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1. Introduction

Les syndromes septiques représentent encore aujourd’hui un probleme majeur de santé
publique du fait de leur incidence en constante augmentation et du taux élevé de déces associé (1,
2). La réponse immuno-inflammatoire au cours du choc septique associe une importante réponse
inflammatoire initiale responsable de I'état de choc et le développement secondaire d’altérations du

systeme immunitaire (3).

Les polynucléaires neutrophiles (PNN), sentinelles de I'immunité grdce a leur réle de
phagocytose et leur potentiel antimicrobien, jouent un réle central dans la réponse immunitaire du
fait d’interactions constantes avec les cellules dendritiques, macrophages et lymphocytes via des
cytokines (4). Des données récentes de la littérature (5-8) décrivent également un role
immunosuppresseur jusqu’alors méconnu pour les PNN suggérant non seulement un nouvel aspect
de I'implication de ces cellules dans la réponse immunitaire mais également dans la physiopathologie

du choc septique.

Ainsi, le but principal de ce travail de thése a été I'exploration des altérations phénotypiques,

fonctionnelles et transcriptomiques des PNN lors de la phase immunosuppressive du choc septique.

Dans ce document, une revue de la littérature est présentée en premiere partie. Elle expose
les syndromes septiques, I'évolution des connaissances de leur physiopathologie, puis la physiologie
des PNN ainsi que leur implication dans le choc septique. La seconde partie est consacrée a nos

travaux personnels.
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2. LES SYNDROMES SEPTIQUES

I. DEFINITIONS

D’une facon tres concrete, le sepsis illustre les multiples facettes de la réponse immunitaire
des patients face a une infection. D’un c6té, il peut étre caractérisé comme le simple ensemble des
manifestations immunologiques et inflammatoires induites par un processus infectieux. D’un autre, il
devient de plus en plus évident que cette interface est beaucoup plus complexe qu’elle n’apparait

(9).

La conférence de consensus de I’American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine (ACCP/SCCM), a défini les critéres correspondant aux syndromes septiques en 1992,
permettant une stratification des patients selon leur gravité et facilitant ainsi leur prise en charge

thérapeutique (10).

Par souci de simplicité, le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) est défini
selon 4 variables : la température, la fréquence cardiaque, la fréquence respiratoire et le compte de
globules blancs. Une anomalie mineure de ces parametres suffit pour qu’un patient réponde aux
critéeres du SRIS. Néanmoins cette approche présente des limites. Premiérement, les criteres du SRIS
sont tellement sensibles que 90% des patients admis aux soins intensifs respectent les critéres (11).
En effet, ces derniers ne prennent jamais en compte la pathophysiologie sous-jacente, ni la sévérité
de la réponse inflammatoire (12). De plus, certains patients (les personnes agées, celles prenant des
médicaments qui ont un effet sur la fréquence cardiaque, respiratoire ou la température) peuvent ne
pas présenter de symptomes remplissant les critéres du SRIS (13). Le SRIS peut également se
rencontrer dans de nombreux contextes non-infectieux tels que le trauma sévere, les brilés, la
pancréatite aigué, I'ischémie. Récemment, Kaukonen et al. ont investigué la validité et la sensitivité
des critéres du SRIS dans une analyse rétrospective incluant plus de 100 000 patients pendant les 14
dernieres années. Les auteurs se sont intéressés aux patients présentant une infection et une
dysfonction d’organe, les classant comme « sepsis sévere — SRIS positif » (87.9%) ou « sepsis sévere —
SRIS négatif » (12.1%). Les résultats de cette évaluation ont mis en avant qu’environ un huitieme des

patients ne respectait pas les critéres du SRIS alors qu’il présentait un choc septique (13).

Le sepsis correspond au SRIS associé a un processus infectieux, prouvé ou non par la mise en
évidence de microorganismes dans des tissus normalement stériles. Ainsi, puisque presque tous les

patients séveres remplissent les critéres du SRIS, le sepsis correspond bien a une infection.
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Cependant, alors que tous les patients présentant un sepsis sont infectés, l'inverse n’est pas
nécessairement juste, i.e., tous les patients avec une infection ne sont pas au stade sepsis. Le sepsis
et ses séquelles représentent un continuum de sévérité clinique et pathophysiologique. Le sepsis
sévere est défini comme un sepsis associé a I'apparition d’'une défaillance d’organe, une anomalie
d’hypoperfusion (i.e. acidose lactique, oligurie, altération aigué de I’état mental, etc.) ou une
hypotension induite par le sepsis (i.e. pression artérielle systolique inférieure a 90 mm Hg ou réduite
de plus de 40 mm Hg sans autre cause d’hypotension). On parle de choc septique lorsque

I’hypotension est persistante malgré un remplissage vasculaire adéquat (10).

En 2001, une seconde conférence de consensus internationale s’est réunie pour tenter
d’améliorer la précision de ces définitions afin de permettre une meilleure stratification des patients
dans les études cliniques, et peut-étre une amélioration de la compréhension de la physiopathologie
des états septiques (14). Les experts se sont basés non seulement sur des paramétres cliniques, mais
également sur des marqueurs biologiques caractérisant la réponse de I'h6te a linfection.
Néanmoins, ces définitions sont de plus en plus remises en question. D’abord, parce que nos
connaissances sur la pathophysiologie des syndromes septiques ont évolué (15). Ensuite, parce que
les criteres du SRIS restent toujours aussi trop peu spécifiques pour conserver de la valeur. Il est
également nécessaire de prendre en compte I'hétérogénéité du sepsis afin de modérer le besoin

d’identifier des cohortes homogenes (16, 17).

Néanmoins, début 2016, de nouvelles recommandations ont été établies aprés une troisieme
conférence de consensus réunissant 19 experts (18). Ainsi, le sepsis devrait étre défini comme une
dysfonction d’organe engageant le pronostic vital et causée par une réponse dérégulée de I'hote face
a une infection. La dysfonction d’organe est caractérisée par une augmentation du score SOFA
(Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment) de 2 points ou plus, associée a une mortalité
hospitaliere de plus de 10%. Ce score comprend des criteres respiratoires, cardiovasculaires, de
coagulation, le score de Glasgow, la bilirubine et la créatinine (19). On parle de choc septique
lorsqu’il est nécessaire d’administrer un vasopresseur aux patients afin de maintenir leur pression
artérielle a3 65mm Hg ou plus et une lactatémie supérieure a 2mmol/L (>18mg/dL) en I'absence
d’hypovolémie. Cette combinaison est associée a une mortalité de plus de 40%. En dehors des
services de réanimation, c’est-a-dire aux urgences ou dans les services traditionnels, les patients
adultes susceptibles d’étre infectés seront plus sujets a un pronostic défavorable de sepsis si on
retrouve au moins deux de ces critéres : rythme respiratoire a 22/min voire plus, une détérioration

du degré de lucidité ou une pression systolique a 100mm Hg ou moins. Ces critéeres cliniques rentrent
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dans le calcul d’un nouveau score : le quickSOFA (qSOFA). Ces définitions révisées devraient offrir
une consistance plus importante dans le développement de futures études épidémiologiques et

cliniques et faciliter la détection rapide des patients a risque de sepsis et donc gagner du temps pour

leur prise en charge.

Score
System 0 1 ¥ 3 4
Respiration
Pao,/Fio;, mm Hg 2400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) <200 (26.7) with =100 (13.3) with
(kPa) respiratory support respiratory support
Coagulation
Platelets, x10° /L =150 <150 <100 <50 <20
Liver
Bilirubin, mg/dL <1.2 (20) 1.2-1.9(20-32) 2.0-5.9(33-101) 6.0-11.9 (102-204) >12.0 (204)
(mol/L)
Cardiovascular MAP =70 mm Hg MAP <70 mm Hg Dopamine <5 ar Dopamine 5.1-15 Dopamine >15 or
dobutamine (any dose)®  orepinephrine <0.1 epinephrine =0.1
or norepinephrine <0.1°  or norepinephrine >0.1°
Central nervous system
Glasgow Coma Scale 15 13-14 10-12 6-9 <6
scare®
Renal
Creatinine, mg/dL <1.2(110) 1.2-1.9(110-170) 2.0-3.4 (171-299) 3.5-4.9 (300-440) »5.0 (440)
(umol/L)
Urine output, mL/d <500 =200

Tableau 1 : Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment (18)
FiO, : fraction of inspired oxygen, MAP : mean arterial pressure, PaO, : partial pressure of oxygen, ® . les doses de
catécholamines sont administrées en pg/kg/min pendant au moins une heure, © : le score de Glasgow est compris entre 3 et
15 (les plus hautes valeurs témoignent d’une meilleure fonction neurologique).

