutants, qui laisse supposer la
maintenance d’'une pression de sélection par les lymphocytes T CD8* 325326, et
I'augmentation du nombre de lymphocytes T CD8* HIV-spécifiques lors de 1'arrét des
traitement antirétroviraux 32732, laissent penser que l'épuisement des lymphocytes T
CD8* est un état réversible.

Concernant le contexte clinique des cancers, certains lymphocytes T CD8* présents dans
I'environnement tumoral présentent des caractéristiques d’épuisement : diminution de
la production de cytokines, augmentation de I'expression de PD-1, LAG-3, 2B4, TIM3,
CTLAA4, signalisation intracellulaire similaire a celles observées chez les lymphocytes T
CD8* épuisés dans le contexte des infections virales chroniques 32°-334 De plus, une
analyse génomique menée par Baitsch ef al. a mis en évidence des similarités entre les
profils de lymphocytes T CD8* infiltrés au sein de métastases de patients ayant
développé un mélanome et les profils de lymphocytes T CD8* issus de souris infectées
par une souche LCMV donnant une forme chronique d’infection 33.

I est a noter que les lymphocytes T CD8*PD1high observés dans le contexte des cancers
présentent une activité cytotoxique égale ou supérieure a leurs homologues CD8+PD1low
330, et qu’il existe une corrélation positive entre la présence de lymphocytes T CD8*
PD1high infiltrés dans les tumeurs et un pronostic favorable 3%5-3%7, ce qui indiquerait un
role protecteur des lymphocytes T CD8* PD1high dans ces contextes.

Confirmant l'importance de l'augmentation de l'expression des récepteurs de co-
inhibition, de nombreuses études sur des modeles animaux ont montré que le blocage

de ces récepteurs, seuls ou en combinaison, permettait de restaurer l'immunité
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antivirale ou anti-tumorale 333334338-340_ Plusieurs essais cliniques ont donné des résultats
prometteurs, qu’ils concernent des anticorps bloquant CTLA-4 341342 ou bloquant PD-1
343-345 Un anticorps monoclonal bloquant CTLA4, I'Ipilumab, a obtenu une autorisation

de mise sur le marché pour le traitement du mélanome 34.

111.3.B - Modélisation

A notre connaissance il n’existe pas a proprement parler de modele ex-vivo
d’épuisement lymphocytaire.

Concernant les infections chroniques, le modéle le plus couramment utilisé est le
modele murin d’infection par le LCMV 347, Ce modele est particulierement intéressant
car il existe plusieurs souches de LCMV menant a des évolutions différentes de
I'infection. La souche Armstrong est une souche donnant une infection aigtie alors que
la souche Clone 13 donne, elle, une infection chronique. La possibilité de comparer les
lymphocytes T issus de souris infectées avec 'une ou l'autre des souches permet de
différencier les caractéres relevant d’'une réponse classique de ceux relevant de
I"épuisement lymphocytaire. De nombreux modeles animaux ont été développés pour
modéliser d’autres infections dont notamment des modéles "hépatite B, des modéeles
VIH (utilisant des souris humanisées), ou encore des modeles du tuberculose ou de
malaria 348-352_ ]| existe aussi quelques études menées sur des prélevements de patients
atteints de ces infections chroniques 353354,

L’épuisement induit par la stimulation chronique des cellules tumorales est lui
étudié soit a travers des modeles animaux, principalement murins et couvrant la plupart
des cancers (mélanome, carcinome téte et cou, leucémie myéloide chronique, cancer
ovarien, cancer du poumon, ...) 3%5-39 soit directement a partir de biopsies de patients
atteints de cancer 360-363,

Dans les deux cas, on note que les lymphocytes T CD8*, acteurs principaux de la
réponse antivirale ou anti-tumorale, constituent la population d’intérét et que peu
d’informations sont disponibles concernant le devenir des lymphocytes T CD4* dans ces

contextes.
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I11.3.C- Pertinence des modéles d’épuisement lymphocytaire vis-a-vis des
ALIS
La diminution de la capacité d’expansion, la diminution de production d’IL-2 et

d'IFNy, I'augmentation de I'expression de PD-1 et CTLA-4, et le caractere progressif de
I’établissement de ces changements sont des caractéristiques communes a 1'épuisement
et aux ALIS. On peut donc supposer que des mécanismes communs régissent ces deux
états lymphocytaires.
Néanmoins I'épuisement des lymphocytes T est décrit trées majoritairement chez les
lymphocytes T CD8*, et rien ne permet de supposer que ces résultats puissent étre
étendus aux lymphocytes T CD4*. Or comme nous 1'avons signalé précédemment, lors
des syndromes septiques 1'ensemble des lymphocytes T CD4* et lymphocytes T CD8*
présentent des caractéristiques d’anergie.
De plus les échelles de temps sont extrémement différentes: lors des syndromes
septiques les lymphocytes T anergiques sont observés des les premiers jours, voir les
premiéres heures du syndrome, alors que les lymphocytes T épuisés ne sont observés,
au mieux, que plusieurs semaines, voire plusieurs mois apres le début de l'infection ou

du développement de la tumeur.

A ce jour aucun des modéles d’anergie ou d’épuisement précédemment décrits
ne récapitule 'ensemble des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des ALIS,
comme mis en relief dans le Tableau 3.

Néanmoins il est probable que les mécanismes mis en jeu dans ces états lymphocytaires
soient retrouvés, en partie, dans 1'induction des ALIS.

Ces modeles pourraient donc servir de base a la construction d’un modele d’induction
des ALIS, et la connaissance des mécanismes associés a l'anergie et I'épuisement

permettra d’orienter 1'étude des mécanismes associés aux ALIS.
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Tableau 3 Comparaison des principales caractéristiques de I’anergie de I'épuisement, et des ALIS
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IV- CONCLUSION

Malgré une amélioration constante de la prise en charge thérapeutique des patients,
les syndromes septiques restent associés a une mortalité encore bien trop élevée. Ils
touchent chaque année des millions de patients a travers le monde et représentent un
cott financier élevé pour la société.

La physiopathologie de ces syndromes repose sur l'interaction de systémes complexes,
au cceur desquels le systeme immunitaire joue un role déterminant. En effet les patients
septiques développent une phase hyper-inflammatoire qui peut étre délétere, en
conduisant a des défaillances d’organes, a un état de choc et a des déces qualifiés de
précoces. En parallele de cette hyper-inflammation, des mécanismes de régulation
négative se mettent en place et peuvent conduire a une immunodépression systémique,
associée a la survenue d’infections secondaires, a des réactivations virales et a des décés
plus tardifs. Cette immunodépression se traduit par une diminution importante du
nombre de cellules immunitaires circulantes et des altérations fonctionnelles et
phénotypiques touchant les cellules de la réponse innée comme celles de la réponse
adaptative.

En particulier les lymphocytes T présentent des altérations lymphocytaires induites par
le sepsis (ALIS) qui se caractérisent par (i) une diminution de la prolifération, (ii) une
diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IFNy) et une
augmentation de la production de cytokines anti-inflammatoires, (iii) une diminution de
I'expression des récepteurs d’activation et de co-stimulation (CD3, CD28) et une
augmentation de l'expression des récepteurs inhibiteurs (CTLA-4, PD-1), (iv) une
diminution de la diversité du répertoire des TCR. La durée et l'intensité des ALIS sont
associées a la gravité du syndrome, a un risque de développement d’infections
secondaires plus élevé et a une mortalité plus importante. L’ALIS pourrait constituer
une cible thérapeutique de choix.

Néanmoins pour pouvoir développer des thérapies immunoadjuvantes ciblant ces ALIS,
il est crucial de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués et de

disposer d’outils permettant de caractériser ces altérations. Or dans la mesure ou les
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tests fonctionnels actuels requierent une quantité importante de cellules, la lymphopénie
des patients septiques rend I'étude clinique particulierement difficile. La modélisation
des ALIS permettrait d’avoir un outil d’exploration permettant l'atteinte de ces deux
objectifs. A ce jour il n'existe pas de modele d'induction des ALIS. Néanmoins le
développement d'un tel modele pourrait s’appuyer sur les modeles d’anergie et
‘épuisement, deux états lymphocytaires partageant plusieurs caractéristiques
fonctionnelles et phénotypiques proches des ALIS.
Les travaux présentés ici visent a l'amélioration de la compréhension des
mécanismes mis en jeu lors du développement des ALIS a travers le développement
d'un modele ex-vivo récapitulant les caractéristiques principales de ces altérations, et

reposant sur des outils de caractérisation améliorés.
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TRAVAIL PERSONNEL

I - Présentation du projet de thése

L’importante mortalité associée aux syndromes septiques pousse la communauté
scientifique a chercher a mettre en place de nouvelles stratégies thérapeutiques. Il existe
une association entre l'intensité et la durée de 'immunodépression observée chez les
patients septiques d’une part, et, la gravité du syndrome, une augmentation de la
survenue d’infections secondaires et une mortalité plus élevée d’autre part. Ce constat a
orienté les travaux de recherche vers le développement de thérapies immuno-
adjuvantes. En particulier, le role central des lymphocytes T dans la réponse
immunitaire suggere que les ALIS pourraient constituer une cible thérapeutique
intéressante. Cependant il n’existe pas d’outil permettant sa caractérisation en routine
clinique et les mécanismes impliqués dans les ALIS sont encore mal connus a ce jour.
Notre travail vise a développer des outils de caractérisation des ALIS, et a améliorer la
compréhension des mécanismes physiopathologiques a I'ceuvre dans I'établissement
des ALIS.

Nous présentons successivement trois articles relatifs a la réalisation de ce projet,

portant sur :

- 'optimisation et la caractérisation d’une nouvelle technique d’évaluation de la
réponse proliférative des lymphocytes T a une stimulation ex-vivo, en cytométrie

en flux

-lI'étude de l'effet, sur les lymphocytes T, de la préincubation des PBMC en

présence de LPS, simulant une infection bactérienne gram négatif

-lI'étude de l'effet, sur les lymphocytes T, de la préincubation des PBMC en
présence d'IL-10, cytokine immuno-régulatrice présentant des taux plasmatiques

élevés chez les patients septiques.
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Il - Flow cytometric evaluation of lymphocyte transformation

test based on 5-ethynyl-2’deoxyuridine incorporation as a

clinical alternative to tritiated thymidine uptake

measurement

II.L1- Contexte

L’évaluation de la réponse lymphocytaire est un outil d’importance dans divers
contextes cliniques comme le diagnostic des immunodéficiences primaires, le suivi du
statut immunitaire des patients apres une greffe de moelle-osseuse ou encore
'identification de certaines hypersensibilités retardées (au béryllium notamment). Le
test de référence repose sur l'incorporation de thymidine tritiée au sein de I’ADN au
cours de sa réplication. Ce test présente une forte sensibilité et une bonne
reproductibilité, néanmoins il présente des défauts importants : nécessité de manipuler
de la radioactivité, cott de traitement des déchets élevés, pénibilité. De nouvelles
techniques de détection de la prolifération lymphocytaire ont été développées,
notamment en cytométrie en flux, et pourraient offrir une alternative intéressante au test
en thymidine tritiée. En particulier un nouveau test repose sur l'incorporation de 5-
éthynyl-2’deoxyuridine (EdU) au sein de I’ADN au cours de sa réplication, suivie du
couplage d'une sonde fluorescente a 'EAU et de la détection des cellules prolifératives

par cytométrie en flux

1.2 - Description de 1’étude

Le but de cette étude était d’optimiser le protocole expérimental du test EAU,
notamment pour une utilisation en routine clinique, d’évaluer ses performances
analytiques (sensibilité, reproductibilité), et de comparer les résultats obtenus avec ce
test ou avec le test de référence sur des échantillons de volontaires sains et sur des

échantillons cliniques.

1.3 - Conclusion
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Le test EAU présente de bonnes performances analytiques ainsi qu’'une forte
corrélation avec le test de référence en thymidine tritiée. De plus il est utilisable en
routine clinique. Il constitue donc une alternative intéressante pour la mesure de la

réponse proliférative des lymphocytes T en recherche comme en clinique.
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Article history: In clinical laboratories, the evaluation of lymphocyte proliferative response (lymphocyte
Received 8 SEPt_ember 2014 transformation test—LTT) is routinely performed by the measurement of [*H]-thymidine uptake
Received in revised form 16 October 2014 after stimulation. In this study we evaluated the performances of a recently developed non-
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- ; radioactive test based on the detection by flow cytometry of 5-ethynyl-2’deoxyuridine (EdU)
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incorporation for the measurement of LTT in routine lab conditions. After definition of optimal
protocol parameters, EdU incorporation test showed good repeatability and reproducibility.
Keywords: Moreover, this assay was flexible enough to fit important clinical laboratory constraints (delayed

Llfmph?CYte stimulation, low number of cells and delayed analysis after staining). Importantly, correlations
g;‘l’?fe' ation between results obtained with EdU and [*H]-thymidine incorporation assays were excellent both
[*H]-Thymidine in healthy volunteers and pediatric and septic patients. In particular, the two techniques identified

patients presenting with altered LTT. Upon confirmation in a larger cohort of patients, EdU
incorporation assay may be a relevant non-radioactive candidate for LLT in clinic.
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Flow cytometry

1. Introduction

Abbreviations: AF-488, alexa fluor® 488; APC, allophycocyanin; BrdU, Beyond its interest in research, the evaluation of lymphocyte
5-bromo-2’-deoxyuridin; ConA, concanavalin A; CV, coefficient of variation; proliferative response to mitogens and recall antigens (usually
CFSE, carboxyfluorescein succinimidyl ester; cpm, count per minute; EdU, known as lymphocyte transformation test, LTF) remains
5-ethynyl-2'deoxyuridine; LTT, lymphocyte transformation test; OKT3, anti- . . .. . .
CD3 OKT3 clone antibody; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; PHA, important in many clinical contexts. In particular, assessing
phytohemagglutinin. lymphocyte functionality is routinely performed in the diag-
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gold standard for cell proliferation measurement in clinic
(Rew & Wilson, 2000; Bading & Shields, 2008) and is
recommended by experts for the diagnosis of lymphocyte
proliferation defects (Lindegren, 2004; de Vries, 2012).
However, [*H]-thymidine is a radioactive base detected by
scintillation measurement. Consequently, measuring its incor-
poration is a toxic, cumbersome, and expensive assay. As in
many countries, French medical authorities aim to reduce
radioactivity use in hospital labs. There is thus a crucial need for
its replacement by a less cumbersome and toxic assay.

Few years ago a new DNA base analog (5-ethynyl-2’
deoxyuridine—EdU) has been developed (Buck et al., 2008).
Similarly to [>H]-thymidine, it is incorporated into replicating
DNA. However, as it can be linked to a fluorescent dye, its
incorporation into cells can be detected by flow cytometry. This
test could therefore represent a non-radioactive alternative to
[H]-thymidine assay in routine immunology labs.

Up to date, only few studies evaluated EdU flow cytometric
incorporation assay for LTT, and the majority was performed
for research purpose only (cell line, animal models...) (Yuetal,
2009; Sun et al.,, 2012). The goal of this study was therefore
to evaluate EdU incorporation assay performances for the
measurement of LTT in routine lab conditions and to compare
its results with [>H]-thymidine incorporation measurement in
clinical samples.

2. Material and method
2.1. Patients and healthy donors

Heparinized peripheral blood was obtained from healthy
volunteers from the Etablissement Francais du Sang (Lyon,
France) (n = 48), from septic shock patients 3 to 4 days after
septic shock onset (n = 8), and from patients with T cell
disorder suspicion (out of routine work from the immunology
lab, n = 3). According to Etablissement Francais du Sang,
standardized procedures for blood donation, informed consent
was obtained from healthy volunteers and personal data for
blood donors were anonymized at time of blood donation
and before blood transfer to our research lab. To note, Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) immunization has been mandatory
in France till 2007, all adult healthy volunteers are thus
immunized against BCG. Septic patients belong to a global
study on intensive care unit (ICU)-induced immune dysfunc-
tions approved by our Institutional Review Board for ethics
(“Comité de Protection des Personnes”) and registered at
Ministére Francais de la Recherche et de I'Enseignement
(#DC-2008-509).