1. EPIDEMIOLOGIE

Des estimations précises des tendances épidémiologiques du sepsis sévere et du choc
septique sont primordiales pour les chercheurs en santé publique, les investigateurs cliniques et les
cliniciens eux-mémes. Afin de déterminer la tendance nationale dans I'épidémiologie du sepsis
sévere, certains chercheurs ont utilisé la Classification Internationale Statistique des Maladies (9’"”"’
édition) — ICD-9, une codification reliant I'infection a de nouvelles dysfonctions d’organes (20).
Cependant, des erreurs minimes concernant la méthodologie ont conduit a des estimations
divergentes (21). En effet, concernant uniquement le sepsis sévére, Angus et al. ont estimé une
incidence annuelle de 750 000 cas (300 pour 100 000 habitants) en 1995 (22). Une autre étude de
Martin et al. reporte une incidence de 256 000 cas en 2000 (81 pour 100 000 habitants) (23). Enfin
Drombrovskiy et al. soulignent une incidence de 391 000 cas soit 134 pour 100 000 habitants en 2003
(24) 2007). Rhee et al. mettent également en évidence un manque de rigueur quant a I'existence
d’outils fiables afin de « mesurer » l'incidence du sepsis. Les méthodes citées reprennent les
déclarations d‘assurance, ou des codes spécifiques au sepsis ou a l'infection et a la dysfonction

d’organe. Ainsi des campagnes de vigilances « pro-sepsis » rendraient les cliniciens plus vigilants a
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propos du diagnostic du sepsis mais on observerait une diminution ou une stabilisation des infections

qui sont le plus couramment a I'origine du sepsis (25) (Figure 1)

Ainsi, le débat continue en ce qui concerne la véritable incidence des syndromes septiques
aux Etats-Unis et dans le reste du monde méme si elle semble toujours en constante augmentation

comme le montre la figure suivante.

Pneumon:a

2

147

Intraabdominal miection

200

1501 Urinary tract infection
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e
=]
i

50 =
Bacterem iz i
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Figure 1 : Nombre d’hospitalisations pour lesquelles une infection a été répertoriée comme diagnostic
principal entre 2003 et 2011 (25)

a) Incidence et mortalité

L'incidence des syndromes septiques augmente rapidement. Les raisons en sont multiples et
la meilleure connaissance de la physiopathologie a déja contribué a une augmentation du nombre de
cas diagnostiqués. Néanmoins, la hausse des résistances bactériennes aux antibiotiques, I'utilisation
croissante de molécules immunosuppressives (e.g., chimiothérapies anticancéreuses ou post-
transplantation) ainsi que I'augmentation des procédures chirurgicales invasives peuvent expliquer la
réelle élévation de l'incidence des états septiques. D’autre part, cette tendance devrait perdurer
considérant le vieillissement de la population, I'augmentation des pathologies chroniques, des
transplantations, chimiothérapies et procédures invasives qui constituent des comorbidités lors des

syndromes septiques (26).

Aux Etats-Unis, entre 1979 et 2000, l'incidence du sepsis correspond a une augmentation
annuelle de 8,7 % (23). En Australie et Nouvelle-Zélande, la proportion de patients présentant un

sepsis sévere ou choc septique et admis en réanimation est passée de 7.2% en 2000 a 11.1% en
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2012. En revanche, dans cette méme cohorte, la mortalité diminue : 35% en 2000 versus 18.4% en
2012, alors que le nombre de déces toutes causes confondues augmente toujours (27, 28). En
Europe, le sepsis sévére et le choc septique représentent également une proportion importante des
patients admis en réanimation (29). Méme s'il est difficile de considérer I'Europe comme une unité
homogene, on peut considérer que la prise en charge des patients critiques est indépendante de leur
nationalité et différe surtout des méthodes des Etats-Unis. On observe notamment une différence
dans la disponibilité des lits, ce qui affecte directement le devenir des patients. En effet, en Europe,
les patients souffrant de sepsis sévére ou choc septique seront admis en réanimation environ un jour
apres leur hospitalisation conventionnelle. La durée de séjour est par contre plus longue : 7.8 jours
versus 4.2 aux Etats-Unis (1). Cette méme étude incluant plus de 25 000 patients hospitalisés aux
Etats-Unis et en Europe a montré que le taux de mortalité du sepsis sévére et du choc septique est
toujours supérieur a 30 % (1). Dans une cohorte observationnelle, prospective, multicentrique dans
14 hopitaux francgais, 13.7% des patients présentaient les criteres de choc septique. La mortalité
estimée a J28 était de 42% (30). La mortalité associée aux syndromes septiques 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 (28, 30). La plupart des études mesurent la mortalité 28 jours aprés le
début du choc. Celle-ci donne une vision a court terme des conséquences délétéres des syndromes
septiques, occultant notamment I'effet de ces pathologies complexes sur I'espérance de vie (31).
Ainsi, dans une cohorte américaine, en tenant compte de la mortalité a 6 ans chez des patients
septiques versus des non septiques, les patients septiques présentaient un taux de mortalité a long
terme supérieur, méme en tenant compte des comorbidités. Le sepsis est donc indépendamment

associé a une mortalité plus élevée méme bien apres I'hospitalisation (32).

b) Facteurs de risque

L’age est l'un des principaux facteurs de risque. En effet aux ages extrémes de la vie le
systéme immunitaire n’est pas pleinement opérationnel. On le considére immature chez I'enfant et
sénescent chez les individus agés. Un systéme immunitaire défaillant augmente le risque d’infection
et d’évolution de cette infection en syndrome septique. Chez I'enfant, I'infection pulmonaire est la
principale cause de sepsis. De plus, le développement d’'un sepsis dans cette tranche d’age
représente la premiére cause de déces (33, 34). A l'inverse, les personnes agées, en plus d'un
systeme immunitaire défaillant, présentent le plus souvent d’autres pathologies chroniques
(défaillances cardiovasculaires, respiratoires, rénales, etc). Il en résulte un risque de développement

de syndrome septique et une mortalité plus élevés (35, 36).
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Le genre semble lui aussi étre un facteur de risque : les hommes sont plus fréquemment
touchés. En revanche, le risque de décés chez les patients septiques semble plus élevé chez les

femmes (37, 38).

Les maladies altérant le systéeme immunitaire, comme le diabete, le VIH, ou les leucémies,
augmentent elles aussi a la fois le risque de développer un syndrome septique, et la gravité de ce

syndrome (39, 40).

On observe aussi une influence de I'ethnie, les individus caucasiens présentant un risque plus
faible de développer un syndrome septique (41, 42). Néanmoins il est possible que I'influence de
I’ethnie représente en réalité I'influence d’une multitude de facteurs de risque environnementaux et

sociaux-économiques (43).

Enfin il existe des facteurs de risque génétiques. D’'une part les maladies génétiques
touchant les cellules du systéme immunitaire, comme le syndrome de Wiskott-Aldrich ou le
syndrome de Chediak-Higashi, favorisent le développement d’infections, ponctuelles ou 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 pathogénes (44), les cytokines (45), peuvent affecter négativement ou

positivement la susceptibilité au développement des syndromes septiques (46).

c) Etiologie

Le type d’organisme a I'origine du sepsis est trés important pour I'issue favorable ou non de
cette infection. Les microorganismes Gram-positifs sont de plus en plus en fréquents et sont
désormais aussi communs que les infections a Gram-négatif. Ceci est d{ essentiellement au
développement des procédures invasives et au nombre accru des infections nosocomiales
développées en milieu hospitalier. De plus, l'utilisation d’antibiotiques a large spectre chez ces
patients restant longtemps dans les services de réanimation aboutit a une résistance bactérienne
importante. Cette résistante aux antibiotiques est problématique, prolongeant la durée de séjour
mais aussi celle de la ventilation mécanique (26). Une étude de Vincent et al. souligne d’ailleurs, dans
une cohorte de 3 000 patients, cette fréquence égale entre les microorganismes Gram-positifs et
Gram-négatifs, due principalement a un taux élevé d’infections staphylococciques. De plus, 18 % de
ces infections étaient d’origine polymicrobienne (29). Une méta-analyse reprenant 510 études
rapporte que les bactériémies Gram-négatives sont associées a une mortalité plus élevée comparées

aux Gram-positives (47). Cette étude présente également I'influence du microorganisme et du site de
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I'infection avec le taux de mortalité, ce qui un en fait un bon rationnel pour les inclure dans les
stratifications des patients dans les essais cliniques. Parmi ces bactéries on retrouve, par ordre
d’incidence, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp et
Pseudomonas aeruginosa 15,26. Ces dernieres 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.
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Figure 2 : Nombre de cas de sepsis par an aux Etats-Unis, en regard du pathogéne associé, entre 1979 et 2001

(23)

Néanmoins, environ un tiers des patients présentant un sepsis sévere n’ont jamais
d’hémoculture positive (48).