2.2. Cell culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained
by Ficoll gradient centrifugation and diluted to a concentration
of 1 x 106 cells/mL in complete medium: RPMI 1640 (Eurobio,
Montpellier, France) supplemented with 10% SAB (AB human
serum, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 2 mM L-Glutamine
(Eurobio, Montpellier, France), 2 pg/mL Fungizone (Gibco,
Life technologies, Carlsbad, CA, USA), 20 U/mL penicillin and
20 pg/mL streptomycin (Peni 10 000 Ul/Strepto 10 000 ug,
Eurobio, Montpellier, France). For each culture condition,
triplicates were performed. PBMC were seeded in 200 pL of

complete medium in 96-wells plates, with or without stimu-
lants at different concentrations, for 48 h to 120 h at 37 °Cin
humidified 5% CO, atmosphere. Because of the low number of
cells available, this protocol was adapted for patients' PBMC
testing. In particular, cell cultures were performed in either
duplicate or triplicate, and PBMC were seeded in 100 pL of
complete medium, other parameters being constant.

Different stimuli were tested: anti-CD2/CD3/CD8 anti-
bodies coated beads (T cell activation/expansion kit, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), phytohemagglutinin
(PHA, Oxoid Limited, Basingstoke, UK), concanavalin A
(ConA, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), pokeweed
mitogen (PWM, lectin from Phytolacca americana, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA), phorbol 12-miristate 13-
acetate (PMA, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), anti-
CD3 antibody (OKT3 clone, Tonbo biosciences, San Diego,
CA, USA), and tuberculin (Statens Serum Institut, Copenhagen,
Denmark).

2.3. [PH]-Thymidine proliferation assay

Ten pCi/mL [>H]-Thymidine (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA) was added 24 h before harvesting cells on fiberglass
filters by means of an automated cell harvester (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA). Incorporated radioactivity was measured
as counts per minute (cpm) in a scintillation beta counter
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

24. EdU labeling and flow cytometry

After cell stimulation, EdU diluted in cell media was added
to PBMC and incubated from 2 h to 14 h at 37 °C in humidified
5% CO, atmosphere.

Cells were then stained with allophycocyanin (APC)-
labeled anti-CD3 monoclonal antibody (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA), fixed and EdU was activated according to the
manufacturer's instructions, with modifications according to
protocol optimization performed in this study. In particular,
for reaction volume optimization, cells were incubated with
either 500 pL, 250 pL or 100 L of “Click-iT® reaction cocktail”
(containing Alexa Fluor® 488 azide, component A Click-iT EdU
flow cytometry kit, Life technologies, Carlsbad, CA, USA). For
fixative solution evaluation, cells were fixed with 100 pL of
either the manufacturer's kit fixative or alternative I0Test®3
fixative solution (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

Flow cytometry analyses were performed on a Navios flow
cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). CD3 ™ cells were
first selected among total events based on a monoparametric
CD3-APC histogram (Fig. 1A1-B1). Then the percentage of
EdU™ cells among CD3* cells, along with the geometric means
of fluorescence intensity (MFI) of EQU-AF488 in this popula-
tion, were measured on a monoparametric histogram as shown
in Fig. 1A2-B2. For every experiment, a minimum of 5 x 10°
CD3* cells was recorded. Data were analyzed using Kaluza
software (version 1.2, Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

2.5. Statistical analysis
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism

(version 5.03, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)
software. Correlations were evaluated according to Spearman
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stimulated with 4 pug/mL phytohemagglutinin (PHA) for 72 h (B), before incubation with 10 uM EdU for 2 h. CD3™ cells were first selected (A1-B1) out of total acquired
events. The percentages of EQU™ cells were then determined among gated CD3™ cells (A2-B2).

or Pearson correlation calculation methods. A p value <0.05
was considered as statistically significant.

3. Results
3.1. Protocol optimization

Before evaluating the assay performances; optimal protocol
for EdU labeling had to be set up.

First, we determined optimal EdU incorporation concen-
trations. While the manufacturer's recommendations were
to incubate cells with 10 uM EdU, we tested several lower (5, 2,
1, 0.5 pM) and higher (50, 100 uM) concentrations. When
decreasing concentrations below 10 pM, we observed a rapid
decrease in the percentage of proliferating cells and EdU MFI
(Fig. 2). Moreover, at these low concentrations, poorer discrim-
ination between proliferating and non-proliferating CD3 " T cells
was apparent (Fig. 2C). When increasing concentrations, we did
not observe any significant improvement in percentages or MFI

of proliferating cells (Supplementary Fig. 1). Therefore we chose
10 M as the EdU concentration used in our protocol.
Regarding cell incubation length with EdU, the manufacturer's
recommendations were to use 2 h of cell contact with EdU before
cell staining. Nonetheless, we wondered whether, by increasing
this duration, we would be able to better detect cell proliferation.
After 2 h, 6 h or 14 h incubation with EdU (Fig. 3), we noticed
that proliferating T cell percentage increased as EdU incubation
length increased. However, this was associated with the erratic
apparition of a non-specific fluorescence peak (data not shown).
Moreover as the percentage of labeled cells was already sig-
nificant after 2 h incubation (more than 60% of the CD3™ T cells),
we decided to keep 2 h of EdU incorporation in our protocol.
Regarding stimulation length, either 48 h or 72 h cell
incubation with stimulants was tested. We observed a higher
percentage of proliferative T cells after 72 h of stimulation as
compared with 48 h (Supplementary Fig. 1). Longer stimulations
(96 h) led to a strong decrease in T cell proliferative response
(data not shown). Therefore, in further experiments, cells were
stimulated during 72 h before EdU incorporation measurement.
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We then evaluated the possibility of increasing the
number of stainings per kit. The fixative solution and the
reaction cocktail are limiting components of the kit provided
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Fig. 2. Decreasing EdU concentration. Peripheral blood mononuclear cells
were stimulated with 4 pug/mL phytohemagglutinin for 72 h and incubated
with increasing concentrations of EQU for 2 h (n = 4 donors). (A)—Percentages of
EdU + cells among CD3 + cells. (B)—EdU means of fluorescence intensity (MFI)
in proliferating CD3+ cells. Results are presented as means +/— standard
deviations. C—One representative overlay for EQU-AF488 MFI.
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Fig. 3. Increasing incubation length with EdU. Peripheral blood mononuclear
cells were stimulated for 72 h with anti-CD2/CD3/CD28 antibodies coated beads
and incubated for 2 to 14 h with 10 pM EdU (n = 5 donors). Controls were
unstimulated cells incubated with 100 uM EdU (open diamonds), stimulated cells
incubated without EdU (black diamonds). Results are presented as percentages of
CD3"EdU™ cells among T cells (means +/— standard deviations).

by the manufacturer. First, we tested in similar stimulation
conditions an alternative fixative solution containing form-
aldehyde. Results are presented in Supplementary Fig. 2A-B.
We observed that the change of fixative solution did not
modify percentages or EQU-AF488 MFI of proliferating T cells.
Therefore, in further experiments, we used this alternative
fixative reagent instead of the kit's fixative solution. Regarding
reaction cocktail volume, while the manufacturer's recommen-
dations were to use 500 L of this solution; we first tested the
reduction to a lower volume of 250 L per tube, then, in a
second set of experiments, of 100 pL per tube. We did not
observe any difference regarding percentages of proliferating
cells or EAU-AF488 MFI when using 500 pL or 250 pL reaction
cocktail (data not shown). However, while the percentages
of proliferating lymphocytes were overall not affected, the
reduction of this volume to 100 pL was associated with a
significant reduction of EAU-AF488 MFI in proliferating cells.
This led to a lower resolution between proliferating and non-
proliferating T cells (Supplementary Fig. 2C-D). Therefore in
further experiments, a volume of 250 pL reaction cocktail was
systematically used.

Thus our final optimal protocol for cell stimulation and EdU
staining was defined. After 72 h stimulation with mitogens,
PBMC were incubated with 10 uM EdU for 2 h, labeled with
APC-labeled anti-CD3 antibodies, fixed with alternative fixative
solution, permeabilized and incubated with 250 pL of reaction
cocktail, before being analyzed on flow cytometer.

3.2. Repeatability and reproducibility

Using this protocol, we next designed an experiment to
assess both repeatability and reproducibility. Briefly, as shown
in Fig. 4A, responses to PHA and OKT3 stimulations were
compared between 3 different experiments. After PBMC pu-
rification and an overnight cell seeding, cell stimulations
were either started on Day 1 or on Day 2 (after one additional
day in cell media at 37 °C, 5% CO,). On Day 4, EdU protocol was
either performed at TO or at TO + 4 h. Moreover, each
condition was performed with 4 to 5 technical replicates and
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seeding day). On Day 4, EdU protocol was performed at TO or TO + 4 h. Five replicates were performed for each condition (n = 4 healthy volunteers—HV1
to HV4) (B) Coefficient of variations (CV) for intra-replicate repeatability. C. CV for intra-experiments reproducibility.

on 4 healthy volunteers. For repeatability experiments (intra-
replicates variations), coefficients of variation (CV) were <15%
for OKT3 (except for one outlier) and <9% for PHA stimulations
(Fig. 4B). Reproducibility CV (intra-experiments variations) were
excellent for both OKT3 and PHA stimulations (respectively
<14%—except for one outlier—and <7%, Fig. 4C). Moreover,
beyond the good quality of the technique, these results further
show that cell stimulation can be delayed by at least a day
after cell purification without any alteration of the proliferative
response.

3.3. Cell staining stability

To address clinical laboratories time constraints (such as
non-working days or flow cytometer availability) we evaluated
the stability of EAU cell staining after 3 or 7 days of storage
at 4 °C in the dark. PBMC from 2 healthy volunteers were
stimulated for 72 h with either OKT3 or PHA, stained and
stored at 4 °C in capped flow cytometry tubes. Each tube
was processed three times with the same flow cytometer: at

Day 0 (same day as staining), Day 3 and Day 7 (Supplementary
Fig. 4). We did not observe any significant modification of the
percentages of proliferating T cells or any decrease in EdU-
AF488 MFI in proliferating cells between the three time points.
Therefore we concluded that EdU staining is stable for at least a
week when cells are stored at 4 °C away from light. Taken
together, the possibility to delay, first, cell stimulation for at
least 24 h, and second, cytometer processing of labeled cells for
at least a week, makes this test flexible enough to comply with
clinical laboratories constraints.

3.4. Minimum cell number per test

Finally, considering the very low number of cells often
available in clinical samples, especially in pediatrics, we
wondered if we could reduce the minimum number of cells
per test. We tested 4 different cell concentrations, correspond-
ing to 25 x 103 to 200 x 10> cells in a constant volume of
200 pL per well. PBMC were then stimulated with either
OKT3 or PHA for 72 h before being processed according to the
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protocol described above. Results are shown in Supplementary
Fig. 5. When decreasing the number of cells per test, we did
not observe any decrease in the percentages of proliferating
T cells or any dispersion of the replicates, whatever the
stimulation. Therefore we concluded that the number of
cells per well could be lowered to a minimum of 25 000 cells
in 200 pL of culture media.

3.5. Comparison with [PHJ-thymidine incorporation assay

3.5.1. Healthy volunteers

In order to perform a comparison-of-method study between
EdU and [>H]-thymidine incorporation assays; we compared cell
proliferations measured by both techniques in parallel on blood
samples from healthy volunteers (n = 30). Cells were stimulated
with increasing concentrations of the most commonly used
stimulants: mitogens (PHA, ConA, PWM, PMA), specific T cell
stimulant (OKT3) and recall antigen (tuberculin). Stimulation
conditions and experimental design are described in Supple-
mentary Fig. 6. Briefly, PBMC were extracted and seeded on
Day 0, stimulated on Day 1 with increasing doses of stimulants,
incubated for 48 h (e.g., PHA) to 120 h (tuberculin). EdU staining
was performed on the same day as [>H]-thymidine harvesting
and scintillation measurement. For each stimulant, the experi-
ment was repeated on 4 to 6 different healthy donors.

Fig. 5 shows the results of the comparison-of-methods
study between [*H]-thymidine and EdU incorporation assays.
We observed a strong correlation between cell proliferations
measured with the two techniques. Indeed the Spearman cor-
relation coefficient r was equal to 0.9084 (p < 0.0001). We
therefore concluded that there was a good correlation between
results obtained with [*H]-thymidine assay and EdU incorpo-
ration measurement in healthy volunteers.

3.5.2. Patients
Following excellent results obtained on healthy volunteers'

blood samples, we next evaluated EdU flow cytometry assay in

1000000 7

Incorporated [3H]-thymidine scintillation (cpm)

patients' samples. We compared results obtained with both
technique on blood samples taken either from septic patients
(n = 8), or from pediatric patients with suspicion of primary
immunodeficiencies (from routine workload, n = 3, immuno-
logical data described in Table 1).

PBMC were stimulated with PHA and, based on the
thresholds routinely used in our clinical lab for [*H]-thymidine
assay, patients were qualified either as low responders or
responders, as shown in Fig. 6A. Importantly, we observed that
patients’ classification was similar with both techniques.

In addition, we compared the PHA-induced T cell prolif-
eration from septic patients with responses of healthy volun-
teers. In accordance with previous results obtained with [H]-
thymidine assay (Venet et al., 2012; Guignant et al., 2011), septic
patients presented with decreased T cell proliferation compared
to healthy volunteers (Fig. 6B). Therefore we concluded that EdU
flow cytometry technique is likely to provide identical diagnostic
conclusion as the [*H]-thymidine-based technique.

4. Discussion

The main goal of this study was to assess whether LTT
performed by flow cytometry based on EdU incorporation
assay could replace the gold standard technique based on [*H]-
thymidine incorporation in clinical laboratories conditions.

Therefore we first defined optimal protocol for EAU assay.
It consisted in PBMC stimulation (2 x 10° cells/well) during
various incubation times depending on proliferative agents,
then on DNA labeling with 10 uM EdU during 2 h, followed by
CD3 cell surface staining, fixation and activation with 250 pL
reaction cocktail before flow cytometry processing. Using this
protocol, we obtained good repeatability and reproducibility
results for such manual technique. Moreover, we showed the
flexibility of this technique regarding stimulation initiation
(which can be delayed by 24 h after cell purification) and
flow cytometer processing (which can be delayed by 7 days
after cell staining); which will facilitate the implementation of
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Fig. 5. Comparison-of-method study between [*H]-thymidine and EdU incorporation assays. For experimental conditions see Supplemental Fig. 6. Each point represents
the mean of a triplicate for one stimulation condition in one healthy volunteer (n = 30 donors). Regression curve is shown. Cpm: counts per minute.
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Table 1
Immunological data of pediatric patients with suspicion of primary immunodeficiencies.
Age Sex Lymphocytes T lymphocytes B lymphocytes NK cells Diagnostic
cD3* cD3*CD4*  CD3*CD8*  CD20* CD37CD16™
and/or CD56™"
Patient 1 16 F 1698 1409 679 713 170 119 Congenital
30 83 42 40 10 7 hypogammaglobulinemia
Normal 1400-4170 1100-2750  550-1600 400-1050 250-550 135-750
values
Patient 2 10 M 1405 1180 843 295 141 56 No immunological deficit
60 84 60 21 10 4
Normal 1440-5340 1060-3370  420-1930 410-1380 230-1130 145-600
values
Patient3 1,5 M 5540 3379 2271 831 1496 609 Undetermined
52 61 41 15 27 11
Normal 3430-8700 2025-4775  1325-3225  600-1930 580-2570 200-900

values

Data were obtained by flow cytometry technique using internal calibrator for absolute values, expressed as number of cell per microliter of blood. Numbers in italic font
are percentages. Lymphocyte percentage is expressed as percentage of circulating white blood cells; CD3, CD4 and CD8 T lymphocytes, B lymphocytes and NK cells,
as percentage of lymphocytes; ages are expressed in years. Matched age absolute normal values are indicated.

this test in clinical labs that do not function 24/7. In addition,
we demonstrated that this protocol can be performed on
a very low number of cells (down to 25 000 PBMC), which
is a crucial parameter when dealing with limited blood
volumes (pediatric samples) or lymphopenic blood samples
(bone marrow transplants). Most importantly, in our hands,
comparison-of-methods study between this EAU protocol
and [®H]-thymidine assay on healthy volunteers' samples
provided very good results. When working on clinical samples,
we similarly observed that results from this EdU assay led to an
identical patients' classification in low responders and re-
sponders as the gold-standard [*H]-thymidine assay. Interest-
ingly, we also confirmed, with this novel technique, the
previously observed reduced proliferative response in septic
shock patients compared with healthy volunteers (Venet
et al., 2012; Guignant et al., 2011).

Overall, these results show that the EdU incorporation assay
allows for the measurement of LTT response with similar
performances as [>H]-thymidine assay in routine lab condi-
tions. Moreover, as this test uses a non-radioactive technique; it
represents a considerable advantage over the [*H]-thymidine
assay at a time when radioactivity is being progressively
banned from hospital labs. Therefore, the EAU incorporation
assay probably represents a robust non-radioactive alternative
test to the [>H]-thymidine assay for LTT evaluation in clinic.

Previous studies compared EdU flow cytometry assay with
[®H]-thymidine incorporation test (Yu et al., 2009; Sun et al,,
2012). However both were conducted on murine splenocytes.
Our study is thus the first to evaluate EAU incorporation assay
on human circulating T lymphocytes. This could explain the
minor discrepancies observed between our results and previ-
ous works regarding optimal protocol conditions. In addition,
we optimized the EdU protocol in order to fit with clinical
routine lab constraints, such as reducing time to results. This
could lead to protocol adaptations that would not have been
necessary in basic research conditions. Finally, our work is the
first to evaluate this technique in clinical samples from patients
with suspected immunodeficiencies.

Several techniques have been developed to measure cell
proliferation: detection of cell cycle specific antigens like
Ki-67, cell division tracking through DNA incorporating dyes,
such as propidium iodide, or through membrane dyes, such as

PKH26. The two most commonly used flow cytometry tech-
niques for lymphocyte proliferation measurement in research
laboratories are the 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) and the
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) incorporation
based assays.

In the first technique, BrdU is a thymidine analog; which is
incorporated into DNA during cell proliferation similarly to
[*H]-thymidine or EdU. However, as opposed to EdU; which
is detected through a azide-coupled fluorochrome reactions
(small molecules that only require cell membrane perme-
abilization and can bind to EdU on hellicoidal DNA (Buck et al.,
2008; Ranall et al, 2010)), its detection requires antigen
retrieval by acid (Gonchoroff et al, 1986), heat (Dolbeare
et al,, 1985), UV exposure(Hammers et al., 2002), or DNAse
treatment (Gonchoroff et al,, 1986; Rothaeusler & Baumgarth,
2006) and permeabilization of both cell and nucleus membranes
to allow for anti-BrdU antibodies entry into the cells. It is usually
dedicated to cell cycle analysis rather than LTT measurement.

In the second technique, CFDA-SE, a cell-permeant mole-
cule, enters the cells, where intra-cellular esterases turn it into
CFSE, a fluorescent and less membrane-permeant molecule
able to covalently bind amino groups. Cell proliferation is
then measured through the halving of the cell fluorescence
consequent to each cell division (Lyons & Parish, 1994).
Because of its mechanism, CFSE labels every cell present
in the culture, including cell populations that may be
different from the population of interest. As a consequence,
the detection of a low proliferative response of a small cell
subpopulation in a complex sample may be difficult by using
this technique. This is exemplified by the spectral properties
of CFSE that can make peak resolution challenging (Begum
et al,, 2013). For these reasons, CFSE approach is more
commonly used for experimental approaches, in particular
to evaluate the number of cell divisions during proliferation.
With that said, analytical characteristics (e.g., repeatability,
reproducibility, stability of fluorescence overtime...) of CFSE
staining for LTT evaluation in clinical samples are not known.
A comparison of methods between CFSE and EdU techniques
for LTT should be performed in a future study.

Other techniques such as the quantification of blast formation
after stimulation have been tested in clinic (Marits et al., 2014).
Compared with BrdU, CFSE, or EdU assays, this protocol is
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simpler and shorter. However, depending on the stimulant,
it could be up to 3 days longer than the EdU assay. Furthermore,
lymphocyte proliferation is only evaluated through cell in-
crease in size during blast formation that can be detected as an
increase in forward scatter by flow cytometry. Obviously, this
is not as specific to cell proliferation as base incorporation
into DNA as in EdU protocol. Additionally, as for CFSE assay,
analytical performances (repeatability, reproducibility) still
need to be evaluated.

A drawback of EdU protocol might be its cost. Indeed, in
our hands, it remains slightly higher than the cost of the
[2H]-thymidine assay, when taking into account cell culture,
testing reagents, instruments and machines, waste management,
and technician handling time. However, this drawback is likely to
be minimized, as the technique is still recent and its cost may be
reduced in a close future if this assay is implemented in routine

labs. Moreover the many advantages of this assay (especially the
absence of radioactivity) make the additional cost worth it.
Another aspect that needs to be evaluated is the possibility
to perform EdU incorporation assay in whole blood, as it
would represent an easier and faster approach. This needs to
be evaluated in a further study.

In conclusion, with good analytical performances and a high
correlation with the gold standard technique of [*H]-thymidine
uptake, we demonstrated that EAU incorporation assay is a
relevant non-radioactive candidate for LTT evaluation in clinic.
Upon validation in larger cohorts of patients, we anticipate that
routinely replacing the [*H]-thymidine gold standard tech-
nique by this new innovative flow cytometry technique in
clinical immunology laboratories is a reasonable strategy.

Supplementary data to this article can be found online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.jim.2014.10.006.
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lll.1 - Contexte
Diverses études ont montré que certains ligands des TLR étaient capables
d’activer les lymphocytes T. Or I'implication de ces ligands dans l'induction des ALIS a
été peu étudiée a ce jour. Il a été établi que la pré-incubation de PBMC (priming) en
présence de LPS induit un état de tolérance monocytaire similaire a celui observé chez
les patients septiques (tolérance a l'endotoxine). La possibilité qu'un priming LPS

induise des altérations lymphocytaires similaires aux ALIS n’a pas été évaluée.

1.2 - Description de I’étude

Cette étude avait pour but d’évaluer ex-vivo si les fonctions des lymphocytes T
étaient affectées par une incubation avec du LPS (mimant une infection bactérienne),
afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans
I'induction des ALIS. Nous avons donc évalué I'effet d"un priming LPS de PBMC sur la
prolifération et la production de cytokines des lymphocytes T en réponse a divers

stimuli.

.3 - Conclusion
Nous avons montré que le priming LPS n’avait pas d’impact direct sur la
fonctionnalité des lymphocytes T. Néanmoins ce priming agit sur les monocytes en
diminuant leur capacité d’activation des lymphocytes T: ce modéle récapitule

probablement des mécanismes indirects en jeu dans 1'induction des ALIS.
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Abstract

Context

Sepsis is characterized by the development of adaptive immune cell alterations, which
intensity and duration are associated with increased risk of health-care associated infec-
tions and mortality. However, pathophysiological mechanisms leading to such lymphocyte
dysfunctions are not completely understood, although both intrinsic lymphocyte alterations
and antigen-presenting cells (APCs) dysfunctions are most likely involved.

Study

The aim of the current study was to evaluate whether lipopolysaccharide (LPS, mimicking
initial Gram negative bacterial challenge) could directly impact lymphocyte function after
sepsis. Therefore, we explored ex-vivo the effect of LPS priming on human T lymphocyte
proliferation induced by different stimuli.

Results

We showed that LPS priming of PBMCs reduced T cell proliferative response and altered
IFNy secretion after stimulation with OKT3 but not with phytohaemagglutinin or anti-CD2/
CD3/CD28-coated beads stimulations. Interestingly only LPS priming of monocytes led to
decreased T cell proliferative response as opposed to LPS priming of lymphocytes. Impor-
tantly, LPS priming was associated with reduced expression of HLA-DR, CD86 and CD64
on monocytes but not with the modification of CD3, CTLA4, PD-1 and CD28 expressions on
lymphocytes. Finally, IFNy stimulation restored monocytes accessory functions and T cell
proliferative response to OKT3.

Conclusion

We conclude that LPS priming does not directly impact lymphocyte functions but reduces
APC’s capacity to activate T cells. This recapitulates ex vivo indirect mechanisms
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participating in sepsis-induced lymphocyte alterations and suggests that monocyte-target-
ing immunoadjuvant therapies in sepsis may also help to improve adaptive immune dys-
functions. Direct mechanisms impacting lymphocytes being also at play during sepsis, the
respective parts of direct versus indirect sepsis-induced lymphocyte alterations remain to
be evaluated in clinic.

Introduction

Septic syndromes represent a major healthcare problem worldwide accounting for a high num-
ber of deaths every year [1,2].

Sepsis is characterized by the development of a phase of immunosuppression affecting both
innate and adaptive immunity. In particular, T cells are deeply altered. After a massive apopto-
sis, the remaining T cells are anergic, display lower proliferation and secretion of pro-inflam-
matory cytokine after ex-vivo stimulation. In addition, circulating lymphocytes in septic
patients present an exhausted phenotype, characterized by lower levels of CD3 and co-stimula-
tory molecule, increased expression of co-inhibitory receptors such as PD-1 (programmed cell
death receptor-1) or CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated protein 4) [3,4]. Many studies
have demonstrated an association between intensity and length of sepsis-induced T cell anergy
and/or lymphopenia and increased risk of HAI (healthcare associated infections) and mortality
[5,6]. This constitutes the rational for innovative therapeutic interventions (such as rhIL-7
(recombinant human interleukin-7) or anti-PD-1/PD-L1 (PD-1 ligand) antibodies) targeting
these lymphocyte alterations that are now considered in the treatment of septic patients [7].

However, pathophysiological mechanisms leading to such lymphocyte dysfunctions are not
completely understood. In particular, a potential direct effect of the initial infectious challenge
on lymphocyte effector functions has never been evaluated in the context of sepsis.

Therefore, the aims of the current study were to explore lymphocyte functions after LPS
(lipopolysaccharide, mimicking initial Gram negative infection) challenge ex-vivo in order to
improve our understanding of sepsis-induced T cell alterations pathophysiology and to estab-
lish a lymphocyte functional tests that would help patients’ stratification in clinical trials.
Therefore, we evaluated the effect of LPS priming on lymphocyte proliferation and cytokine
production induced by different stimuli ex-vivo.

Material and Methods

Healthy volunteers

Whole blood samples were purchased from the Etablissement Frangais du Sang (EES) (n = 50
different donors, aged 21 to 65, 39 men and 11 women). According to EFS standardized proce-
dures for blood donation, written informed consent was obtained from HVs (healthy volun-
teers) and personal data for blood donors were anonymized at time of blood donation and
before blood transfer to our research lab. This work belongs to a global study on ICU-induced
immune dysfunctions which has been approved by our Institutional Review Board for ethics
(“Comité de Protection des Personnes Sud- Est II”, Ref 2014-003).

Cell isolation and seeding

PBMC (peripheral blood mononuclear cells) were obtained by Ficoll gradient centrifugation.
Monocyte depleted PBMC were obtained using RosetteSep™ Human Monocyte Depletion
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Cocktail (Stem Cell, Vancouver, Canada), according to manufacturer’s instructions. T cells were
isolated through negative selection using the RosetteSep™ Human T Cell Enrichment Cocktail
(Stem Cell), according to manufacturer’s instructions. Monocytes were isolated through positive
CD14 selection, using CD14 MicroBeads, MS columns and MiniMACS™ Separator, according to
manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

Cell culture

Cells were diluted to working concentration (1x10° cells/mL unless otherwise stated) in com-
plete culture medium: RPMI 1640 (Eurobio, Les Ulis, France) supplemented with 10% SAB
(AB human serum, Life technologies, Carlsbad, CA, USA), 2 mM L-Glutamine (Eurobio),

2 ug/mL Fungizone (Gibco, Life technologies), 20 U/mL penicillin and 20 pg/mL streptomycin
(Peni 10000 UI/Strepto 10000 pg, Eurobio), and incubated at 37°C in humidified 5% CO,
atmosphere.

LPS priming. Cells were treated overnight with either medium or various concentration
of LPS (from 0.01 to 1000 ng/mL) mix of gel filtration chromatography purified LPS from
Escherichia coli O111:B4, O55:B5, O0124:B8, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

IFNy treatment. Following LPS priming, PBMC were washed with PBS, re-suspended in
complete medium, treated with either medium or 100 ng/mL of human recombinant inter-
feron gamma-1b (IFNy, Immukin, Boehringer Ingelheim, Germany) and incubated at 37°C in
humidified 5% CO, atmosphere. For proliferation assay, T cell stimulant was added simulta-
neously with IFNy.

T cell proliferation assay

T cells were stimulated 72h at 37°C in humidified 5% CO, atmosphere with one of the follow-

ing stimulants: anti-CD2/CD3/CD8 antibodies-coated beads (o«CD2/3/28-Abs coated beads, T
cell activation/expansion kit, Miltenyi Biotec, 1 bead for 2 cells), 4 pg/mL phytohemagglutinin
(PHA, Oxoid), 25 ng/mL anti-CD3 antibody (OKT3, mouse monoclonal IgG2a,k, Tonbo Bio-
sciences, San Diego, CA, USA).

T cell proliferation was then evaluated using the Click-iT® flow cytometry assay (Life-
Technologies, Carlsabad, CA, USA), as previously described [8]. Flow cytometry analyses were
performed on a Navios flow cytometer (Beckman Coulter). CD3" cells were first selected
among total events based on a monoparametric CD3-allophycocyanin (APC) histogram (APC
labeled anti-CD3 antibody, mouse monoclonal IgG1, clone UCHT1, Beckman Coulter). Then
the percentage of EAU" cells among CD3" cells were measured on a monoparametric
EdU-AF488 histogram. For every experiment, a minimum of 2.5x10> CD3" cells was recorded.
Data were analyzed using Kaluza software (version 1.2, Beckman Coulter).

IFNy concentration dosage in cell supernatants

After PBMC culture, culture plates were centrifuged, supernatants harvested and stored at
-80°C. All tested supernatants were thawed simultaneously and the Bio-Plex Pro™ Human
Cytokine 8-plex Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) was performed on 50pL of each superna-
tant in duplicates, according to manufacturer’s instructions, and processed with a BioPlex 200
(Bio-Rad). Results were analyzed with the BioPlex Manager software 6.1.

Flow cytometry immunophenotyping

Multiparametric flow cytometry panels were used to characterize expressions on monocytes
and lymphocytes of various receptors. Antibodies were: PC7 (PE (phycoerythrin)-cyanin7)
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labeled anti-CD64 antibody (mouse monoclonal IgG1, clone 22,Beckman Coulter), PB (pacific
blue) labeled anti-CD14 antibody (mouse monoclonal IgG22a, clone RMO52, Beckman Coul-
ter), PE-labeled anti-CD86 antibody (mouse monoclonal IgG2b,x, clone IT2.2 Biolegend, San
Diego, CA, USA), Allophycocyanin-labeled anti-CD80 antibody (mouse monoclonal IgG1,
clone MAB104, Beckman Coulter), PC7 labeled anti-HLA-DR antibody (human leukocyte
antigen-DR) (mouse monoclonal IgG2ax, clone L243, Biolegend), PE labeled anti-PD-1 anti-
body (goat polyclonal IgG, R&D systems, Mineapolis, MN, USA), PC7 labeled anti-CD28 anti-
body (mouse monoclonal IgG1, clone CD28.2, Beckman Coulter), APC-labeled anti-CTLA4
antibody (mouse monoclonal IgG1x, clone L3D10, Biolegend, San Diego, CA, USA), and PB
labeled anti-CD3 antibody (mouse monoclonal IgG1, clone UCHT1, Beckman Coulter). Cor-
responding isotypic antibodies labeled with the same fluorophores and purchased from the
same suppliers were used as controls. Regarding monocyte receptor evaluation, CD14" cells
were first selected among total events based on a bi-parametric CD14-PB/side scatter plot.
Then the MFI (means of fluorescence intensity) of each parameter on CD14" cells were mea-
sured on mono-parametric histograms. For every experiment, a minimum of 2.5x10° CD14"
cells was recorded.

Regarding T cell receptor expression evaluation, CD3" cells were first selected among total
events based on a bi-parametric CD3-PB/side scatter plot. Then the MFI of each parameter on
CD3" cells were measured on mono-parametric histograms. For every experiment, a minimum
of 2.5x10° CD3" cells was recorded.