Les points d’appel infectieux sont multiples, bien que les sites d’infection les plus
fréguemment retrouvés restent les poumons. La deuxiéme cause est constituée par les infections
abdominales (environ 25 %), puis viennent ensuite les infections urinaires. Une étude récente montre
gue la source anatomique de l'infection est corrélée a la mortalité chez les patients en choc septique
et que cette association est indépendante des facteurs de prédisposition de I'h6te. Un taux de
mortalité intra-hospitalier plus important est retrouvé pour les infections intraabdominales
secondaires a une ischémie intestinale et des infections disséminées. La mortalité est en revanche

plus faible suite a une uropathie obstructive associée a une infection du tractus urinaire (49).

d) Colt de prise en charge

20



Les patients admis pour un syndrome septique nécessitent des soins intensifs et mobilisent
I’équipe infirmiere et médicale, générant ainsi des dépenses importantes. Les colts liés au personnel
représentent 40 a 60 % du budget total des services de réanimation. Etant donnée la proportion
importante des dépenses fixes inhérentes a ces services, le colt total de la prise en charge dépend
essentiellement de la durée du séjour hospitalier (50). Selon une étude francgaise, le colt moyen
d’une journée d’hospitalisation en réanimation pour un patient atteint de sepsis sévére est estimé a
1200 € (51). La durée moyenne de séjour dans le service de réanimation apres le début du sepsis
sévere est de 11 jours (52).

Le co(it moyen du séjour en service de réanimation est deux fois plus élevé pour les patients
qui développent un sepsis sévére (22 800€) par rapport aux autres patients admis dans ce service
(9 600€) (51). Aux Etats-Unis, il a été estimé un colt moyen de 22 100$ par patient atteint de sepsis
sévére avec un codt annuel de 16.75 milliards (53). De méme, la septicémie représente I'une des
guatre pathologies les plus cheres parmi les différents modes de remboursement (Medicare,
Medicaid, assurance privée et sans assurance) (54). En 2011, le colt d’un séjour hospitalier pour un
patient septique aux Etats-Unis est environ de 20 000S. Dans la population pédiatrique, ce colt est
estimé entre 29 829S et 65 639S par patient (55). A noter que les dépenses les plus élevées
concernent les services de réanimation néonatale ou les soins sont tres spécialisés (53).

Les facteurs contribuant a I'augmentation des colts sont multiples. On peut noter tout
d’abord la survenue d’infections nosocomiales, qui engendre une dépense trois fois plus importante
(51, 52). Les autres facteurs sont I'origine chirurgicale, I'age, et le déces du patient. D’autre part,
cette augmentation est liée au nombre de dysfonctions d’organes (particulierement lorsque le
patient présente une défaillance cardiaque), et a un score APACHE Il > 25 (Acute Physiology And
Chronic Health Evaluation) (51).

. DIAGNOSTIC
a) 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 paleurs. Ces signes correspondent au SRIS, néanmoins, comme évoqué précédemment, il est a
noter que tous les patients présentant un SRIS ne sont pas nécessairement septiques. L’apparition de
signes traduisant une défaillance d’organe peut ensuite appuyer la suspicion d’un syndrome

septique. Confusion, délirium, pertes cognitives (pouvant aller jusqu’au coma), marbrures, oedeme
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pulmonaire, lactatémie, hyperglycémie, augmentation de la créatinine, augmentation de la bilirubine

sont autant d’exemple de signes de défaillances d’organes (18).

b) Microbiologique

Le diagnostic microbiologique doit étre établi dans les plus brefs délais a fin d’appliquer au
plus tét 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 particuliéres (infections chroniques, choc toxique staphylococcique, purpura
fulminans, ...) certaines causes infectieuses sont plus probables que d’autres. Des hémocultures sont
réalisées, suivies de colorations de Gram qui permettent une premiere caractérisation bactérienne.

Ces dernieres 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 (56-58). Une identification rapide du micro-organisme
responsable de l'infection permet de réduire I'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 (59).

c) Biologique/biomarqueurs

Un biomarqueur est un parameétre objectivement mesurable au niveau moléculaire,
biochimique, cellulaire ou physiologique, associé a une pathologie ou a son évolution. Il peut avoir
plusieurs objectifs et utilisations (60, 61):

- La sélection et stratification des patients : il permet d’identifier ceux a plus haut risque de
développer des événements indésirables (en fonction de la sévérité et du stade de la pathologie) afin
de débuter une thérapie prophylactiqgue ou de poursuivre les tests diagnostiques.
- Le diagnostic : il permet d’établir un diagnostic qui orientera la décision de traitement et ceci, de
maniere plus fiable, plus rapide et moins colteuse que les méthodes déja disponibles.
- La stratification des risques : il permet alors d’identifier des sous-groupes de patients au sein d’'une
population diagnostiquée, qui pourraient présenter des effets bénéfiques plus importants ou au
contraire un dommage suite a I'intervention thérapeutique.

- Le monitorage : il permet également de mesurer la réponse a un traitement et ainsi d’estimer les
doses et la durée de celui-ci.

- Un critére d’évaluation substitutif : il permet un résultat a court terme dans la prédiction d’'une
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réponse clinique a plus long terme pour une évaluation rapide de l'innocuité et I'efficacité du

traitement.

Pierrakos et al. ont effectué une méta-analyse en cherchant sur Pubmed les mots clés
« sepsis » et « biomarqueur ». Au total, 3370 références testant 178 biomarqueurs différents ont été
reportées. Parmi les 178, 18 ont été utilisés uniquement dans des études expérimentales, 58 dans
des travaux expérimentaux et des études cliniques et 101 seulement dans des essais cliniques.
Trente-quatre ont été identifiés spécifiquement dans le diagnostic du sepsis et parmi ceux-ci,
seulement 5 possédent une sensibilité et une spécificité supérieures a 90% (62). Le Tableau 2

reprend ces biomarqueurs spécifiques du sepsis.
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Sepsis biomarker Clinical Type of Outcome

| aPTT* [35 c C High negative pregictive value
ZCDA T 33] B § Higher values in negnates with sepsis than in those with possible infection
3 CD25 187 A g Distinguished between sepsic and SIRS
4 CDB4** 32287 C § Lalw sensitivity and speciidty to distinguish between viral and bacterial
infections
T Complement (C3, C4, C5a) (219 B 5 Cistinguished between sepsis and SIRS
£ EA complex [23070 C H Magnoss of sepsis increased earlier than CRP
7 ELAM-1 (cellular and soluble) Cis) 'd Increased in trauma patients with sepsis compared with no sepsis
(129
& Endocan [127] B § Distinguished betwesn sepsis and SIRS
9 E-Selectin (cellular and soluble) B § Distinguished betwesn sepsis and SIRS
[138]
10 Fibrin degradation products |36 B § High nigative predictive value
11 Gasé [241)] B 5 Higher values in patients with severe sepsis comparad with patients with organ
failure but fo sepsis
12 G-CSF [237) € 5 Distinguishad between sepsis and SIRS
13 Gelsolin [238] Bis! t Higher in septic patients compared with patlents without sepsis
l4 IL-1 recéptor antagonist [55) € § Early diagnosis of sepsis before symptoms In newborns
15 IL-B* [&1] C 5 Higher in septic neutiopenic patlents compared with fabiil feutiopenic
patients without sepsis
16 IL-10 (65 A § Higher in septic shock compared with cardiogenic shiock
17 =12 [29] (& ¥ Chagneds of sepsls in pediatic patients
18 IL-18 700 Bis) § Distinguished between Gram-positive and Gram-negative sepsis. Higher in
taurma patients with sepsis than in those without
19 IP-10** 30 c H Early dizgnosis of sepsis in newhoms
30 - Laminin [38° A 5 Cistinguished betwsen Candica sepsis and bacterial sepsis
1 LBP (A4 C § Cistinguishad betwaen Gram-positive sepsis and Gram-negative
7 MEP-1 [61) G 5 Cistinguished between sepsis and SIRS in neutropenic pediatric patients
23 MO, nitrate, nitrite [161) B § Higher in septic shock compared with cardiogenic shock
74 Dsteopontin |75 B 5 Distinguished between sepsis and 5IRS
35 OPAE [118] B 1 Higher in patients with sapsis and DIC compared with no-septic patients with
(i
26 Pentraxin 3 [207 L& § Distinguished between septic shock and SIRS
27 Peptidoglycan [262 Bis) o Higher In postoperative patients with infection compared with no-infected
postoperative patisnts
2B pEN 2701 ) ] Distingulshed between sepsls and SIRS
29 PLA2- (soluble)™* [21] B 5 Distinguished between bacteremic and non-bactarsmic infections
I Serum lysozyme (enzyme B § Distinguished betwesn sepsis and organ rejection in transplanted patients
activity) [258]
i1 ST2 (soluble) [108 A B Higher in septic patients compared with thase with no sepsis
37 Surfactant protein (A, B, C, D) B § Early diagnosis of ARDS In Septic patients
(192
I3 TREM-T (soluble) [2R52590 C 5 Distinguished between sepsis and SRS, diagnosed prewmonia
3 Troponin [ 1931 B g Biagnoss of myocardial dysfunction in septic patients