Statistics

For each individual, technical replicates (a minimum of 2 per measurement) were summarized
by their means. Such individual values are presented in the figures. In addition, for each condi-
tion, individual values are summarized on the plots by a horizontal line representing the mean
of a given condition. Non parametric Wilcoxon matched paired signed rank test was used to
evaluate the significance of quantitative measurements (the effect of the priming of T cells,
monocytes or both on T cell proliferative response to OKT?3, the restorative effect of IFNy on
decreased lymphocyte proliferation after LPS priming). Differences between groups were con-
sidered statistically significant for P-values lower than 0.05. Regarding dose-response effect of
LPS priming on T cell proliferative response or production of IFNY, the goodness of fit of the
dose-response curve obtained was assessed through fitting the experimental data to a dose-
response model for an inhibitor. The adequacy of the fit is measured by the r*. An r*> 0.5 was
considered as a strong adequacy between observed data and the model therefore showing a
dose-response effect. Anova analysis was performed to evaluate (i) the impact of LPS stimula-
tion and the dose of LPS on T cell proliferative response; (ii) the impact of LPS stimulation,
stimulation time, and interaction of both on monocyte expression of HLA-DR, CD64, CD86
and CD80. A statistically significant impact of the variables was considered for P-values lower
than 0.05.

Results
Decreased lymphocyte effector functions after LPS priming

Sepsis-induced lymphocyte anergy is characterized by decreased effector functions (i.e. prolif-
eration and cytokine production) in response to ex vivo stimulation [7,9]. Therefore, we tested
the effect of LPS priming (mimicking initial Gram negative infectious challenge) on lympho-
cyte effector functions after incubation with different stimuli (PHA, anti-CD2/CD3/
CD28-coated beads and OKT?3) on cells from healthy donors [10-12].
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OPLOS | one

Lymphocyte Proliferation and LPS Priming

First, lymphocyte proliferative response was evaluated. We did not observe any effect of
LPS-priming on PHA- or anti-CD2/CD3/CD28-coated beads-induced lymphocyte prolifera-
tion independently of LPS concentration used during the priming phase (Fig 1A and 1B). In
contrast, LPS priming induced a strong decrease in T cell proliferative response after OKT3
stimulation (Fig 1C). Importantly, this decrease was dose-dependent (* = 0.78) of LPS concen-
tration (Fig 1C).

In order to exclude a putative dose effect of proliferation stimuli on these initial observa-
tions; we tested the effect of LPS priming on lymphocyte proliferation induced by lower stimuli
concentrations. As shown in Fig 2A and 2B, no effect of LPS priming was observed on lympho-
cyte proliferation induced by PHA or anti-CD2/CD3/CD28-coated beads regardless of their
concentrations levels. In marked contrast, after LPS priming, we observed a complete suppres-
sion of T cell proliferative response induced by OKT3 (P<10~%), for every tested concentration
(Fig 2C).

Based on these preliminary results, we evaluated another important aspect of sepsis-induced
lymphocyte anergy, the decreased cytokine production [13,14]. Hence, IFNY concentrations
were measured in culture supernatants of LPS-primed PBMCs after OKT3 stimulation. As
shown in Fig 3, in addition to the reduced proliferation, we also observed a dose-dependent
(* = 0.53) effect of LPS priming on the reduction of IFNy secretion induced after OKT3
stimulation.

Therefore, in this first set of experiments, we have shown that OKT3-induced lymphocyte
proliferation and IFNy production were altered after LPS priming ex vivo.

Monocytes mediate the decreased lymphocyte proliferation after LPS
priming

In order to understand the putative mechanisms leading to decrease T cell proliferation, we
investigated which cell populations could be involved in LPS-priming effect. In particular, we
wanted to know if LPS priming acts directly on T cell to affect their proliferation or may
require interactions with other cells such as antigen presenting cells (APC). This aspect has
never been investigated before.

Therefore, the effect of LPS priming on OKT3-induced proliferation was first tested on iso-
lated T cells in comparison with PBMCs from the same donor. We did not observe any evi-
dence that OKT3 induces proliferation on isolated T cells. In the contrary, PBMCs stimulated
with OKT?3 were induced to proliferate, but LPS priming decreased their proliferative responses
(Fig 4A). This result shows that OKT3 stimulation requires the presence of accessory cells to
induce T cell proliferation in accordance with the literature [15-17].

Among accessory cells, we next investigated the role of monocytes in our model. T cell pro-
liferative responses induced by OKT?3 were thus evaluated in monocyte-depleted PBMCs cul-
tures. Consistently with our previous results, we observed that OKT3 stimulation did not
induce any T cell proliferation if monocytes were depleted, while PBMC proliferations as well
as the inhibitory effect of LPS priming on these proliferative responses from the same donors
were conserved (Fig 4B). This highlights the central role of monocytes in this model and sug-
gests that the reductive effect of LPS priming on OKT3-induced lymphocyte proliferation
might be mostly mediated by monocytes.

To confirm this aspect, we designed experiments in which purified T cells and purified
monocytes were first primed separately by LPS before being co-cultured to evaluate OKT3-in-
duced proliferation (Fig 4C). We observed that T cell proliferative response to OKT3 was
decreased only when monocytes where primed with LPS, while LPS priming of purified T cells
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Fig 1. LPS dose-dependently decreases T cell proliferative response to OKT3. PBMC were primed
overnight with LPS concentrations ranging from 0.01 ng/mL to 100 ng/mL (in case of OKT3 stimulation) or
from 0.1 ng/mL to 1000 ng/mL (in case of anti-CD2/CD3/CD28-coated beads and PHA stimulations). Then
PBMC were stimulated with 4 ug/mL PHA (A), 0.5x10° anti-CD2/CD3/CD28-coated beads/mL (B), or 25 ng/
mL OKT3 (C) for 72h. T cell proliferation was measured by flow cytometry and results are expressed as
percentages of proliferating cells among total T cells. Each experiment was performed onn =3 to 4 HV.
Technical replicates were summarized by the mean for each individual. For each condition, individual values
are summarized on the plots by a horizontal line representing the mean of a given condition.

doi:10.1371/journal.pone.0144375.g001

had no effect (Fig 4D). This confirms that LPS priming affects monocytes to reduce OKT3-in-
duced T cells proliferation in our model.
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Fig 2. LPS decreases only T cell proliferative response to OKT3. PBMC were first treated with medium
(white points) or primed with 10 ng/mL LPS (black points), then cells were stimulated with 0.1 to 4 ug/mL PHA
(A), or 63x10° to 500x10? anti-CD2/CD3/CD28-coated beads /mL (B), or 5 to 50 ng/mL OKT3 (C) for 72h. T
cell proliferation was measured by flow cytometry and results are expressed as percentages of proliferating
cells among total T cells. Each experiment was performed on n = 4 HV. Technical replicates were
summarized by the mean for each individual. For each condition, individual values are summarized on the
plots by a horizontal line representing the mean of a given condition.

doi:10.1371/journal.pone.0144375.9002

Finally, to evaluate how LPS priming of monocytes could participate in their reduced capac-
ity to induce OKT3-mediated proliferation; we measured CD64, HLA-DR, CD86, and CD80
expressions on these cells during incubation with LPS. Indeed, it has been shown that co-stim-
ulations through MHC II molecules, CD80 and CD86 co-receptors as well as FcyRI (CD64)
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Fig 3. LPS dose-dependent reduction of IFNg secretion by T cells in response to OKT3 stimulation.
PBMC were primed overnight with 1 ng/mL, 10 ng/mL or 100 ng/mL LPS. Then PBMC were stimulated with
25 ng/mL OKT3 for 72h before the surpernatant was recovered for IFNy measurement. Each experiment was
performed on n =4 HV. Technical replicates were summarized by the mean for each individual. For each
condition, individual values are summarized on the plots by a horizontal line representing the mean of a given
condition.

doi:10.1371/journal.pone.0144375.g003

presentation participate in OKT3-induced proliferation[15,17,18]. We observed that CD64
and CD86 expressions were significantly decreased on monocytes during LPS priming
(P<0.05) whereas CD80 expression was not modified (Fig 5A). HLA-DR was not decreased
during priming (Fig 5A2) but significantly decreased during the following days (data not
shown). This suggests that these decreased co-stimulatory molecules expressions after LPS
priming may participate in the lowered T cell proliferative response observed after OKT3 stim-
ulation of primed PBMCs. To note, LPS priming had no effect on CD28, CTLA4, PD-1 and
CD3 expressions on T lymphocytes (Fig 5B).

Taken together, these results showed that LPS priming acts on monocytes to impair
OKT3-induced lymphocyte proliferation through an alteration of monocytes’ accessory cell
functions. Importantly, in this model, LPS priming does not appear to have any direct effect on
lymphocytes.

Ex vivo restoration of lymphocyte proliferation after LPS priming

Finally, we tested the effect of an immunoadjuvant therapy (i.e. IFNYy), known to restore mono-
cyte functions, on lymphocyte proliferative response and monocytes accessory cell functions ex
vivo after LPS priming.

As shown in Fig 6, we observed that IFNYy treatment significantly improved OKT3-induced
T cell proliferative response after LPS priming (while IENy treatment alone did not affect T cell
proliferative response to OKT3, data not shown). In addition, we observed that this was associ-
ated with increased CD64, HLA-DR and CD80 monocyte expressions (Fig 7).

This confirms that, after LPS priming, IFNy treatment can improve T cell proliferative
response through the restoration of monocyte’s accessory functions.

Discussion

The pathophysiology of sepsis associates a complex interplay between pro- and anti-inflamma-
tory responses alternatively predominating overtime [7]. Indeed, while initial overwhelming
pro-inflammatory response occurs after septic shock (responsible for organ dysfunctions and
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doi:10.1371/journal.pone.0144375.9004

early deaths); anti-inflammatory mechanisms rapidly develop in patients that survive this ini-
tial peak of cytokine production. If persisting overtime, such compensatory immune response
might become deleterious, as it could lead to major immune alterations [13,14]. Indeed, during
sepsis, immune dysfunctions affecting both the innate and the adaptive immune responses
have been described. Importantly, several clinical studies showed that the intensity and dura-
tion of sepsis-induced immune alterations are associated with increased risk of death and HAI.
This represents the rational for novel clinical trials testing immuno-adjuvant therapies in septic
patients that present with such immune alterations [7].
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Fig 5. LPS priming alters monocyte T cell accessory cell function but not T cell receptor expression. PBMC were treated with medium or 10 ng/mL
LPS and flow cytometry phenotyping was performed every 2h for 8h. Four markers were studied on monocytes (A): CD64 (A1), HLA-DR (A2), CD86 (A3)
and CD80 (A4). For each marker, mean fluorescence intensities (MFI) on CD14" cells were measured. Four markers were studied on T cells (B): CD3 (B1),
CD28 (B2), CTLA-4 (B3) and PD-1 (B4). For each marker, mean fluorescence intensities (MFI) on CD3* cells were measured. MFI ratio were calculated as
follow = MFI of LPS treated cells divided by the MFI of the medium-treated cells at the same time point. The experiments were performed onn =4 HV.
Technical replicates were summarized by the mean for each individual. For each condition, individual values are summarized on the plots by a horizontal line
representing the mean of a given condition.

doi:10.1371/journal.pone.0144375.g005

In particular, sepsis-induced lymphocyte alterations are characterized by (i) a marked
decrease in circulating cell number due to increased apoptosis, (ii) phenotypic alterations such
as increased co-inhibitory receptor, decreased CD3 and co-stimulatory receptor expressions,
(iii) reduced TCR diversity, (iv) increased proportion of regulatory T cells and, (iv) functional
alterations such as decreased proliferation and cytokine production ex vivo [4,5,14,19]. This
last aspect is characteristic of lymphocyte anergy / exhaustion with similarities with lympho-
cyte alterations described after chronic viral infections [3]. Importantly, several observational
studies in clinic showed an association between the intensity and duration of sepsis-induced
lymphocyte alterations and increased risk of death or HAT in patients [13,20,21].

Mechanisms leading to such lymphocyte alterations are not completely understood. How-
ever, preliminary studies in patients showed that both antigen-specific and mitogen-mediated
lymphocyte responses are altered after septic shock. Indeed, Manjuck et al. showed the
decreased proliferative response to recall antigen stimulations (tetanus toxoid or candidin) in
patients with sepsis in association with a loss of HLA-DR and CD86 expressions on monocytes
[22]. In addition, the decreased proliferation of septic patients’ lymphocytes after a non-specific
direct stimulation through TCR (anti-CD2/CD3/CD28-Abs coated beads [23]) or to mitogen
stimulation (PHA [24,25]) has been described. Therefore, both intrinsic lymphocyte alterations
as well as antigen-presenting cells dysfunctions are most likely involved in sepsis-induced lym-
phocyte dysfunctions. In that context, the exploration of these aspects ex vivo could help to
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Fig 6. IFNy partially restores T cell proliferative response to OKT3. PBMC were treated or not overnight
with 10 ng/mL LPS, washed and then treated simultaneously or not with 100 ng/mL IFNy and 25 ng/mL OKT3
for 72 h before T cell proliferation measurement (Black circles: cells primed with LPS and treated with
IFNy+OKT3; open circles: cells primed with LPS and treated with OKT3 but with no IFNy treatment). T cell
proliferation was measured by flow cytometry and results are expressed as percentages of proliferating cells
among total T cells. In addition, results are normalized versus proliferation measured after OKT3 stimulation
without any LPS priming or IFNy treatment (control condition). Results are expressed as percentages to the
reference proliferative response. The experiments were performed on n = 6 HV. Technical replicates were
summarized by the mean for each individual. For each condition, individual values are summarized on the
plots by a horizontal line representing the median of a given condition.

doi:10.1371/journal.pone.0144375.g006
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understand the pathophysiology of sepsis-induced lymphocyte dysfunctions. This represents
the goal of the current study.

In this set of experiments, we investigated whether LPS priming (mimicking initial infec-
tious challenge) could directly act on lymphocytes to affect their effector functions. Indeed,
although TLR activation is the hallmark of the innate immune response, recent evidence dem-
onstrates that adaptive immune cells use these innate signaling pathways as well [26].

We showed that LPS priming of PBMCs led to a reduced T cell proliferative response and
altered IFNY secretion only after OKT3 stimulation, while no effect of LPS priming was
observed on PHA and anti-CD2/CD3/CD28 coated beads-induced lymphocyte responses.
This suggests that LPS does not act directly on T cells to reduce their effector functions but
may impact lymphocyte responses through their interactions with APCs even in a non-antigen
specific manner. Here we present evidence for the indirect effect of LPS on T cells. We provide
the first report showing that only LPS priming of monocytes led to decreased T cell prolifer-
ative response (although the possible impact of positive versus negative purification techniques
of monocytes should be evaluated) as opposed to direct LPS priming of purified lymphocytes.
Importantly, LPS priming effect was associated with decreased HLA-DR, CD86 and CD64
expressions on monocytes but no change in CD28, CTLA4, PD-1 or CD3 expressions on T
cells. Finally, IFNy stimulation of monocytes restored their accessory functions (i.e. increased
CD64, CD80 and HLA-DR expressions) and T cell proliferative response to OKT3.

Importantly, this highlights that, depending on the stimuli used to induce lymphocyte effec-
tor functions, APC-mediated T cell dysfunctions or intrinsic lymphocyte alterations could be
evaluated. Indeed, the 3 stimuli evaluated in the current study use different mechanisms to pro-
mote T cell effector functions. PHA is a lectin that aggregates TCRs at T cell surface, thus lead-
ing to lymphocyte activation [27,28]. Anti-CD2/CD3/CD28-coated beads mimic TCR

stimulation and induce T cell activation with no need for help from APC. Finally, OKT3 is an
anti-CD3 antibody that stimulates TCR with the need for an interaction with APC but in a
non-antigen specific manner. Indeed the mitogenic activity of OKT3 clone is dependent on
monocyte accessory functions. In particular, it correlates with the capacity of the Fc portion of
this antibody to interact with FcRs that are present on phagocytes [16,29] and requires interac-
tions with co-stimulatory molecules such as CD80/CD86 or even HLA-DR [17,18]. This

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0144375 December 7,2015 12/17



OPLOS | one

Lymphocyte Proliferation and LPS Priming

supports the importance to evaluate in parallel several stimuli in clinic to decipher intrinsic
versus extrinsic/ APC-mediated lymphocyte dysfunctions.