Tableau 2 : Les 34 biomarqueurs identifiés dans le diagnostic du sepsis (62)

* sensibilité and spécificité inférieures a 90% - ** sensibilité supérieure a 90% mais spécificité inférieure a 90% - ***
sensibilité et spécificité supérieures a 90% - A : étude clinique avec moins de 20 patients — B : étude clinique incluant de 20
a 50 patients — C : étude clinique comprenant plus de 50 patients — (s) : uniquement des patients chirurgicaux — (m) :
uniqguement des patients médicaux — s : valeur unique — c : plusieurs valeurs au cours du temps
aPTT : temps de céphaline activée — ARDS : syndrome de détresse respiratoire aigiie — CRP : protéine C réactive — DIC :
coagulation intravasculaire disséminée — ELAM : Molécules d'adhésion leucocytes-cellules endothéliales — G-CSF :
granulocyte colony-stimulating factor — IP : interferon-induced protein — LBP : protéine de fixation des lipopolysaccharides
— MCP : monocyte chemoattractant protein — NO : oxyde nitrique — PAI : inhibiteur de I'activateur du plasminogéne — pFN :
fibronectine plasmatique — PLA2 : phospholipase A2 —SIRS : syndrome de réponse inflammatoire systémique — TREM :
triggering receptor exprimé par les cellules myéloides
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Le développement rapide des technologies a haut débit dans le domaine de la génomique,
protéomique et métabolomique a également permis l'identification de nouveaux biomarqueurs
candidats en utilisant une approche a plus large échelle (63).

De plus, étant donné qu’aucune étude clinique n’a jusqu’ici fourni de preuves concluantes
qguant a l'utilisation d’'un biomarqueur idéal présentant une sensibilité et une spécificité suffisantes,
une approche avec une combinaison de biomarqueurs a été récemment proposée. Par exemple,
dans une étude prospective incluant des patients suspectés d’infections communautaires, Kofoed et
al. ont utilisé un panel de 6 biomarqueurs dont STREM-1 (soluble triggering receptor exprimé par les
cellules myéloides), CRP (protéine C réactive), procalcitonine, I'activateur du plasminogéne de type
urokinase soluble, le facteur d’inhibition de la migration des macrophages et le compte de
neutrophiles. La précision de la détection des causes d’inflammation bactériennes et non
bactériennes était significativement plus importante avec cette combinaison plutét qu’avec chaque
biomarqueur isolé (64). Dans une autre étude de Gibot et al., un bioscore composé de 3
biomarqueurs (CD64, procalcitonine et sSTREM-1) a démontré de meilleures performances dans le
diagnostic du sepsis chez les patients sévéres comparé a l'utilisation d’un marqueur seul. La
probabilité de développer un sepsis était paralléle a 'augmentation du bioscore : le taux d’infection
était de 3.8% pour un bioscore a 0 (les 3 biomarqueurs en dessous de leurs seuils) et de 100% pour

un bioscore égal a 3 (les 3 biomarqueurs au-dessus de leurs seuils) avec une AUC de 0.97 (65).

IV. PHYSIOPATHOLOGIE DES SYNDROMES SEPTIQUES : PHASE PRECOCE

Le point de départ de I'état septique est la colonisation locale de I'organisme par un
microorganisme pathogene, induisant d’abord une réaction inflammatoire locale. Sur le site de
I'infection, les macrophages résidents et cellules dendritiques détectent la présence du pathogene
par l'intermédiaire des Toll-like récepteurs (TLR) qui reconnaissent des motifs présents sur la grande
majorité des bactéries, virus ou champignons: les Pathogen-Associated Molecular Patterns
(PAMPs). L'activation par les TLR initie une cascade de réactions aboutissant a la translocation du
Nuclear factor kappa B (NF-kB) et donc la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dont I'lL-1p, I'IL-
6 et le Tumor Necrosis Factor (TNF)-a. D’autres composés de I'immunité innée se mettent également
en place tels que les polynucléaires neutrophiles ou le systétme du complément. Chez certains
patients, le sepsis se développe lorsque la réponse anti-infectieuse initiale normale chez I'héte, est
dérégulée et amplifiée au niveau systémique. Les mécanismes indispensables au niveau local pour
combattre une infection deviennent alors déléteres pour I'organisme. L’amplification de la réponse

immunitaire au niveau systémique provoque des dommages cellulaires et des dysfonctions d’organes
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conduisant au sepsis sévére voire au choc septique (3). La réponse spécifique pour un patient donné
dépend de l'agent pathogéne responsable de [linfection (quantité et virulence), de [I'hote
(caractéristiques génétiques et comorbidités) avec des réponses différentielles au niveau local,
régional et systémique. De plus, la composition et la direction de la réponse de I'hote changent
probablement en paralléle de I'évolution clinique. En général, les événements pro-inflammatoires
(qui ont pour but principal d’éliminer les agents pathogenes) sont responsables de dommages

tissulaires collatéraux (3).

a) Phase précoce de I'infection et reconnaissance des micro-organismes

Le sepsis peut se développer suite a la reconnaissance directe de la bactérie ou de
composants bactériens (e.g. lipopolysaccharide (LPS) pour les bactéries Gram-négatives et acide
lipotéichoique pour les Gram-positives) qui vont interagir avec les TLR afin de déclencher la cascade

inflammatoire.

e Motifs moléculaires associés aux pathogénes

Ces motifs présents sur la grande majorité des bactéries, virus ou champignons sont appelés
les Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs). Les produits relargués lors d’un sepsis dit
« stérile » ou par un tissu endommagé par I'agent infectieux sont qualifiés de Danger-Associated
Molecular Patterns (DAMPs) (66). Les DAMPs incluent des signaux de danger endogénes tels que de
I’ADN (acide désoxyribonucléique), des histones, ou des hyaluronines libérées par les cellules
nécrotiques, mais aussi des alarmines qui seront capables de transmettre un signal de danger
interne.

Au niveau tissulaire, les macrophages résidents et les cellules dendritiques, cellules
présentatrices de I'antigéne (CPA), constituent la premiére ligne de défense par reconnaissance des
PAMPs et DAMPs. Ceci se fait par l'intermédiaire des Pathogen Recognition Receptors (PRRs)

présents a la surface des CPA (67).

e Pathogen Recognition Receptors (PRR)

Les PRRs sont constitués d’une famille de récepteurs structurellement différents mais avec la
propriété commune de détecter les PAMPs et DAMPs. La principale famille de PRRs est constituée
par les Toll-like receptors (TLR) qui peuvent reconnaitre des molécules de la paroi bactérienne
(lipoprotéines, LPS, acides lipoteichoiques, flagelline...), des molécules de la paroi fongique, mais

également des acides nucléiques viraux et bactériens. Les TLR sont des récepteurs
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transmembranaires de type . lls sont caractérisés par un domaine extracellulaire riche en leucine et
un domaine intracellulaire TIR (Toll-interleukin-1 receptor) qui partage une forte homologie avec le
domaine intracytoplasmique du récepteur de I'lIL-1. Suite a la liaison au ligand, le récepteur forme un

hétéro ou homodimere et recrute les molécules adaptatrices du signal grace a leur domaine TIR.

Les récepteurs de type TLR appartiennent a un systéme de reconnaissance, de signalisation
et de protection anti-infectieuse trés ancien sur le plan de I’évolution. On a décrit 10 génes TLR chez
la souris et chez ’'homme, et chacune des 10 protéines correspondantes est destinée a reconnaitre
un assortiment distinct de motifs moléculaires qui sont normalement absents chez les vertébrés
normaux. Ces motifs sont caractéristiques de composants de microorganismes pathogeénes. Puisqu’il
n'existe que 10 genes fonctionnels, les récepteurs de type Toll ont une spécificité limitée en
comparaison des récepteurs d’antigene du systeme immunitaire adaptatif et ont évolué pour
reconnaitre certains motifs moléculaires associés aux microbes. Cependant, bien que la diversité des
récepteurs de type Toll soit limitée, ils sont capables de reconnaitre des élements de la plupart des
microbes pathogénes. Par exemple, TLR2 est essentiel pour les réponses a plusieurs lypoglycans
bactériens ; TLR3, 7 et 8 pour les acides nucléiques viraux (comme I’ARN double brin), TLR4 pour les
LPS bactériens (endotoxines), TLR5 pour la flagelline, et TLR9 pour des oligonucléotides non méthylés
riches en CG (CpG) (68, 69). Ceci est illustré dans la Figure 3. Parmi les dix TLR différents qui ont été
identifiés au sein du génome humain, c’est le TLR4 qui posséde un role prépondérant dans cette
phase de reconnaissance des microorganismes.

Certains de ces TLR sont présents a la surface de la cellule, ou ils reconnaissent les produits
microbiens extracellulaires. D’autres TLR sont dans les endosomes, dans lesquels des microbes ont

été ingérés (67).
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Figure 3 : Exemples de molécules exogénes et endogénes reconnues par les TLR (68)

GPI : glycosylphosphatidylinositol, HSP60 : heat-shock protein 60, polyl:C : ARN double brin, RSV : Virus

respiratoire syncitial, ssSRNA : ARN viral simple brin, VSV : virus de la stomatite vésiculaire

La stimulation des TLR passe par la Myeloid differentiation primary-response protein (Myd88)
qui va, a son tour, recruter IRAK4 (/L1-R associated kinase 4), permettant ainsi la liaison d’IRAK1.
IRAK4 induit alors la phosphorylation d’IRAK1. TRAF6 (tumour-necrosis-factor-receptor-associated
factor 6) est recrutée par la forme phosphorylée d’IRAK1. Ce complexe se dissocie par la suite et
forme un nouveau avec TAK1 (transforming-growth-factor-6-activated kinase), TAB1 (TAK1-binding
protein 1) et TAB2 au niveau de la membrane plasmatique. Ceci aboutit a la phosphorylation de TAB2
et TAK1. IRAK1 est alors dégradée et le complexe restant (constitué de TRAF6, TAK1, TAB1 et TAB2)
est transloqué dans le cytosol ou il va s’associer avec UBC13 (ubiquitin-conjugating enzyme 3) et
UEV1A (ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1). Ce qui va conduire a l'ubiquitinilation de TRAF6
et donc l'activation de TAK1. Cette derniere va alors phosphoryler d’une part les MAP (mitogen-
activated protein) kinases et d’autre part, le complexe IKK (inhibitor of nuclear factor-«kB (IkB)-kinase
complex) composé d’IKK-a, IKK-B et IKK-y. Le complexe IKK va phosphoryler IkB, conduisant a son
ubiquitinilation et sa dégradation. Ceci permet a NF-kB de transloquer jusqu’au noyau et ainsi induire

I’expression de ses geénes cibles dont notamment I'IL-1B et le TNFa (67).
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Figure 4 : La voie de signalisation du TLR via Myd88 (67)
TLR : Toll-like receptors, Myd88 : Myeloid differentiation primary-response protein, IRAK4 : IL1-R associated

kinase 4, TRAF6 : tumour-necrosis-factor-receptor-associated factor 6, UEV1A : ubiquitin-conjugating enzyme
E2 variant 1, UBC13 : ubiquitin-conjugating enzyme 3, TAB : TAK1-binding protein, TAK1 : transforming-growth-
factor-B-activated kinase, IKK : inhibitor of nuclear factor-kB-kinase complex, IkB : inhibitor of nuclear factor-«B,

NF-kB : nuclear factor-kB

Néanmoins, la stimulation du TLR4 induit I'activation d’une voie de signalisation
indépendante de Myd88. Celle-ci est a I'origine de I’activation d’IRF3 (interferon-regulatory factor 3)
et conduit ainsi a une activation plus tardive de NF-kB qui va induire I'expression des genes
inductibles de I'lFN et la production d’'IFN-B (70).

Par ailleurs, I'activation des TLR engendre I'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 I'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 pathogéne.
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Parmi les PRR, les NOD-Like Receptors (NLRs) constituent une famille importante de
protéines cytosoliques. lls reconnaissent des fragments de peptidoglycanes bactériens et activent la
voie NF-kB. 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-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-1B ou I'lL-18 (71, 72).

Les RIG-I-Like Receptors (RLRs) sont exprimés dans le cytosol et reconnaissent
spécifiguement des acides nucléiques comme I’ARN viral. On compte trois RLRs: retinoic acid-
inducible gene | (RIG-1), melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5) and LGP2 (72, 73). Les
RLRs sont composés de deux domaines CARDs (capsase recruitment domains) en N-terminal, un
domaine central DEAD box helicase/ATPase et un domaine régulateur en C-terminal. L’expression
des RLRs est augmentée de maniere importante par une réponse IFN de type | ou par une infection

virale.

Enfin, les CLR (C-type lectin receptors) constituent une trés 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 I’'homéostasie
immunitaire au niveau intestinal, I'initiation et la modulation des réponses allergiques, et la réponse

immunitaire anti-tumorale (74).

b) Cascade immuno-inflammatoire

Les signaux générés par I'engagement des TLR activent des facteurs de transcription qui
stimulent I'expression de genes codant des cytokines, des enzymes et d’autres protéines impliquées
dans I'activation des fonctions antimicrobiennes des phagocytes et des cellules dendritiques. Deux
des plus importants facteurs de transcription activés par les signaux provenant des TLR sont NF-kB,
qui induit I'expression de différentes cytokines et des molécules endothéliales d’adhérence, et IRF3,

qui stimule la production d’interférons de type I, cytokines qui bloquent la réplication virale (69, 75).

e QOrage cytokinigue
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L'activation de NF-kB aboutit a la transcription de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires, telles que TNF-q, IL-1, IL-6, IL-12, IL-8, I'interféron (IFN)-y, le GM-CSF (Granulocyte
macrophage colony stimulating factor), et 'lFN-B (76). Des concentrations élevées retrouvées chez
les patients en choc septique sont synonymes d’un excés de production par les cellules de
I'organisme en réponse a l'infection. Les cytokines jouent un role particulier car elles peuvent auto-
entretenir leur production par le jeu des cascades cytokiniques et avoir des effets non seulement
additifs mais aussi synergiques entre elles. Le TNF-a et IL-1 sont les cytokines inflammatoires
prototypiques qui jouent un role prépondérant dans la physiopathologie des syndromes septiques
séveres. Elles sont libérées durant les premiéres 30-90 minutes aprés I'exposition au LPS et vont a
leur tour activer une seconde vague de médiateurs inflammatoires incluant des cytokines, des

médiateurs lipidiques et des espéces réactives de I'oxygéne (3, 77).

En parallele de cette réponse inflammatoire, I'hote produit des médiateurs anti-
inflammatoires dans le but de restaurer I'équilibre immunologique. Parmi les molécules anti-
inflammatoires se trouvent des antagonistes comme les récepteurs solubles du TNF ou I'antagoniste
du récepteur de I'lL-1, des inactivateurs de la cascade du complément et des cytokines dont I'IL-10, le

TGF-B (Transforming growth factor), I'lFN-a, I'lL-4, I'IL-6 et I'IL-13 (3, 78).

e Recrutement des cellules inflammatoires

Lors d’une réponse optimale a une invasion bactérienne dans un espace stérile, les
macrophages résidents sont capables de contenir I'infection initiale. Un controle local est idéal mais
si l'infection submerge les premiéres lignes de défense, un recrutement de cellules inflammatoires
sur le site de I'infection est nécessaire. Les cytokines sécrétées par les cellules résidentes stimulent la
synthése de molécules d’adhésion a la surface des cellules endothéliales. Ainsi, les polynucléaires
neutrophiles circulants vont se lier de facon transitoire aux cellules endothéliales pour passer au
niveau tissulaire par diapédése. Parmi les cellules recrutées dans les tissus, on retrouve d’une part
des cellules phagocytaires (neutrophiles et macrophages) mais également des cellules de I'immunité
adaptative (lymphocytes) (79, 80). Lors d’une infection bactérienne, il existe donc d’importantes
interactions entre les cellules présentatrices d’antigenes et les lymphocytes, effecteurs clés de
I'immunité adaptative. L’antigene microbien est présenté aux lymphocytes T par les cellules
présentatrices d’antigéne, associé a d’autres marqueurs de surface comme le CD3 (cluster de
différenciation 3) ou des molécules de costimulation (CD2, CD28...). Quand les signaux appropriés
sont regus, les lymphocytes T CD4 effecteurs sécretent des cytokines comme I'IFN-y, capable de

stimuler les cellules phagocytaires. Elles vont alors pouvoir détruire les bactéries et interagir avec les
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lymphocytes B. Les lymphocytes T augmentent également I'expression du CD40-ligand qui se lie au
CD40 a la surface des CPA. Ceci induit un relargage d’IL-12 et le maintien de |'expression des
molécules de costimulation, favorisant la communication entre les médiateurs de I'immunité innée

et adaptative (79).

e Amplification systémique et état de choc (coagulation, complément, hypotension)

La généralisation de la réponse immunitaire a plusieurs conséquences au niveau de
I'organisme. Les cytokines libérées au niveau systémique peuvent provoquer des lésions sur des
organes méme situés a distance du foyer infectieux, via I'activation des cellules endothéliales et
inflammatoires présentes dans ces organes. La cause ultime de décés des patients en choc septique
est la défaillance multiple d’organes. Il existe une relation directe entre la probabilité de survie et la
sévérité de la défaillance initiale d’organe et le nombre d’organes défaillants des patients entrant en
réanimation. Si quatre voire cing organes sont touchés, le risque de décés peut atteindre 90%, quel

gue soit le traitement (77).