Our results show that LPS priming does not directly impact lymphocyte effector functions
in our model. Numerous studies have investigated the effect of TLR4 ligands such as LPS on
lymphocyte effector functions [26]. Several different models were evaluated (in vivo experi-
ments in mice [30-33], ex vivo studies on purified cells [34,35], on various cell populations
(cell lines [36]; PBMC [37,38], purified CD4" T cells [39-41]) with various experimental condi-
tions (for example: LPS dosage ranging from 10ng [30] to 250ug [33]). In addition, a number
of different read-outs were evaluated: (i) cell proliferation [42]; (ii) cell activation [30], (iii) cell
survival / apoptosis [33], (iv) cytokine production [41] or (v) cell adherence [43]. Depending
on the experimental set-up, either an activating or an inhibitory effect or the absence of any
effect of LPS on lymphocytes was observed. In particular, most of the studies that observed a
stimulatory effect of LPS on T cells were performed in mice in vivo; a different experimental
set-up compared with our current study. Indeed, if considering only studies performed with
primary human cells ex vivo, results are less clear. Indeed, while some authors did not observe
any effect of LPS on T cells [40]; some authors reported either a direct stimulating effect of LPS
on T cells [38], a stimulating effect mediated by monocytes [37] or, conversely, a direct [44] or
monocyte-mediated [45] inhibitory effect. Here again, different experimental conditions (work
on purified cells or mixed cell populations, different LPS dosages . . .) could explain these dis-
crepant results. In addition and most importantly, studies showing an immunoadjuvant effect
of LPS on T cell functions evaluated the simultaneous incubation of LPS with T cell stimuli. In
our current experimental protocol, we tested whether a priming phase of T cells with LPS
could impact a subsequent stimulation of lymphocytes. This experimental design was derived
from the model of endotoxin tolerance that has been shown to recapitulate ex vivo monocyte-
induced immune dysfunctions [10].

With that said, our results are in accordance with previous studies that reported no direct
effecy of LPS on T cells [39-41,46]. In particular, Komai-Koma et al. did not observe any effect
of LPS on proliferation and cytokine production of anti-CD3 activated human T cells [40]. To
note, our current experimental protocol (EdU incorporation after 72h of stimulation) does not
permit the evaluation of an “early” stimulating effect of LPS on TCR-induced proliferation.
This specific point now needs to be evaluated in a dedicated study with the use of another read-
out for cell proliferation such as CFSE incorporation.

Interestingly, stimulation of other TLRs such as TLR2 has been repeatedly reported to
improve T cell proliferation and cytokine production in mice and humans [26,40]. Therefore,
despite our negative results, such direct effect of TLR ligands in sepsis-induced lymphocyte
alterations could not be excluded and this remains to be evaluated by, for example, studying
the effect of other TLRs and PAMPs or DAMPS stimulations. For example, Domingez-Villar
et al. set-up a model of T cell exhaustion by treating CD4" T cells with Imiquimod, a TLR7 ago-
nist, and observed a decrease of proliferation and of IFNy production in response to soluble
anti-CD3 and anti-CD28 stimulations. This model was developed to study aspects of lympho-
cyte exhaustion after chronic viral infections (i.e. HIV) which shares characteristics with sepsis
induced T cell anergy [47].

In our model, LPS acts on monocytes/APCs to reduce their capacity to activate T cells. This
is clearly relevant with the pathophysiology of sepsis in which monocyte alterations have been
shown to participate in sepsis-induced lymphocyte dysfunctions [22,48]. Other groups have
reported similar results. For example, the study by Yaqub et al. showed, in a whole blood
model, that LPS stimulation could reduce T cell effector functions induced by TCR/CD3 or
SEB stimulations through the production of PGE2 [49,50]. Interestingly in a second study by
this group, the authors showed that this effect was indeed mediated by monocyte production of
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PGE2 after LPS stimulation [50]. Similarly, Wolk et al. showed that LPS priming of mononu-
clear cells down-regulated MHC II molecules and CD86 expressions, as observed in the current
study, in association with diminished T-cell proliferation and IFNy production in response to
presentation of different recall antigens [45]. In the current study, we extend these previous
results by showing that not only antigen-specific but also antigen non-specific monocyte-medi-
ated lymphocyte activation (after OKT3 stimulation) is altered after bacterial challenge; an
aspect that was not evaluated in Wolk’s work. This is important since it allows for the study of
monocyte accessory cell functions / co-stimulatory molecule expressions role in sepsis-induced
lymphocyte alterations. This might be of major interest in a context of already starting clinical
trials testing treatments targeting such immune checkpoints in clinic [51,52], and knowing that
such therapies are considered in the treatment of septic shock patients that present with
immune alterations [53,54]. In addition, from a technical perspective, the proliferative
response induced by OKTS3 is of a larger proportion than that induced by recall antigens,
which facilitates its evaluation in particular in a case of a reduced effect.

Finally, similar results have also been observed after monocyte stimulation with other TLR
ligands. For example, Nakagawa et al. stimulated PBMC of healthy volunteers with peptidogly-
can prepared from S. aureus and observed a loss of T cell IFNYy production and proliferation in
response to fixed anti-CD3 antibody plus soluble anti-CD28 antibody stimulation [55]. They
demonstrated that this effect required cell-to-cell contact of T cells with peptidoglycan-stimu-
lated monocytes.

Notably, our results also suggest that therapies that restore APC functions (such as IFNy as
tested here) probably have a positive effect not only on innate immunity but also on adaptive
immune cells after sepsis. This may be of major importance and may have participated in the
positive effect observed for such treatments in the preliminary clinical studies testing these
interventions [56-58]. However, this aspect has not been investigated in these clinical trials,
but should be considered in the forthcoming clinical studies testing immunoadjuvant
therapies.

However, it is highly possible that other mechanisms directly targeting lymphocytes could
also participate in sepsis-induced lymphocyte alterations. One can speculate on the roles of
immunosuppressive cytokines, apoptosis increasing molecules and/or glucocorticoids. How-
ever, this still deserves to be demonstrated in clinic, in particular regarding the respective parts
of direct versus indirect mechanisms of sepsis-induced lymphocyte alterations. To that purpose
and as discussed above, we would recommend that both direct T cell stimuli (such as PHA)
and molecules that require interactions with monocytes to induce lymphocyte proliferation
(such as OKT3) should be evaluated in parallel in the forthcoming clinical studies evaluating
sepsis-induced lymphocyte alterations in clinic.

In this study, we show that LPS priming does not directly impact lymphocyte effector func-
tions. However such stimulation could act on monocytes/APCs to reduce their capacity to acti-
vate T cells. Interestingly, this negative regulation of lymphocyte proliferation was restored ex
vivo by APC-targeting drugs such as IFNy. We think that our results recapitulate ex vivo the
part played by sepsis-induced innate immune cell dysfunctions in sepsis-induced lymphocyte
alterations. Further work is now necessary to study the respective parts of direct versus indirect
mechanisms of sepsis-induced lymphocyte alterations in clinic and to develop complementary
ex vivo models recapitulating other mechanisms directly leading to sepsis-induced lymphocyte
alterations. The ultimate goal would be to be able to assess ex vivo the various candidate mole-
cules targeting these dysfunctions.
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IV- Ex vivo evaluation of IL-10 role in sepsis-induced T cell

alterations

IV.1- Contexte

Le modele de priming par LPS récapitule des mécanismes indirects probablement
impliqués dans les ALIS. Or les altérations lymphocytaires observées lors des
syndromes septiques sont observées en réponse a des stimulants indépendants de la
présence de cellules accessoires, ce qui suggere 1'existence conjointe de mécanismes
directs d’atteinte des lymphocytes T.
De nombreuses études ont montré que 1'IL-10 est libérée de maniere systémique chez les
patients septiques lors de l'orage cytokinique. Or [I'IL-10 est une cytokine
immunosuppressive, capable d’agir sur les lymphocytes T comme sur les cellules
présentatrices d’antigene (CPA) en diminuant leur production de cytokines et leur
expression des récepteurs de co-stimulation.
Nous avons donc étudié le role de I'IL-10 dans l'induction de dysfonctions

lymphocytaires.

IV.2 - Description de I’étude

Le but de cette étude était (i) d’évaluer I'effet des plasmas de patients septiques,
présentant une concentration en IL-10 plus élevée que les plasmas de volontaires sains,
sur la réponse proliférative des lymphocytes T a une stimulation ex-vivo, (i) d’évaluer la
capacité de I'IL-10 a induire des altérations lymphocytaires fonctionnelles similaires aux

ALIS.

IV.3 - Conclusion
Nous avons montré que le blocage de I'IL-10, présente a des taux élevés dans les
plasmas de patients septiques, améliorait la réponse proliférative des lymphocytes T
incubés en présence de ces plasmas. Nous avons montré que le priming de PBMC par

I'IL-10 altérait la prolifération et la production de cytokines effectrices (IL-2, IFNy),
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indépendamment de la présence de cellules accessoires. Ce modéle est donc susceptible

de récapituler des mécanismes directs impliqués dans le développement des ALIS.
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ABSTRACT

Each year septic syndromes account for billions of deaths worldwide. These syndromes
are associated with a profound state of immunosuppression affecting both innate and adaptive
immune responses. In particular, T cells display alterations which intensity and duration are
associated with increased risk of secondary infections and mortality. However,
pathophysiological mechanisms leading to such lymphocyte dysfunctions are not completely
understood, although both intrinsic lymphocyte alterations and antigen-presenting cells (APCs)
dysfunctions are most likely involved.

The aim of the current study was to evaluate whether IL-10 (an immunosuppressive
cytokine released at the systemic level during sepsis) could directly impact lymphocyte function

during sepsis.

We observed that blocking increased IL-10 concentration in plasma from septic patients
could increase proliferative response of primary T cells from healthy controls incubated with
these plasmas. We showed that recombinant human IL-10 priming of PBMC can alter T cell
proliferative response to anti-CD2/CD3/CD28 antibody coated beads and PHA, in a dose-
dependent way. This priming also significantly decreased T cell secretion of IL-2 and IFNy
following anti-CD2/CD3/CD28 antibody coated beads stimulation. Furthermore, we
demonstrated that IL-10 reduction of T cell functionality did not depend on the presence of

accessory cells.

We conclude that increased IL-10 production during sepsis most likely participates in
intrinsic sepsis-induced T cell alterations. In addition, ex vivo priming of PBMC with IL-10
might partly recapitulate direct mechanisms involved in sepsis induction of T cell anergy. The

precise mechanisms through which IL-10 acts on T cells in this model remain to be investigated.



INTRODUCTION

Sepsis is the leading cause of death in non-cardiologic intensive care units. It accounts for
billions of death worldwide each year '; and represents massive expenditures for society, with an
estimated cost of $25 000 to $50 000 per episode *~. The host immune response plays a leading
role in the complex pathophysiology of sepsis.

At first, a hyper-inflammatory phase predominates, characterized by an increased recruitment of
immune cells and an important release of soluble mediators including pro-inflammatory
cytokines, such as TNF-o, as well as anti-inflammatory cytokines, such as IL-10 7. To
compensate this hyper-inflammatory phase, an anti-inflammatory phase concomitantly develops
89 affecting both innate and adaptive immune cells '°. In particular, T cells undergo a massive
apoptosis, and the remaining T cells display a decreased proliferative response and cytokine

secretion in response to ex-vivo stimulation '

14,15

, a decreased expression of CD3 and CD28

13,16,17
| It

receptors , an increased expression of co-inhibitory receptors CTLA-4 and PD- and a

18

reduced TCR repertoire °. Importantly, studies showed that the intensity and length of

lymphopenia and T cell alterations are associated with increased risk of HAI (healthcare

associated infections) and mortality 17,19

. Thus, therapeutic interventions targeting sepsis-
inducedT cell alterations are now considered in the treatment of septic patients '°.

However pathophysiological mechanisms involved in sepsis induced T cell alterations are not yet
fully understood. In particular, a direct implication of the immunosuppressive cytokine IL-10 has
never been evaluated. IL-10 immunosuppressive properties have been extensively studied for the
past decades. Various studies demonstrated IL-10 ability to reduce cytokine secretion and co-
stimulatory receptor expression of monocytes, macrophages and dendritic cells ***. Studies also
described direct suppressive properties of IL-10 on T cells, but never in the context of septic
syndromes >*°.

As numerous studies have reported elevated IL-10 concentrations in septic patients’

27-30
plasma *’

, we hypothesized that IL-10 may participate in sepsis-associated T cell alterations.
As measurement of T cell proliferative response is the standard for T cell functionality
characterization, we focused our study on (i) the effect of increased IL-10 concentration in septic
plasma on T cell proliferative response (ii) the evaluation of IL-10 ability to induce sepsis-like
decrease of T cell functionality in response to ex-vivo stimulation.

3



MATERIAL AND METHODS

Healthy volunteers and patients

Heparinized blood samples from healthy volunteers were obtained from the Etablissement
Francais du Sang (EFS) (n=32, age = median 40 [IQR(interquartile range)=31-51], gender = 11
females). According to EFS standardized procedures for blood donation, informed consent was
obtained from HVs (healthy volunteers) and personal data for blood donors were anonymized at
time of blood donation and before blood transfer to our research lab.

Heparinized blood samples from septic shock patients sampled during the day following septic
shock onset and with mHLA-DR value below 10 000 AB/C (n=10, age : median=72 [IQR=63-
81], gender = 4 females, SOFA : median = 7 [IQR=6-13]) were obtained from a global study on
intensive care unit (ICU)-induced immune dysfunctions approved by our Institutional Review
Board for ethics (“Comité de Protection des Personnes”) and registered at Ministére Francgais de

la Recherche et de I’Enseignement (#DC-2008-509).

Cell isolation

PBMC (peripheral blood mononuclear cells) were obtained by Ficoll gradient centrifugation.

T cells were isolated through negative selection using the RosetteSep™ Human T Cell
Enrichment Cocktail (Stem Cell, Vancouver, Canada), according to manufacturer’s instructions.

T cell purity, evaluated by flow cytometry, was routinely over 95%.

Cell culture

Cells were diluted to working concentration (1x10° cells) in complete culture medium: RPMI
1640 (Eurobio, Les Ulis, France) supplemented with 2 mM L-Glutamine (Eurobio), 2 pg/mL
Fungizone (Gibco, Life technologies), 20 U/mL penicillin and 20 pg/mL streptomycin (Peni
10000 Ul/Strepto 10000 pg, Eurobio). Complete medium was supplemented with 10% SAB (AB
human serum, Life technologies, Carlsbad, CA, USA), unless otherwise stated. Cells were and
incubated at 37 °C in humidified 5 % CO, atmosphere.

IL-10 blocking in septic patient plasma

Plasma from healthy volunteers and septic patients were stored upon collection at -80°. Cells

were incubated overnight with complete media supplemented with 10 % heat-decomplemented



plasma from healthy volunteer or 10 % heat-decomplemented plasma from septic patient in
presence or absence of 10 ug/mL isotypic control antibody (mouse monoclonal IgG2B clone
20116, R&D systems, Mineapolis, MN, USA ) or 10 pg/mL anti-IL-10 blocking antibody
(Human IL-10 antibody clone 25209, R&D systems).

IL-10 priming

Cells were treated overnight with either medium of rhIL-10 concentrations ranging from 0.1 to

10 000 ng/mL (recombinant human IL-10, R&D systems).

IL-10 concentration dosage in plasma

IL-10 plasma concentrations were evaluated by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(Human IL-10 Quantikine kit, R&D systems) on duplicates of 200 puL of plasma, according to
manufacturer’s instructions. When values were below detection level of the assay, the value of

zero was assigned for analysis purposes.

T cell proliferation assay

T cells were stimulated 72h at 37 °C in humidified 5 % CO, atmosphere with one of the
following stimulants: anti-CD2/CD3/CD8 antibodies-coated beads (aCD2/3/28-Abs coated beads,
T cell activation/expansion kit, Miltenyi Biotec, 1 bead for 2 cells), 4 pg/mL phytohemagglutinin
(PHA, Oxoid, UK).

T cell proliferation was then evaluated using the Click-iT® flow cytometry assay
(LifeTechnologies, Carlsabad, CA, USA), as previously described *'. Flow cytometry analyses
were performed on a Navios flow cytometer (Beckman Coulter). CD3" cells were first selected
among total events based on a monoparametric CD3-APC histogram. Then the percentage of
EdU" cells among CD3" cells were measured on a monoparametric EQU-AF488 histogram. For
every experiment, a minimum of 2.5x10° CD3" cells was recorded. Data were analyzed using

Kaluza software (version 1.2, Beckman Coulter).

IL-2 and IFNy concentration dosages in cell supernatants
After PBMC or T cell culture, culture plates were centrifuged, supernatants recovered and stored
at -80 °C. All tested supernatants were thawed simultaneously and the Bio-Plex Pro™ Human

Cytokine 8-plex Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) was performed on 50uL of each
5



supernatant in duplicates, according to manufacturer’s instructions, and processed with a BioPlex

200 (Bio-Rad). Results were analyzed with the BioPlex Manager software 6.1.