» Coagulation

Les cytokines jouent également un réle procoagulant important dans le sepsis. En effet, les
troubles de la coagulation sont fréquents et 30 a 50% des patients présentent la forme clinique la
plus grave, la coagulation intra vasculaire disséminée (CIVD) (81). Méme si le systeme de la
coagulation n’est pas conventionnellement considéré comme une réaction immunitaire en réponse a
une infection, il est indéniable que ces deux réponses sont intimement liées (3).

La cascade de coagulation est initiée par le LPS ou d’autres composants microbiens, en
induisant I’expression du facteur tissulaire a la surface des cellules endothéliales et mononucléées. Le
facteur tissulaire va a son tour activer une série de cascades protéolytiques, qui résultent en la
conversion de la prothrombine en thrombine, générant la fibrine a partir du fibrinogéne. En parallele,
les mécanismes fibrinolytiques régulateurs normaux sont affaiblis en raison d’une concentration
plasmatique élevée de l'inhibiteur de I'activateur du plasminogéne de type 1 (PAI-1) qui inhibe la
formation de plasmine a partir du plasminogéne. Le résultat est une augmentation de la production
de fibrine ainsi qu’une diminution de son élimination. On observe alors la formation de caillots de
fibrine au niveau des microvaisseaux, conduisant a une perfusion tissulaire insuffisante et une
défaillance d’organe (poumons, reins, coeur). Il existe également une régulation négative des
protéines naturellement anticoagulantes: antithrombine, protéine C et tissue factor pathway

inhibitor (77). Ces molécules anticoagulantes, en plus de leur effet sur la génération de la thrombine,
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possedent des propriétés anti-inflammatoires, notamment en inhibant la libération de TNF-a par les
monocytes. Les modifications de la cascade de la coagulation observées lors du choc septique sont

résumées dans la Figure 5.
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Figure 5 : Les troubles de la balance homéostatique entre les mécanismes pro et anticoagulants générés par

le sepsis (77)

» Métabolisme cellulaire

Des anomalies dans le métabolisme des lipides, glucides et protéines surviennent
fréquemment chez les patients septiques. Un apport en oxygéne insuffisant, en raison d’altérations
des capillaires (microcaillots) et d’un débit sanguin diminué, contribue au développement des
mécanismes anaérobies et a la production de lactates.

De plus, méme en cas d’apport en oxygeéne suffisant, le sepsis peut étre a |'origine de
dommages dans |'extraction et |'utilisation de I'oxygéne cellulaire a cause de dysfonctions de la
mitochondrie. Ceci peut aboutir a une diminution de production des radicaux oxygénés par certaines
populations cellulaires dysfonctionnelles. Chez les patients septiques, il existe en effet une
relation entre la dysfonction mitochondriale, la diminution de la concentration d’ATP (adénosine
triphosphate) et la survenue d’événements indésirables. Ceci impliquerait une dysfonction de la

bioénergétique comme mécanisme conduisant a la défaillance multiple d’organes (82).

» Augmentation de la perméabilité vasculaire
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La perfusion microvasculaire, qui a pour but d’équilibrer I'apport tissulaire de I'oxygéne des
nutriments aux besoins tissulaires, est fortement compromise lors du sepsis. La stimulation du TLR4
par le LPS conduit a la production d’interférons de type |, qui peut résulter en la production d’oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS) dans les cellules immunitaires et les tissus vasculaires et donc en
synthése de monoxyde d’azote (NO). La stimulation d’iNOS est aussi possible par I'intermédiaire de
TNF-a et IL-1 (77).

Le NO est un puissant agent vasodilatateur, responsable de I"hypotension systémique (77).
Cet excés de NO induit des lésions dans les microvaisseaux et une hyporéactivité vasculaire
aboutissant a des défaillances d’organes, probablement par des mécanismes d’apoptose (76).

La combinaison de (i) I'hypovolémie due a la vasodilatation, (ii) I’hypovolémie due a la
perméabilité accrue des vaisseaux, (iii) d’'une défaillance myocardique, entraine une hypotension

réfractaire au remplissage vasculaire. On parle alors d’état de choc.

> Défaillance multi-viscérale

L'ensemble de ces phénomeénes peut entrainer chez les patients en choc septique une
défaillance de tous les organes (foie, rein, coeur, poumon, systéme nerveux central).

Alors que les mécanismes multifactoriels a la base du développement de défaillance d’organe
ne sont que partiellement connus, la diminution de la perfusion tissulaire et I’hypoxie jouent un réle
primordial (77).

La Figure 6 résume les Iésions organiques potentielles au cours du sepsis.
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Figure 6 : Exemples de lésions organiques au cours du sepsis (81)

ARDS : Syndrome de détresse respiratoire aigu.
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V. PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES SYNDROMES SEPTIQUES

Devant le probléeme majeur de santé publique que représentent les syndromes septiques, un
groupe d’experts internationaux s’est réuni en 2002 afin de définir des recommandations de
traitement basées sur 'analyse critique d’études cliniques concernant différentes thérapeutiques. Il
s’agit de la Surviving Sepsis Campaign, qui a pour objectif de développer un protocole de prise en
charge des patients en choc septique et sepsis sévére, pratique et rapide a mettre en place pour les
cliniciens. Ceci dans le but de diminuer la mortalité liée aux syndromes septiques (83). En 2012, un
nouveau groupe d’experts (68 représentants de 30 organisations internationales) s’est rencontré afin
de mettre a jour ces recommandations. Celles-ci ont été classées en 3 catégories : 1/ celles ciblant
directement le sepsis sévere, 2/ celles pour le soin courant des patients gravement malades et a fort

potentiel de développer un sepsis sévere, 3/ les recommandations pédiatriques (84).

Ainsi, le traitement doit étre débuté le plus tot possible dans des unités spécialisées de soins
intensifs. Il consiste d’abord en I'éradication de I'agent infectieux en cause (i.e., élimination de la
source et anti-infectieux ciblés pour chaque patient). Le traitement est ensuite symptomatique avec
une réanimation intense (i.e., remplissage vasculaire, ventilation mécanique si nécessaire) pour
pallier aux éventuelles défaillances d’organe. Enfin, plusieurs approches adjuvantes ont été

envisagées mais, a ce jour, aucune d’entre elles n’est consensuellement acceptée (Figure 7).
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Figure 7 : Stratégie de traitement du sepsis sévere d’aprés Vincent et al. (85)

a) Traitement étiologique anti-infectieux

e Elimination de la source
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Pour tous les patients présentant un sepsis sévere, la présence d’un foyer infectieux devrait
étre évaluée pour aider a la mise en place des mesures d’élimination de cette source. Le contréle de
la source consiste en une intervention physique. Spécifiquement, le drainage d’'un abcés ou d’un
foyer local d’infection, le débridement de tissus nécrosés infectés, le retrait de dispositifs médicaux
potentiellement infectés ou le contréle définitif de la contamination microbienne. Si besoin, d’autres
disciplines médicales comme la radiologie, la chirurgie ou la gastroentérologie peuvent aider au
diagnostic et au contrdle de la source infectieuse (2, 83).

L'élimination du foyer infectieux doit étre la moins invasive possible. Il faut en effet rester
vigilant a propos des complications possibles comme des saignements, des fistules ou des Iésions
organiques. Ainsi, l'intervention chirurgicale doit étre considérée uniquement lorsque les autres
alternatives sont a éliminer. De plus, elle doit étre associée a un rapport bénéfice/risque minime (par
exemple utiliser la voie percutanée plutét qu’un drainage chirurgical pour un abcés) et doit étre

réalisée au mieux dans les 12h apres le diagnostic.

e Antibiothérapie

L'antibiothérapie doit étre débutée le plus tot possible, dans la premiére heure aprés le
diagnostic du choc septique ou du sepsis sévere. En effet, comme illustré dans la Figure 8, une étude
de Kumar et al. souligne le lien entre le délai de mise en place de I'antibiothérapie et le risque de
mortalité (86). On note une diminution de la survie de 7.6% pour chaque heure de délai

d’administration.
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Figure 8 : Relation entre le délai de mise en place de I'antibiothérapie et le risque de mortalité des patients

en choc septique (86)
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Une étude plus récente de Ferrer et al. montre également I'importance de la mise en place
rapide de I'antibiothérapie chez des patients en sepsis sévére et choc septique. Un total de 17 990
patients ont été inclus et ont recu des antibiotiques aprés le diagnostic du sepsis. La mortalité
hospitaliere était de 29.7% dans cette cohorte. De maniére intéressante, une augmentation
significative de la mortalité était associée avec le nombre d’heures de délai avant la premiére
administration d’antibiotiques (de 24.6% - 0-1h a 33.1% - 6h). De plus, les résultats étaient similaires
entre les patients en sepsis sévere et choc septique, indépendamment du nombre d’organes lésés

(87).

Initialement, un traitement empirique est mis en place, il doit étre préférentiellement a large
spectre (une ou plusieurs molécules ayant une action contre un maximum d’agents pathogénes
bactériens et/ou fongiques et/ou viraux) et capables de diffuser a des concentrations adéquates au

niveau de la source présumée du sepsis (88).

Le traitement est réévalué quotidiennement dans le but d’optimiser I'efficacité, de limiter le
développement de résistances, de réduire la toxicité et le colit. Une désescalade vers I'antibiotique le
plus approprié doit étre réalisée des que la bactérie et son antibiogramme sont connus pour éviter
qgue le patient ne développe une infection causée par un pathogene résistant aux antibiotiques ou
des effets indésirables liés au médicament. Il faut néanmoins rester vigilant sur le fait les
hémocultures sont négatives dans 50% des cas de sepsis sévere et choc septique si les patients
recoivent déja une thérapie antimicrobienne empirique. La décision de continuer, restreindre ou
stopper les antibiotiques repose donc également sur un jugement clinique. Ainsi le traitement
empirique ne doit pas durer plus de 3 a 5 jours. En général I'antibiothérapie est administrée de 7 a 10

jours (2).

Le choix des antibiotiques est complexe et dépend de nombreux facteurs : les antécédents
du patient, notamment s'il présente des allergies médicamenteuses, I'existence d'une pathologie
sous-jacente, le site d’infection, la pharmacocinétique/dynamique des antibiotiques choisis et la
sensibilité des agents pathogénes communautaires ou hospitaliers. Il faut dans tous les cas éviter de
prescrire des antibiotiques récemment utilisés par le patient car le risque de développer des

bactéries résistantes est alors plus important (88).

e Prévention de l'infection

Les bonnes pratiques de prévention des infections doivent étre mises en place par une

équipe expérimentée dans les services de réanimation. Notamment le lavage rigoureux des mains,
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I'hygiene des cathéters, I'aspiration des sécrétions et les mesures de protection (gants) sont
importants. D’apres les recommandations de la Surviving Sepsis Campaign, la décontamination orale
sélective (DOS) et la décontamination digestive sélective (DDS) devraient étre introduites afin de
réduire l'incidence des pneumopathies associées a la ventilation. De plus, chez les patients
présentant un sepsis sévere, le gluconate de chlorhexidine peut aussi étre utilisé comme
décontaminant oropharyngé dans la méme indication. Cependant, I'utilisation de ces techniques

reste encore sujette a débat en pratique quotidienne (2).

b)  Traitement hémodynamique et défaillances d’organes

e Remplissage

Le choc septique est accompagné d’une hypoperfusion tissulaire résultant notamment de
pertes externes, d’une augmentation de la perméabilité des capillaires avec le développement
d’cedémes, et d’'une augmentation du volume plasmatique par vasoplégie et hypovolémie relative.
L’hypovolémie et I'hypoperfusion sont associées aux défaillances d’organes. Par conséquent, un
remplissage suffisant et mis en place précocement est capital pour restaurer et maintenir une

perfusion tissulaire adaptée (85).

Il existe deux grands types de liquides de remplissage : les colloides (albumine, gélatine,
dextrans, hydroxyethylamidon (HEA)) et les cristalloides naturels ou artificiels (NaCl 0.9%, Ringer).
L'utilisation des colloides fait cependant débat en raison d’effets indésirables majeurs reportés. Alors
que I'albumine semble étre neutre et bénéfique (89), les HEA sont a I'origine d’insuffisance rénale
sévere (90), de saignements et méme dans une étude, d’'une augmentation de la mortalité (91).
Ainsi, les recommandations 2013 de la Surviving Sepsis Campaign indiquent que les cristalloides
constituent le liquide de remplissage de premier choix pour les patients en choc septique et sepsis

sévere. Si la quantité a utiliser est trop importante, on utilisera alors I'albumine (colloide) (2).

e \asopresseurs

Si le remplissage seul est incapable de restaurer une perfusion suffisante, des molécules
vasoactives seront administrées. Plusieurs agonistes a-adrénergiques ont été proposés,
essentiellement des catécholamines (dopamine, noradrénaline). Ces derniéres sont tres efficaces et
agissent rapidement, permettant ainsi un dosage facile. La noradrénaline est le vasopresseur a
utiliser en premiére intention et I'adrénaline sera ajoutée si besoin est d’un deuxiéme agoniste a-

adrénergique (elle peut aussi substituer la noradrénaline).
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Les vasopresseurs sont administrés afin d'assurer le maintien d'une pression artérielle
moyenne (PAM) supérieure a 65 mm Hg, permettant de garder une perfusion tissulaire suffisante
pour le fonctionnement des organes (2). Néanmoins, la PAM optimale doit étre considérée
individuellement puisqu’elle peut étre plus élevée chez des patients souffrant notamment
d’athérosclérose ou d’hypertension que chez de jeunes personnes sans comorbidités
cardiovasculaires associées. Par exemple, une valeur cible de PMA de 65 mm Hg pourrait étre trop
faible chez un patient présentant une hypertension sévére et non contrélée alors qu’elle sera
adéquate chez un jeune patient (sans contexte d’hypertension). Ainsi, supplémenter par d’autres
paramétres comme la pression artérielle, I'évaluation de la perfusion régionale et globale, les
concentrations en lactates, la perfusion de la peau, le statut mental ou le débit urinaire, est

important (84).

e Hémofiltration

Une autre approche possible est d’éliminer activement les médiateurs en excés en utilisant
des stratégies extracorporelles. Les techniques d’hémofiltration permettent de retirer de nombreux
composés bactériens et substances potentiellement nocives pour l'organisme, mais aussi des
produits bénéfiques comme les hormones ou des médicaments (antibiotiques notamment).

Des études cliniques ont fourni des données contradictoires concernant les effets de ces
techniques sur I'outcome. Une étude multicentrique présentée par Cruz et al. a souligné que
I’'hémofiltration (avec la polymyxine B comme adjuvant), associée a la prise en charge
conventionnelle, améliorait significativement I’hémodynamique, les dysfonctions d’organe, et
réduisait la mortalité a 28 jours dans une population de sepsis sévere et choc septique (92). En
revanche, une autre étude de Payen et al. rapporte que I'utilisation de I’"hémofiltration chez des
patients en sepsis sévere n‘améliore ni le nombre et la sévérité des dysfonctions d’organe, ni ne
modifie les concentrations plasmatiques de cytokines pro-inflammatoires (93).

Par conséquent, méme si cette méthode peut s’avérer bénéfique dans le futur, des études
complémentaires sont nécessaires pour définir clairement le débit de filtration optimal, le timing, la
taille des pores du filtre et 'utilisation d’autres adjuvants comme par exemple la polymyxine, avant

son utilisation quotidienne (85).

c)  Thérapies adjuvantes

e Corticostéroides
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L’administration de stéroides aux patients présentant un syndrome septique a été proposée
initialement pour leurs propriétés anti-inflammatoires. Cependant, les doses importantes prescrites
initialement pour cette indication n’ont pas montré d’effet bénéfique sur I‘'outcome et ont conduit a
I'arrét de cette thérapeutique (94, 95).