Statistics

For each experiment, technical replicates (a minimum of 2 per measurement) were summarized
by their mean. Such individual values are presented in the figures. In addition, for each condition,
individual values are summarized on the plots by a horizontal line representing the median of a
given condition.

For plasma, technical replicates (a minimum of 2 per measurement) were summarized by their
mean, replicates on PBMC from healthy volunteers (4 per measurement) were summarized by
their median. Such individual values are presented in the figures. In addition, for each condition,
individual values are summarized on the plots by a horizontal line representing the median of a

given condition.

Unless otherwise stated, non-parametric Wilcoxon paired signed rank test was used to evaluate
the significance of quantitative measurements. Mann Whitney test was used to evaluate the
significance of quantitative measurements (comparison of IL-10 concentration in plasma from
healthy volunteers and septic patients’ plasmas). Differences between groups were considered

statistically significant for P-values lower than 0.05.



RESULTS

Increased IL-10 in septic plasma participates in inhibition of T cell proliferative response.

Our hypothesis is that elevated systemic concentration of IL-10 reached during the
cytokine storm after sepsis might play a part in T cell decreased proliferative response after sepsis.
Hence we collected plasmas from septic patients during the first 24h following septic shock, a
time likely to correspond to the cytokine storm. We verified that IL-10 concentrations were
significantly higher in septic patients’ than in healthy volunteers’ plasma (Figure 1A). Then, we
incubated PBMC purified from healthy volunteers’ whole blood with septic patients’ plasmas in
the presence or absence of IL-10 blocking antibody. T cells proliferative response to aCD2/3/28-
Abs coated beads was then evaluated. As shown on Figure 1B, we observed that incubation with
anti-IL-10 antibody led to a significant increase in proliferative response to aCD2/3/28-Abs
coated beads than incubation with isotypic control. Therefore we concluded that IL-10 most

likely participates in the decreased T cell proliferative response observed in septic patients.
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Figure 1 IL-10 blockage in septic patients’ plasmas is associated with an increased T cell proliferation

A - IL-10 concentrations were measured in 10 plasmas from septic patients and in 8 plasmas from healthy volunteers.
Results are expressed as means of experimental duplicates, and individual values are summarized on the plot by a
horizontal line representing the median of a given condition. B - PBMC were incubated overnight with septic
patients’s plasmas (n=10) in presence of anti-IL-10 blocking antibody or isotypic control before stimulation with
aCD2/3/28-Abs coated beads. T cell proliferation was measured by flow cytometry and results are expressed as
percentages of proliferating cells among total T cells. For each plasma, experiment was performed on PBMC from 2
different healthy volunteers. Results are expressed as median of values obtained for each plasma, and individual

plasma values are summarized on the plot by a horizontal line representing the median of a given condition.



IL-10 priming of PBMC decreases T cell proliferation and effector cytokine secretion

We then wondered if IL-10 priming alone could decrease T cell proliferative response to

aCD2/3/28-Abs coated beads stimulation. We thus evaluated the effect of IL-10 priming on T

cell proliferative response to aCD2/3/28-Abs coated beads in PBMC. IL-10 concentrations

ranging from 0.1 to 10 000 ng/mL were evaluated. As shown in Figure 2 we observed that IL-10

priming induced a decrease of T cell proliferative response. Furthermore this decrease was dose-

dependent, with a plateau inhibition reached for 100 ng/mL.
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Figure 2 IL-10 dose-dependently decreases T cell proliferative response to aCD2/3/28-Abs coated beads.

PBMC were primed overnight with rhIL-10 concentrations ranging from (A) 0.1 ng/mL to 100 ng/mL or (B) 10
ng/mL to 10000 ng/mL rhIL-10 before stimulation with 0.5x10° aCD2/3/28-Abs coated beads /mL. T cell
proliferation was measured by flow cytometry and results are expressed as percentages of proliferating cells among
total T cells. Each experiment was performed on n=4 HV. Technical replicates were summarized by the mean for
each individual. For each condition, individual values are summarized on the plots by a horizontal line representing

the mean of a given condition.



In sepsis, the decrease of T cell proliferative response is observed not only in response to anti-
CD3/CD28 stimulation '* but also in response to a mitogenic stimulation such as PHA ',

Thus, we next evaluated the effect of IL-10 priming on T cell proliferative response to PHA.
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Figure 3 IL-10 decreases T cell proliferative response to aCD2/3/28-Abs coated beads and PHA.

PBMC were primed overnight with 100ng/mL rhIL-10 before stimulation with 0.5x10° aCD2/3/28-Abs coated
beads /mL or 4pg/mL PHA. T cell proliferation was measured by flow cytometry and results are expressed as
percentages of proliferating cells among total T cells. Each experiment was performed on n=4 HV. Technical
replicates were summarized by the mean for each individual. For each condition, individual values are summarized
on the plots by a horizontal line representing the mean of a given condition.

Stimulation with aCD2/3/28-Abs coated beads was conducted in parallel, as a control. We
observed similar decreases of T cell proliferative responses with both PHA and aCD2/3/28-Abs
coated beads. Therefore we concluded that IL-10 effect in decreasing T cell proliferative

response was independent of the stimulant.

During sepsis, T cell reduced functionality is reflected by a decrease of both proliferative
response and secretion of effector cytokines such as IL-2 and IFNy ' Thus we next
evaluated the effect of IL-10 priming of PBMC on T cell secretion of IL-2 and IFNy in response
to aCD2/3/28-Abs coated beads stimulation. As shown in Figure 4, we observed decreased

secretion of both IL-2 and IFNy following IL-10 priming.

Therefore IL-10 priming of PBMC mimics functional T cell alterations seen in sepsis, such as a

reduced proliferation and effector cytokine secretion in response to aCD2/3/28-Abs coated beads

stimulation.
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Figure 4 IL-10 priming of PBMC decreases T cell secretion of IL-2 and IFNy.

PBMC were primed overnight with 100ng/mL rhIL-10 before stimulation with 0.5x10° aCD2/3/28-Abs coated
beads /mL. IL-2 and IFNy were measured in supernatants harvested after 72h of aCD2/3/28-Abs coated beads
stimulation. Each experiment was performed on n=4 HV. Technical replicates were summarized by the mean for
each individual. For each condition, individual values are summarized on the plots by a horizontal line
representing the mean of a given condition

IL-10 decreases T cell functionality independently of the presence of accessory cells

IL-10 suppressive effect on accessory cells such as monocytes is well known 2. Although we
used direct T cell stimuli in our first experiments (aCD2/3/28-Abs coated beads and PHA), , the
role of monocytes in IL-10 effects could not be excluded.. Therefore, we verified that IL-10-

induced T cell alterations were still observed in isolated T cells.

We primed isolated T cells or PBMC of the same HV with 100 ng/mL recombinant IL-10. Then
we stimulated the cells with aCD2/3/28-Abs coated beads and measured T cell proliferative
response and secretion of IL-2 and IFNy. We observed a decrease of T cell proliferative response
as well as a decrease of IL-2 and IFNy secretions after incubation with IL-10 of isolated T-cells

(Figure 5) or PBMC of the same HVs (data not shown).

Therefore we concluded that IL-10 could directly decrease T cell functionality independently of

accessory cells.
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Figure 5. Direct IL-10 inhibitory effect on purified T cells.
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Purified T cells were primed overnight with 100ng/mL rhIL-10 before stimulation with 0.5x10° aCD2/3/28-Abs
coated beads /mL. A - T cell proliferation was measured by flow cytometry and results are expressed as percentages
of proliferating cells among total T cells. B & C — IL-2 and IFNy were measured in supernatants harvested before

performing T cell proliferation assay (i.e. after 72h of incubation). Each experiment was performed on n=6 HV.
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Technical replicates were summarized by the mean for each individual. For each condition, individual values are

summarized on the plots by a horizontal line representing the mean of a given condition.

DISCUSSION

The immune response after sepsis associates complex mechanisms. At first hyper-
inflammation predominates, associated with a massive secretion of cytokines at the systemic
level, that may lead to organ failure, septic shock, and early deaths *’. However, a concomitant
immunosuppression develops, affecting both the innate and adaptive sides of the immune
response . In particular T cells undergo massive apoptosis leading to markedly decreased
circulating numbers, followed by an altered phenotype and function ''™'°. Those alterations are
associated with higher risk of developing secondary infections and higher mortality, which

constitutes the rational for developing new therapeutics targeting T cells 1719

Both intrinsic mechanisms directly affecting T cells and indirect mechanisms through
altered antigen presenting cell functions might participate in the pathophysiology of sepsis-
induced T cell alterations. In addition cell-cell interactions or soluble factors might be involved.
In this study, we hypothesized that soluble factors, which concentrations are increased during

cytokine storm after sepsis, might play a role in sepsis-induced T cell alterations.

Indeed, numerous results from the literature described a massive systemic release of both
pro- and anti-inflammatory cytokines such as IL-1, TNFa, IL-6, IL-10 and TGFp immediately
after sepsis '*****. In particular, studies have shown that IL-10 plasmatic concentration is

11,36-38

maximum just after sepsis diagnosis and decreases afterwards . IL-10 is an anti-

inflammatory cytokine well known for its ability to inhibit pro-inflammatory cytokine secretion
and co-stimulatory receptor expressions of monocytes, macrophages and dendritic cells 2' 2%,
Its role in sepsis-induced monocyte alterations has been shown previously. In particular,
Fumeaux et al. incubated leukocytes of healthy volunteers with plasma from septic patients and
observed a decrease of HLA-DR monocytic expression *'. Furthermore they observed that IL-10
blocking decreased plasma inhibition of HLA-DR monocytic expression. In a more recent study,

Gopinathan et al. incubated monocytes of healthy volunteers with plasma from patients suffering
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from meningococcal sepsis, in the presence or absence of anti-IL-10 blocking antibody **. They
observed that IL-10 blocking increased monocyte secretion of IL-1p, IL-8, TNFa, MIP1a and
MIP1B. As previous studies outside of the clinical context of sepsis, have also shown a

4346, we evaluated whether I1L-10 could

suppressive role of IL-10 on T cell functionality
participate in sepsis-induced T cell alterations by directly affecting T lymphocyte effector

functions.

We first showed that blocking increased IL-10 concentration in septic patients’ plasma
was associated with an enhanced T cell proliferation. The immunosuppressive properties of septic
patient plasma on healthy immune cells have been studied before %, For example Ibboston et
al., Kirschenbaum et al. and Lewis et al. reported that incubation of healthy volunteers’
neutrophils with septic patients’ plasma increased neutrophil aggregation and ability to bin

4749 Belikova et al. observed that

endothelial cells, similarly to septic patients neutrophils
incubation of healthy volunteers” PBMC with septic patients’ plasma led to decreased baseline
oxygen consumption similar to the one observed in septic patients’ PBMC *2. However, to our
knowledge, this is the first time that the effect of IL-10 blockage in septic patients’ plasma on T
cell proliferative response is reported. This result supports a direct role for increased IL-10 in
reduced T cell proliferation after sepsis.This constituted the clinical rational for studying more

deeply the possible role of IL-10 in T cell dysfunctions.

We further evaluated the effect of IL-10 overnight priming of PBMC on T cell functionality. We
observed that IL-10 dose-dependently decreased T cell proliferative response to aCD2/3/28-Abs
coated beads. This result is concordant with a previous work of Chakraborty ef al. in which
stimulation of healthy volunteers’ diluted blood with PHA in presence of IL-10 led to dose-
dependent decrease of T cell proliferative response for IL-10 concentrations ranging from 1 to
100 ng/mL . In addition, we observed that IL-10 priming of PBMC also induced a decrease of
T cell secretion of IL-2 and IFNy in response to anti-CD2/CD3/CD28-coated beads, similarly to

465433 This similarly reproduces T cells functional alterations

previous results from the literature
observed in sepsis '*'***. Thus, we concluded that IL-10 priming of PBMC induces alterations of

T cell main effector functions as observed in septic patients T cells.
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We next hypothesized that IL-10 could act directly on T cells to decrease their effector functions
without help from accessory cells. As aCD2/3/28-Abs coated beads directly induce T cell
proliferation without help from monocytes, our results showing the inhibitory effect of IL-10 on
aCD2/3/28-Abs coated beads induced T cell proliferation rather supports our hypothesis. In
addition, this was further confirmed by the observation that IL-10 priming of PBMC induced a
decrease of T cell proliferative response to PHA, a mitogen directly targeting T cells. To note, as
studies in septic patients report decreased T cell proliferative response to ex-vivo stimulation by
PHA ''® and by anti-CD3/CD28 antibody coated beads ', these last results also confirm the
clinical relevance of our model. Finally, the direct effect of IL-10 on T cell effector functions was
confirmed in a “pure” model of isolated T cells.We showed that IL-10 reduction of T cell
functionality could be observed on isolated T cells in concordance with previous results from the
literature **~*. Indeed, we observed a reduced proliferation and cytokine production after priming
of isolated T cells with recombinant IL-10. This demonstrates that IL-10 inhibitory effect on T
cells is not dependent on accessory cells, suggesting that IL-10 acts at least partially directly on T

cells to impact their effector functions.

How precisely IL-10 acts on T cells remains to be determined. Direct inhibition of T cell
reactivity has been studied before, and Taylor et al. demonstrated that IL-10 could inhibit CD28
and ICOS signalization, thus preventing full activation of T cells following TCR stimulation °.

57,58

In addition, IL-10 can also induce regulatory T cells , also known as inducible T reg, able to

inhibit T cell functionality, including T cell proliferative response *****.

Therefore, it would be interesting to evaluate, in a future study, if IL-10 priming of
PBMC can recapitulate other sepsis-induced T cell alterations, such as reduced stimulatory
receptor expression, increased co-inhibitory receptor expression or increased percentage of Tregs.
In particular, inhibitory receptors expression may participate in sepsis-induced

60°62 and on septic patients cells >

immunosuppression. Indeed studies on murine model of sepsis
have shown that therapies interfering with PD-1 and/or CTLA-4 interactions may reduce sepsis-

induced T cell alterations.
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To note, our results do not exclude an indirect role of IL-10 on T cells, for example
through the alteration of monocytes accessory cell function. Indeed, indirect mechanisms
involved in induction of sepsis-like decreased of T cell proliferative response -through
impairment of monocyte functionality- have been described in previous works by Wolk ez al. *
and by our team (Poujol ef al., in publication). Hence IL-10 priming may recapitulate ex-vivo
both direct and indirect mechanisms involved in sepsis induction of decreased T cell proliferative

response.

Additionally, given the complexity of the pathophysiology of sepsis, several other factors
are likely to be involved in sepsis induced T cell alterations, such as microbial components (LPS,
peptidoglycan, lipotechoic acid), other immune cells (monocytes, regulatory T cells,...) or
soluble factors (glucocorticoids, apoptotic bodies, cytokines, ...). Indeed we observed that IL-10
blocking in septic plasma did not fully restored T cell proliferative response, which may be

explained by a role of other soluble factors yet to be determined.

In this study we showed for the first time that blockage of increased IL-10 concentration
in septic plasma could increase proliferative response of T cells incubated with these plasmas.
Furthermore, we showed that IL-10 priming of PBMC can directly alter T cell functionality in a
dose-dependent way, independently of the presence of accessory cells. Taken together these
results show that increased IL-10 release after sepsis is most likely involved in sepsis-induced
decreased T cell functionality through direct and indirect mechanisms. Whether IL-10 may

induce other T cell alterations characteristic of sepsis remains to be evaluated in future studies.
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DISCUSSION

De nos jours les syndromes septiques restent un probléme majeur de santé
publique a 1'échelle mondiale. L’amélioration de la prise en charge n’a réduit que
modérément une mortalité trés élevée. Lors d"un sepsis, les patients développent une
réponse  hyper-inflammatoire, accompagnée d'une réponse compensatrice
immunosuppressive. Lorsque cette derniere prédomine, le retour a ’homéostasie est
compromis et on observe un état d'immunodépression affectant les pans innés et
adaptatifs de la réponse immunitaire 148. En particulier, en plus d'une réduction
importante de leur nombre, due a des phénoménes d’apoptose , les lymphocytes T
présentent des altérations lymphocytaires induites par le sepsis (ALIS): (i) une
diminution de la prolifération 8525425, (ii) une diminution de la production de cytokines
pro-inflammatoires (IL-2, IFNYy) et une augmentation de la production de cytokines anti-
inflammatoires (IL-10) 256257261, (iii) une diminution de l'expression des récepteurs
d’activation et de co-stimulation (CD3, CD28), et une augmentation de I'expression des
récepteurs inhibiteurs (CTLA-4, PD-1) 241244254257 (jv) une diminution de la diversité du
répertoire des TCR 2¢7. La durée et l'intensité de ces altérations sont associées a la
survenue d’infections secondaires et a une mortalité plus élevée 105364 Les ALIS
pourraient donc constituer une cible thérapeutique de choix. Néanmoins les mécanismes

impliqués dans d’induction des ALIS sont a ce jour mal connus.

Nos travaux de recherche visent a l'amélioration de la compréhension des
mécanismes mis en jeu lors du développement des ALIS, a travers le développement de

modeles ex-vivo récapitulant les caractéristiques principales de ces altérations.

Lors des syndromes septiques, de trés nombreux acteurs sont susceptibles de
participer a l'établissement et au maintien des ALIS. Les pathogénes eux-mémes
pourraient étre impliqués, a travers les cascades d’évenements déclenchées lors de la
reconnaissance, par les PRR exprimés par les lymphocytes T, de DAMPs, comme le LPS,
le peptidoglycane ou encore l'acide lipotéchoique. Les autres cellules du systeme

immunitaire peuvent elles aussi jouer un role inhibiteur, a travers l'expression de
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récepteurs d’inhibition, la sécrétion de cytokines suppressives ou encore une capacité
d’interaction réduite. Par ailleurs de nombreux médiateurs solubles sont susceptibles
d’altérer les lymphocytes T comme (i) des cytokines, libérées suite a l'activation
systémique du systéme immunitaire (dont 1'IL-10), (ii) des alarmines libérées suite aux
atteintes tissulaires, (iii) des médiateurs hormonaux comme la norépinephrine, libérés
lors de la régulation par le systeme nerveux central, ou encore (iv) des corps
apoptotiques libérés suite a l'apoptose massive de certaines populations cellulaires.
Enfin, la prise en charge des patients pourrait elle aussi prendre part a 1'établissement
des ALIS, a travers 'administration de molécules susceptibles d’interagir directement
avec les cellules immunitaires (anti-inflammatoires) ou avec des systemes interconnectés
comme le systeme nerveux central ou le systeme de la coagulation. La Figure 18 résume

les potentiels mécanismes impliqués dans 1’ALIS.

Cellules
" Facteurs solubles

" R '1_\
3 i "
* r L-10. corps apoprotigues,
' cortisal .. ® .04 o
o -
Yz

PAMPs *

LPS, (T, PGM, Flagslline

B e
.L #r"\

Fo ions F!!éﬂﬂt!f.ﬂg
Sécrétion co3, co28 O
de cytokines _ PD-1, CTLA-4 (B)
(=) IL-2, IFNy Diversité du répertoire @
®) IL-10 %T reg ()

Réponse

proliférative @ Apoptose

Figure 18. Mécanismes possibles d'induction des ALIS
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Dans un premier temps nous avons développé un modele ex-vivo inspiré du
modele de tolérance a I’endotoxine. Ce modele mime les infections a gram négatif par la
pré-incubation de PBMC en présence de LPS. La fonctionnalité des lymphocytes T est
ensuite évaluée a travers leur réponse a une stimulation. Nous avons observé que la
stimulation des lymphocytes T par un anticorps anti-CD3 (OKT3) n’entrainait
'activation des lymphocytes T qu’en présence de monocytes capables de fournir des
signaux de co-stimulation. Or nous avons montré, en accord avec des résultats de la
littérature, que la pré-incubation de PBMC en présence de LPS altere la fonctionnalité
des monocytes 1%. En particulier, ils ne sont plus en mesure de fournir un signal de co-
stimulation suffisant pour permettre la prolifération ou la production d'IFNy par les
lymphocytes T en réponse a une stimulation par OKT3.

Nos travaux soulignent I'existence de mécanismes indirects impliqués dans l'induction
des ALIS. Des études ont en effet mis en évidence une diminution de 'expression des
récepteurs de co-stimulation par les monocytes des patients septiques 161162, Or il a été
montré qu'une activation des lymphocytes T en I"absence de signaux de co-stimulation
pouvait induire un état anergique 29300303 TLors des syndromes septiques les
lymphocytes interagissent avec des monocytes fournissant des signaux de co-
stimulation réduits, donc susceptibles d’induire un état d’anergie. Ce phénomene
pourrait expliquer en partie la diminution de prolifération et de production de cytokines
pro-inflammatoires observées en réponse a une stimulation ex-vivo.

Par ailleurs, des études ont montré que l'agrégation de nombreuses molécules de TCR
est nécessaire a la formation et la stabilisation des synapses immunologiques 3¢5-3¢7. Or,
les monocytes 8515415 et les cellules dendritiques 224230 de patients septiques expriment
un nombre plus faible de molécules de CMH-II, réduisant le nombre de complexes
TCR/peptide/ CMH-II pouvant se former a la surface des lymphocytes. De plus,
I'expression des molécules de co-stimulation est elle aussi réduite a la surface des
monocytes 161162 et des cellules dendritiques 228229, comme a la surface des lymphocytes
T 242243 de patients septiques. Or, les interactions des récepteurs de co-stimulation

participent a la stabilisation de la synapse immunologique 3. Il est donc possible que,
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durant les syndromes septiques, les synapses immunologiques formées entre
lymphocytes et cellules présentatrices d’antigenes soient moins stables. Ceci conduirait a
des activations du TCR plus courtes, susceptibles d’entrainer 1'établissement d’un état

anergique 306307,

Outre des mécanismes indirects, des mécanismes directs sont trés probablement
mis en jeu dans I'établissement des ALIS. En effet la diminution de réponse proliférative
des lymphocytes T de patients septiques est observée quel que soit le stimulant utilisé,
notamment en réponse a des stimulants dont "action ne dépend pas de la présence de
cellules accessoires. Ceci suggere une atteinte directe des lymphocytes T.

L’IL-10 est une cytokine immunosuppressive libérée au niveau systémique lors des
syndromes septiques. Nous avons montré que le blocage de I'IL-10 lors de I'incubation
de PBMC en présence de plasmas de patients septiques augmentait la réponse
proliférative des lymphocytes T. Ceci soutient I'hypothese d"une participation de 1'IL-10
dans I'induction des ALIS et constitue le rationnel pour étudier l'effet de I'IL-10 sur les
lymphocytes T. Nous avons observé qu’une pré-incubation de PBMC en présence d’IL-
10 induit une diminution de la fonctionnalité de lymphocytes T, notamment en réponse
a des stimulants indépendants de la présence de cellules accessoires. Ceci appuie
l'existence d"un effet direct de I'IL-10 sur les lymphocytes T.

Plusieurs aspects de ce modéle restent a caractériser. L’existence de phénomenes
apoptotiques est a évaluer. Dans la mesure ou, lors des syndromes septiques, les
lymphocytes T CD4* comme les lymphocytes T CD8* sont affectés, le type de sous-
population lymphocytaire affectée devra étre identifié. Concernant les mécanismes mis
en jeu, il est possible que I'IL-10 agisse directement sur les lymphocytes T, via son
récepteur, capable d’inhiber la signalisation associée aux récepteurs de co-stimulation 3¢°.
Il est aussi possible que I'[L-10 induise la différenciation de lymphocytes T CD4* en
lymphocytes T régulateurs 370371 1] est a noter que l'existence de mécanismes directs

n’exclut pas une action indirecte de I'[L-10 sur les lymphocytes T, via I'inhibition de
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I'expression des récepteurs de co-stimulation notamment 372-374, ] sera d’autant plus
intéressant d’étudier 1'expression des récepteurs inhibiteurs que lors des syndromes
septiques on observe une augmentation de l'expression de ces récepteurs par les
lymphocytes T (PD-1, CTLA-4, BTLA) 161164165266 et de I"expression de leurs corécepteurs

sur les cellules accessoires 164-166,

Nos travaux soulignent la complexité des mécanismes physiopathologiques
impliqués dans I'induction des ALIS. Le choix méme du terme d’ALIS peut étre discuté.
En effet on peut se demander si les altérations lymphocytaires induites par le sepsis
traduisent en réalité un phénomene d’anergie ou un phénomene d’épuisement.
L’anergie lymphocytaire a principalement été décrite pour des populations de
lymphocytes T CD4* alors que 1'épuisement lymphocytaire est, lui, décrit uniquement
au sein de la population des lymphocytes T CD8*. Or lors des syndromes septiques les
altérations observées ne sont pas limitées a I'une de ces sous-populations 85243257,

Par ailleurs, l'anergie et 1'épuisement sont observés pour des échelles de temps
différentes. Les divers modeéles in vitro d’anergie reposent sur des incubations allant de
quelques heures a quelques jours, alors que I'épuisement lymphocytaire est observé
aprés plusieurs semaines ou mois. Lors de syndromes septiques les altérations
lymphocytaires sont observées des les premieres heures ou jours suivant le diagnostic
85254257 suggérant une échelle de temps similaire a celle des phénomenes d’anergie. En
accord avec ce constat nous avons démontré, a travers nos deux modeles, que des
incubations de quelques heures permettaient d’induire des altérations lymphocytaires
similaires a celle observées lors des syndromes septiques. Ceci rapprocherait donc les

ALIS de I'anergie lymphocytaire.

Les mécanismes qui entrent en jeu dans 1’établissement de ’anergie varient selon
le modele choisi, néanmoins ils reposent le plus souvent sur une stimulation sub-
optimale, qu’il s’agisse d'une stimulation trop courte du TCR ou d’une stimulation du
TCR en l'absence de signaux de co-stimulation. Nous avons mis en évidence

I'importance de l'altération des signaux de co-stimulation fournis par les cellules
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accessoires dans la réponse des lymphocytes T. Cette similitude appuie I'analogie entre
anergie et ALIS. Cependant nous avons aussi montré un roéle de I'IL-10 dans
I'établissement des ALIS. Or des études ont montré une implication de 1'IL-10 dans
I"épuisement induit par des infections virales, indiquant cette fois des similitudes entre
ALIS et épuisement 375-379, De plus, lors des syndromes septiques on observe une
augmentation de I'expression des corécepteurs inhibiteurs. Or, ces récepteurs
inhibiteurs jouent un role déterminant lors de 1'épuisement lymphocytaire observé dans
le contexte des infections virales chroniques ou des cancers 380282286, ce qui appuierait
une analogie entre ALIS et épuisement. Enfin, des stratégies thérapeutiques ciblant ces
récepteurs, initialement développées pour le traitement des cancers ou des infections
chroniques 341,342344,345381 ont donné des résultats prometteurs chez des modeles murins

de sepsis 382-384, et chez I'homme 164,

Nous pensons qu'étant donné la complexité des mécanismes
physiopathologiques gouvernant la réponse immunitaire lors des syndromes septiques,
les ALIS ne sont pas le reflet d'une anergie ou d’un épuisement. Elles seraient plutot la
résultante de mécanismes cellulaires similaires a ceux impliqués dans ces deux états
lymphocytaires, probablement associés a des mécanismes encore non identifiés a ce jour,
qui feront l'objet de futures études. Il pourrait étre intéressant d’évaluer un modele

fusionnant les deux modéles que nous avons développés.

Notre compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans les
ALIS permet de considérer de nouvelles perspectives thérapeutiques. Comme évoqué
précédemment, les récepteurs inhibiteurs comme PD-1 ou CTLA-4 semblent jouer un
role déterminant dans I’ALIS. Les stratégies thérapeutiques ciblant les récepteurs
inhibiteurs via l'utilisation d’anticorps bloquants, seuls ou en combinaison, ont montré
des résultats encourageants 164382-384 De plus, l'existence de mécanismes d’altération
directe des lymphocytes T supporte le développement de thérapies susceptibles de

restaurer les  fonctions lymphocytaires. = L’administration de  cytokines
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immunostimulantes, comme 1'IL-7 et I'IL-15, est envisagée 385380, Plus particuliérement,
des études sur des modeéles murins de sepsis ont montré que 1'IL-7 limitait I"apoptose
des lymphocytes T, augmentait leur prolifération et leur sécrétion d’IFNy, et améliorait
leur recrutement au niveau du foyer infectieux 3738 Ces études rapportaient, de plus,
une amélioration de la survie des souris traitées par I'IL-7. Venet et al. ont montré que le
traitement ex-vivo de lymphocytes T de patients septiques améliorait leur fonctionnalité
385,

Par ailleurs, la compréhension des mécanismes d’action de I'IL-10 pourrait permettre
d’envisager de nouvelles stratégies ciblant, par exemple, des étapes de ces mécanismes.
Enfin, nous avons montré qu'un traitement par IFNy restaurait, dans une certaine
mesure, l'expression monocytaire des récepteurs de co-stimulation, et qu’en
conséquence, la réponse proliférative des lymphocytes T a une stimulation OKT3 était
elle aussi restaurée. Ceci laisse penser que, bien que cela n’ait pas été étudié a ce jour, les
thérapies immunostimulantes ciblant la réponse immunitaire innée (IFNy, GM-CSF
213389) pourraient avoir des effets bénéfiques sur la réponse adaptative, notamment a

travers I’amélioration de la réactivité des lymphocytes T.

Plus globalement, des études ont montré que des altérations lymphocytaires
observées lors de syndromes septiques pouvaient étre observées chez des patients
présentant un état inflammatoire non septique, suite a une agression importante de leur
organisme : traumatisme, opération chirurgicale lourde, brtlure. En effet on constate
chez ces patients: (i) une lymphopénie 3%-3%, (ii) une diminution de la réponse
proliférative a une stimulation ex-vivo 3%4-3%, (iii) une diminution de la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires dont 1'[L-2 et I'IFNy 3%400-403 De plus des études de
Kokhaei et al. et de Banyopadhay et al. ont mis en évidence une augmentation de
I'expression lymphocytaire de PD-1 et de CTLA-4 chez des patients ayant subi une

intervention chirurgicale lourde et chez des patients ayant subi un traumatisme

mécanique ou thermique, respectivement 394404405 Enfin, des études menées sur des
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patients brtlés ou traumatisés ont montré une association entre sévérité de I’agression et
intensité de ces altérations 391,396,406407,

Ces éléments laissent supposer que des mécanismes communs régissent les altérations
lymphocytaires observées chez les patients septiques, et chez les patients présentant
d’importants traumatismes, fortement bralés ou ayant subi une intervention
chirurgicale lourde. L’amélioration de la compréhension des mécanismes en jeu dans
I'induction des ALIS et les stratégies thérapeutiques qui en découlent pourraient donc
avoir des retombées plus étendues que le seul contexte des syndromes septiques.
Appuyant cette hypothese, des études ont évalué ex-vivo I'utilisation de thérapeutiques
immuno-adjuvantes par ailleurs envisagées pour le traitement des syndromes septiques
404408 En particulier, Xu ef al. ont montré que le traitement ex-vivo de PBMC de patients
ayant subi une intervention chirurgicale lourde restaurait la réponse proliférative des

lymphocytes T 404,

Certaines études montrent que des infections virales aigiies peuvent elles aussi
conduire a un état d’'immunodépression proche de celui observé chez les patients
septiques 409410, Bien que les mécanismes en jeux soient susceptibles de différer, il serait
intéressant d’étudier le statut des lymphocytes T dans ces contextes et de le comparer

aux ALIS.

Néanmoins les techniques permettant, en clinique, la caractérisation du statut
(fonctionnalité et phénotype) lymphocytaire, sont peu nombreuses. A I'heure actuelle
I'évaluation du statut des lymphocytes T repose sur I'évaluation de leur prolifération et
de leur production de cytokines en réponse a une stimulation ex-vivo. Plus
spécifiquement, 1'évaluation de la réponse proliférative a une stimulation ex-vivo
constitue le test de référence pour I'évaluation de la fonctionnalité des lymphocytes T en
clinique. Pour pouvoir mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques

impliqués dans I’ALIS nous avons souhaité disposer d'un test permettant d’étudier au

mieux la diminution de la réponse proliférative des lymphocytes T a une stimulation ex-
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vivo. Ce test devait étre non radioactif, posséder une répétabilité et une reproductibilité
semblables a celles des techniques de références, et pouvoir étre utilisé en conditions de
routine clinique. Ce dernier point est crucial car il facilite la comparaison des résultats
obtenus a partir de cellules de volontaires sains avec ceux obtenus a partir de cellules de
patients, en limitant au maximum les biais techniques. De plus cela pourrait permettre
I'implémentation de ce test dans de futures études cliniques.

Depuis plusieurs décennies, la technique de référence pour la mesure de la réponse
proliférative des lymphocytes T, en particulier en clinique, est un test reposant sur
I'emploi de thymidine tritiée (= test thymidine) 411-413, aussi utilis¢é pour la
caractérisation des ALIS 24255, La thymidine tritiée est ajoutée au milieu de culture des
cellules. Les cellules qui proliférent I'incorporent et deviennent radioactives, puis cette
radioactivité est mesurée par scintillation. L'emploi de la radioactivité requiert un
personnel habilité, des équipements particuliers et un traitement des déchets associé a
un colt important.

Nous nous sommes tournés vers une technique alternative au test thymidine qui,
similairement, repose sur l'incorporation d’un analogue de la thymidine (EdU) par les
cellules durant leur prolifération (= test EAU). Une sonde fluorescente est ensuite
couplée a I'EdU au sein des cellules et la mesure de la fluorescence associée, par
cytométrie en flux, permet d’évaluer la proportion de cellules prolifératives. Nos
travaux ont démontré la robustesse de cette technique, qui présente une sensibilité, une
reproductibilité et une répétabilité supérieures ou égales a la technique de référence.
Une limite importante a la réalisation de tests fonctionnels sur des échantillons de sang
de patients septiques est la lymphopénie de ces patients 21424324 qui réduit
considérablement le nombre de tests ou de réplicas réalisables sur un échantillon donné.
Or nous avons démontré que le test EAU pouvait étre réalisé sur un nombre minimal de
cellules moins important que ceux usuellement requis pour le test thymidine. Cette
technique est donc particulierement adaptée a I'étude des ALIS.

Par ailleurs nos travaux ont permis de mettre en évidence I'importance du choix du

stimulant lors de l'étude de la réponse proliférative des lymphocytes T a une
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stimulation ex-vivo, en particulier dans le cadre d’études sur populations cellulaires non
isolées. En effet les tests de prolifération lymphocytaire sont le plus souvent réalisés,
non pas sur lymphocytes T isolés, mais sur PBMC, couche leucocytaire ou sang total. Or
nous avons montré que la réponse proliférative des lymphocytes T a une stimulation
par un anticorps anti-CD3 pouvait refléter une atteinte des cellules accessoires plutot
qu’une atteinte directe des lymphocytes T. A I'opposé, la réponse proliférative a la PHA,
ou a des billes coatées par des anticorps anti-CD2/CD3/CD28 - stimuli indépendants de
la présence de cellules accessoires-, reflete uniquement 1'état fonctionnel des
lymphocytes T. Il est donc crucial d’adapter le choix du stimulant au type de mécanisme

que I'on souhaite évaluer.

En se basant sur nos travaux un laboratoire d’'immunologie hospitalier a d’ores et
déja remplacé le test thymidine par le test EAU pour le diagnostic des déficiences
immunitaires chez I'enfant. De plus le test EQU sera utilisé comme test de référence pour
les tests d’évaluation de la fonctionnalité des lymphocytes T, dans le cadre d"une étude
clinique visant a caractériser les altérations immunitaires observées chez des patients
ayant subi une «agression » inflammatoire : choc septique, traumatisme grave, ou

chirurgie majeure.

L'utilisation d’une technique de cytométrie en flux présente un potentiel
intéressant, a travers la possibilité de réaliser des marquages plus complexes, permettant
par exemple d’étudier plus en détail les sous-populations lymphocytaires impliquées :
lymphocytes auxiliaires, cytotoxiques ou encore régulateurs. Elle pourrait aussi
permettre d’évaluer simultanément phénotype et fonctionnalité, par exemple a travers
la mesure conjointe de I'état prolifératif et de I'expression de récepteurs clés comme CD3,
CD28 ou encore PD-1 ou CTLA-4. Ceci permettrait, d'une part de disposer d’un test
unique permettant une caractérisation plus globale du statut lymphocytaire, donc un
gain de temps et de volume d’échantillon nécessaire, et d’autre part, de pouvoir
comparer fonctionnalité et phénotype en limitant les biais expérimentaux. Si cette

approche peut présenter un intérét dans le cadre de travaux de recherche, elle présente
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également des limites en routine clinique. En effet la standardisation des techniques de
cytométrie en flux reste a ce jour complexe, qu’il s’agisse de standardisation au cours du

temps ou entre différents laboratoires.

Le développement d’outils de caractérisation des ALIS est une étape préalable au
développement de thérapies ciblant ces altérations. En effet ces outils permettraient
d’identifier les patients susceptibles de bénéficier de telles thérapies ainsi que d’assurer
le suivi de l'efficacité de ces thérapies. Un des freins au développement de ce type
d’outils est la durée de rendu de résultat des tests fonctionnels actuels, trop élevée pour
une utilisation dans le contexte des syndromes septiques. La mesure de la réponse
proliférative requiert des incubations allant de 2 a 5 jours, suivant la technique et le type
de stimulant utilisé (lectines, anticorps ciblant les récepteurs d’activation des
lymphocytes T, anticorps de rappel). Durant un tel laps le statut lymphocytaire peut
évoluer. En conséquence le résultat rendu ne refléte pas I'état présent.

Or, outre la réponse proliférative, la production de cytokines est aussi une
caractéristique clé de la fonctionnalité des lymphocytes T. La mesure de ce parametre
pourrait permettre d’identifier les lymphocytes anergiques dans des délais plus courts
que la mesure de la réponse proliférative (Figure 19). Cette possibilité sera étudiée dans

de futurs travaux de recherche.
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Figure 19 Cinétique de la production de cytokines par des lymphocytes T en réponse a
une stimulation antigénique, d’aprés Abbas et al., Basic Inmunology, 4¢, Elsevier
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De méme, la mise en évidence d'une association forte entre fonctionnalité et
phénotype permettrait d’envisager lidentification d'un marqueur phénotypique
précoce du statut fonctionnel des lymphocytes T, et donc une caractérisation
lymphocytaire plus rapide, puisque ce type de mesure ne nécessite pas d’étape de

culture préalable a la mesure.

Le développement de nouvelles technologies plus sensibles ouvre de nouvelles
perspectives 3859414 En effet, une sensibilité plus élevée permet de détecter plus
précocement des événements correspondant a l'activation des lymphocytes T. Les
technologies de micro-fluidique, en particulier, permettent de détecter précocement des
événements reflétant directement ou indirectement la fonctionnalité des lymphocytes a
travers leur réponse proliférative 415416 ou leur production de cytokines 417418, En plus
d’un temps de rendu de résultat plus court, ces tests peuvent étre réalisés sur de petits
nombres de cellules, de I'ordre 104 au lieu de 10% ou 10° par test 417418, ce qui constitue un

avantage technique important pour I'étude des ALIS.

Pour mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans
I'induction des ALIS, et devant les limitations importantes liées a 1'étude d’échantillons
cliniques (lymphopénie, difficulté d’acceés), nous avons fait le choix de développer des
modeles ex-vivo sur PBMC humains. Or divers modéles animaux de sepsis ont été
développés et sont largement utilisés pour étudier les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans les syndromes septiques, comme pour évaluer le potentiel de nouvelles
thérapeutiques.

Le modele murin de ligature et ponction caecale (CLP) est le plus couramment utilisé, il
consiste a ligaturer le caecum juste en dessous de la valve iléocaecale et a réaliser une
ponction du caecum ainsi ligaturé a l'aide d’une aiguille 41°. On observe alors une
libération systémique de cytokines, concomitante a [I’établissement d’une
immunodépression compensatoire, et un état cardiovasculaire hyperdynamique 420-424, ]1

existe des biais importants limitant I'extrapolation, a I’homme, de résultats obtenus
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grace a des modéles murins. S'ils présentent des similarités indéniables, les systemes
immunitaires murins et humains présentent aussi des différences a de nombreux
niveaux : expression de récepteurs d’activation, différences de distribution des
leucocytes circulants, mécanismes d’activation et de différenciation des cellules, entre
autres 42. Des exemples de ces différences sont détaillés dans le Tableau 4. De plus Shay

et al. ont mis en évidence des différences de profil d’expression génique entre

granulocytes et lymphocytes murins et humains 42, En plus des limites liées aux
différences inter-espéces, les modeles murins ne refletent pas I'hétérogénéité des
patients septiques: variabilité génétique interindividuelle, 4ge, présence de
comorbidités, prise en charge thérapeutique.

Caractére Souris Homme

Proportion Neutrophiles: Lymphocytes 10:90 3 9575 S0:50 3 70:30

circulants

Expression TLR2 par les Lymphocytes
circulants

Expression TLR3

Expression TLR9

Expression TLR10
Production MO par les macrophages

Réponse des lymphocytes Ty aux
phospho antigénes
Expression CD28 sur lymphocyte T

Effetde B7-H3 sur leslymphocytesT
Expression CMH-I1 par les lymphocytes T

LymphocytesT dépendantsdes
intéractions CD2

principalementinductible

DC, macrophages, induite
parLP5

cellules myeldides, DCet
lymphocytesB
pseudogéne

induite par IFNy et LPS
non

100% des CD4+ et desCD&+

inhibe I'activation

non

faible

constitutive (mais inductiblechez les
lymphocytesT)

DC, pas d'induction parle LPS

lymphocytes B, pDC et neutrophiles

largement exprimé

induite par IFNo/p
oui

80% desCD4+ et50% desCD8+

promeut|'activation

oui

forte

Tableau 4 Différences entre la souris et 'Homme, adapté de Mestas et al, ] Immunol., 2004.

Nous avons choisi de réaliser nos travaux de recherche sur des cellules humaines
primaires provenant d’échantillons de sang de volontaires sains. Cette approche permet
d’abolir les biais inter-especes. Elle présente certaines limitations. Notamment, les
volontaires sains sont en moyenne plus jeunes que les patients septiques et ne
présentent pas de comorbidités. Par ailleurs une importante limitation est l'incapacité
de reproduire des mécanismes dépendant de différents compartiments. En effet la

réponse immunitaire, lors des syndromes septiques, est la résultante de phénomenes
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immunitaires ayant lieu dans différents compartiments (organes lymphoides primaires
et secondaires, foyers infectieux, circulation). Plus globalement la réponse de I'hote
découle de l'interaction du systéme immunitaire avec, notamment, le systeme de la
coagulation et le systéme nerveux central, interactions qui ne peuvent étre évaluées par
ce type d’approche.

Cependant les modeles ex-vivo présentent de nombreux avantages : (i) ils permettent
d’obtenir des résultats rapides, (ii) ils peuvent étre facilement standardisés, (iii) ils sont
accessibles a tous les laboratoires (ne requiérent pas d’animalerie), (iv) ils représentent
des cofits bien plus faibles que I'emploi de modéeles animaux.

En rendant accessibles de grandes quantités de cellules présentant des caractéristiques
fonctionnelles et phénotypiques proches des ALIS, un modele ex-vivo récapitulant les
ALIS permettrait 1'identification de biomarqueurs de cet état lymphocytaire qui
pourraient étre ensuite évalués en clinique. Il permettrait aussi le screening rapide de

nombreuses molécules thérapeutiques avant leur évaluation sur des modeles animaux.
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CONCLUSION

Nos travaux nous ont permis d’obtenir un test d’évaluation de la réponse
proliférative des lymphocytes T a une stimulation ex-vivo, adapté a 1'étude des ALIS, en
recherche comme en clinique. Nous avons pu utiliser ce test pour mettre au point un
premier modele ex-vivo, qui repose sur la pré-incubation de PBMC en présence de LPS,
suivie d'une stimulation spécifique des lymphocytes T via leur TCR. Ce modele
récapitule des mécanismes indirects potentiellement impliqués dans l'induction des
ALIS, impliquant les monocytes. Nous avons ensuite mis au point un modele
complémentaire, qui repose sur la pré-incubation de PBMC en présence d'IL-10, suivie
d’une stimulation des lymphocytes T par des billes coatées par des anticorps anti-
CD2/CD3/CD28. Ce deuxieme modele pourrait reproduire des mécanismes directs et

indirects impliqués dans I'induction des ALIS.

De futures études permettront de compléter la caractérisation de ce modele.
L’expression des récepteurs de stimulation (CD3), co-stimulation (CD28) et co-inhibition
(CTLA-4, PD-1) sera évaluée. Les sous-populations lymphocytaires affectées (CD4*
et/ou CD8*) seront identifiées. Enfin, les mécanismes mis en jeux seront eux aussi
caractérisés de maniere plus approfondie, a travers 1'étude de plusieurs hypotheses :
induction d’apoptose, action de I'IL-10 sur les voies de signalisation associées aux

récepteurs de co-stimulation, induction d’une population de lymphocytes T régulateurs.

Si ce modeéle récapitule la plupart des ALIS, il permettra (i) la mise au point de
nouveaux tests fonctionnels susceptibles d’étre utilisés en clinique pour la
caractérisation des ALIS, (ii) la découverte et la validation de nouveaux biomarqueurs
des ALIS permettant la stratification des patients, (iii) I'évaluation de nouvelles

thérapeutiques ciblant I’ALIS, comme I'IL-7 ou les anticorps anti-PD-1.
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Imunodépression acquise en réanimation : approche expérimentale et clinique des altérations
lymphocytaires induites lors des syndromes septiques

Résumé : Les syndromes septiques restent a ce jour un probleme majeur de santé publique. Une
importante immunodépression est observée lors des syndromes septiques, affectant notamment les
lymphocytes T, acteurs majeurs de la réponse immunitaire. En effet, aprés avoir subi une apoptose
massive ils présentent d’importantes altérations fonctionnelles et phénotypiques, associées a un mauvais
pronostic. Cependant les mécanismes impliqués dans le développement de ces altérations
lymphocytaires induites par le sepsis (ALIS) sont encore mal connus. Le but de ce travail était d’étudier
ces mécanismes a travers la mise au point de modeéles ex-vivo. Nous avons optimisé un test de mesure de
la réponse proliférative des lymphocytes T, utilisable pour le diagnostic des immunodéficiences primaires,
comme pour l'étude expérimentale et clinique des ALIS. Nous avons développé un premier modeéle ex-
vivo, reposant sur l'incubation de cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) en présence de
LPS, suivie d'une stimulation spécifique des lymphocytes T via leur TCR. Ce modele récapitule des
mécanismes indirects potentiellement impliqués dans l'induction des ALIS, impliquant les monocytes.
Puis, nous avons mis au point un modéle qui repose sur I'incubation de PBMC en présence d’IL-10, suivie
d'une stimulation des lymphocytes T par des anticorps anti-CD2/CD3/CD28. Ce modele pourrait
reproduire des mécanismes directs et indirects impliqués dans 'induction des ALIS. Nos résultats nous
ont permis d’améliorer la compréhension des mécanismes en jeux dans les ALIS et d’en souligner la
complexité. Les modeéles ex-vivo présentés pourraient permettre d’évaluer de nouvelles stratégies
thérapeutiques.

Mots clés: Sepsis, lymphocytes T, prolifération, monocytes, lipopolysaccharide, IL-10, ex-vivo
modélisation

Clinical and experimental study of sepsis-induced T lymphocytes alterations in ICU patients

Abstract : Sepsis remains a major public healthcare issue. During sepsis, an important immunodepression
develops, affecting particularly the T lymphocytes, major players of the immune response. Following a
massive apoptosis, T lymphocytes display important functional and phenotypical alterations, which are
associated with higher risk of secondary infections and higher mortality. Mechanisms involved in the
induction of such alterations are not fully understood. The aim of this study was to analyze those
mechanisms through the development of ex vivo models. We optimized a test to measure T lymphocytes
proliferative response, which can be used for the diagnosis of primary immunodeficiencies, as well as to
clinically and experimentally study sepsis induced T lymphocytes alterations (SILA). First, we set up a
model consisting in an incubation of PBMC (peripheral blood mononuclear cells) with LPS followed by
specific T lymphocytes stimulation via its TCR. This model recapitulates indirect mechanisms likely to
participate in SILA induction, mediated by monocytes. Then, we set up a model consisting in PBMC
incubation with IL-10 followed by T lymphocytes stimulation with anti-CD2/3/28 antibody coated beads.
This model may recapitulate direct and indirect mechanisms involved in SILA induction. Our results
allowed us to improve the understanding of the mechanisms involved in SILA induction and to highlight
its complexity. The ex-vivo models that we developed could be used for the evaluation of new therapeutic
strategies.

Keywords : sepsis, T lymphocytes, proliferation, monocytes, lipopolysaccharide, IL-10, ex-vivo
modelization
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