Dans les années 1990, I’hypothese d’une insuffisance surrénalienne relative (production trop
faible ou réponse réduite au cortisol) chez les patients septiques a permis I'instauration de faibles
doses en clinique (85). En effet, les corticoides a faible dose améliorent la réponse vasculaire aux
catécholamines. Annane et al. ont démontré que |'administration de doses modérées de
corticostéroides (50mg hydrocortisone en IV (intraveineux) toutes les 6h) chez des patients en choc
septique présentant une insuffisance surrénalienne (évaluée par le dosage de I’hormone corticotrope
(ACTH)) améliorait la survie (96). Néanmoins, d’autres études comme celle de Sprung et al. n’ont pas
confirmé les effets bénéfiques des faibles doses de corticostéroides (97). On peut noter que cette
derniere étude incluait des patients présentant un sepsis moins sévere que dans la premiere étude
d’Annane et qu’il est ainsi possible que les corticostéroides diminuent la mortalité dans les chocs
septiques plus séveres. Leur utilisation devrait étre envisagée dans cette perspective.

Les recommandations 2013 de la Surviving Sepsis Campaign consistent en une administration
d'hydrocortisone intraveineuse uniquement chez les patients en choc septique dont la pression
sanguine n'est améliorée ni par le remplissage vasculaire ni par les vasopresseurs (2).

Néanmoins, dans une méta-analyse récente de Voldeba et al., aucun effet bénéfique
supportant I'utilisation des stéroides dans le traitement du sepsis n’a été retrouvé. L'analyse
séquentielle des essais cliniques suggere que des études incluant plusieurs milliers de patients

seraient nécessaires afin de changer la donne (98).

e Contrdle de la glycémie

L’hyperglycémie associée aux états septiques séveéres est la conséquence d'une
accumulation des hormones hyperglycémiantes comme le glucagon, les catécholamines et les
hormones de croissance, et de I'augmentation simultanée de la résistance a l'insuline.

C'est une étude de Leuven en 2001 qui a pour la premiére fois, associé I'administration
d’insuline avec une diminution de la mortalité (99). Néanmoins, Falciglia et al. ont rapporté, dans une
cohorte multicentrique de patients de réanimation, une hyperglycémie associée a une mortalité plus
élevée indépendamment de la sévérité du patient (100). Ainsi, un contréle minutieux de la glycémie
est lié a une amélioration de la survenue d’événements indésirables chez les patients critiques.

Cependant, des protocoles trop stricts peuvent également étre a I'origine d’hypoglycémie.
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Par conséquent, une fenétre raisonnable de travail serait de commencer les doses d’insuline
lorsque le patient présente deux glycémies consécutives strictement supérieures a 180 mg/dl. Cette
approche vise a obtenir une glycémie inférieure ou égale a 180 mg/dl plutét qu’une valeur cible
supérieure a 110 mg/dl. La glycémie devra étre vérifiée toutes les 1 a 2 heures jusqu’a ce que les
doses d’insuline et les valeurs de glucose soient stables, puis toutes les 4h (2). Cette valeur cible de
180 mg/dl provient de I'essai clinique NICE-SUGAR (Normoglycemia in Intensive Care Evaluation-
Survival Using Glucose Algorithm Regulation). Cette étude multicentrique qui a recruté 6104
patients, compare un groupe contréle « intensif » (valeurs cibles comprises entre 81 et 108 mg/dl)
avec un groupe « conventionnel » (valeurs cibles inférieures ou égales a 180 mg/dl). Une
hypoglycémie sévere ainsi qu’une mortalité plus élevées étaient a noter dans le groupe « intensif »

(101).

e Protéine C activée

Le lien entre la coagulation et I'inflammation a conduit a considérer que les protéines clés
impliquées dans la cascade de la coagulation pourraient avoir des effets bénéfiques dans le sepsis. La
protéine C activée, en plus de son action anticoagulante, possede d’importantes propriétés anti-
inflammatoires et anti-apoptotiques.

En effet, 'administration de protéine C activée ou drotecogin alpha (activée) tot dans la prise
en charge du sepsis sévere et du choc septique a montré une réduction de la mortalité au sein d’un
essai clinique multicentrique randomisé (102). Néanmoins, il existe une polémique quant a la validité
des résultats de cette étude, notamment a la lumiere de travaux réalisés ultérieurement et ne
présentant aucun bénéfice chez les patients (103, 104). L'utilisation de cette molécule est également
associée a un risque hémorragique accru. De plus, son colt important pourrait en limiter
I’administration pour les patients (105).

Ainsi, la protéine C activée (Xigris®) a été retirée du marché en 2011.

e Traitements immunomodulateurs

Un grand nombre de molécules immunomodulatrices a été testé dans des études
expérimentales et cliniques. Quelques exemples sont repris dans le Tableau 3.
Cependant, la majorité de ces essais cliniques n’a montré qu’un intérét limité, en dépit de
résultats précliniques prometteurs. Les raisons sont multiples : dosage utilisé inadapté, données
précliniques insuffisantes, cinétique d’administration incorrecte, sévérité de la maladie inadéquate,

marqueur d’efficacité inadapté... (106).

41



Traitements anti-endotoxines Anticorps anti-endotoxines
Analogues du LPS

Elimination du LPS

Antagonistes de médiateurs spécifiques TNF (anticorps anti-TNF, récepteurs du TNF)
IL-1 ou IL1-RA
Coagulants Protéine C activée

Antithrombine
Inhibiteur du facteur tissulaire
Interventions non spécifiques Corticostéroides

Hémofiltration haut-débit

Tableau 3 : Exemples de thérapies immunomodulatrices testées dans des essais cliniques d’apres Vincent et al. (106)

Les traitements anti-endotoxines ont été les premiers expérimentés puisque la structure de
I’endotoxine, constituant des bactéries Gram (-), est connue depuis les années 1960. Des anticorps
anti-endotoxines sont présents naturellement dans le sang circulant et apportent une protection
relative lors de I'exposition a I'’endotoxine. Ainsi, plusieurs anticorps monoclonaux anti-endotoxines
ont été développés. Dans une étude de Ziegler et al. de phase lll, aucune diminution de la mortalité
n’était mise en évidence pour la cohorte totale mais une réduction du nombre de décés était
observée dans un sous-groupe de patients présentant une bactériémie a Gram (-) (107). Cependant,
McCloskey et al. n’ont rapporté aucune différence dans les taux de mortalité chez les patients en
choc septique avec une bactériémie a Gram (-) avec le méme anticorps monoclonal. De plus, cet essai
clinique fut stoppé en raison d’une augmentation du nombre de décés chez les patients sans
bactériémie a Gram (-) (108).

L'endotoxine semble étre un acteur précoce dans la physiopathologie du sepsis, ainsi si le
traitement n’est pas administré assez t6t dans la prise en charge, il est peu probable que celui-ci soit
efficace. La difficulté est donc d’identifier tres rapidement quels patients présentent un sepsis a
Gram (-) pour leur administrer une molécule anti-endotoxine. Cependant, les hémocultures peuvent

prendre jusqu’a 48h et sont méme négatives pour 50% des patients septiques (109).

Le TNF-a est un médiateur clé dans la réponse inflammatoire du sepsis et est a Iorigine de
nombreuses variations physiologiques observées dans le sepsis lorsqu’il est administré a des
volontaires sains. De plus, la persistance de concentrations élevées en TNF-a est associée a une
mortalité plus importante des patients septiques. Des préparations d’anticorps monoclonaux murins

anti-TNF-a ont été les premiéres molécules anti-TNF-a testées dans le choc septique. En dépit de
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premiers résultats plutot prometteurs, un essai clinique plus important n’a montré aucun bénéfice
sur la mortalité, la durée du sepsis ou la résolution des dysfonctions d’organes, méme dans un sous-
groupe de patients avec une concentration plasmatique de TNF-a initialement élevée (110).

Le TNF-a agit via deux récepteurs distincts : TNFR1 (p55) et TNFR2 (p75) qui sont régulés
séparément au niveau de la membrane plasmique. Des récepteurs solubles sont produits par clivage
de la forme liée. lls sont augmentés dans le sepsis, agissant probablement comme un rétrocontrole
négatif sur l'activité de TNF-a. Un essai clinique avec le TNFR1 a présenté des résultats
encourageants avec une tendance a la diminution de la mortalité a 28 jours chez des patients en
sepsis sévere (111). Cependant, un autre essai clinique impliquant également le TNFR1 n’a pas

permis de corroborer ces résultats (112).

L'IL-1 agit de maniere synergique avec le TNF-a. Des études se sont intéressées a un
récepteur antagoniste de I'lL-1, I'lL-1RA, une protéine naturellement produite par les macrophages et
qui se fixe sur le récepteur de I'lL-1. Un premier essai clinique testant un antagoniste recombinant a
permis de confirmer les données de phase Il, montrant une augmentation dose dépendante de la
durée de survie chez des patients septiques présentant des dysfonctions d’organes et/ou un risque
de mortalité prédit supérieur ou égal a 24% (113). Mais un second essai de phase Il réalisé par la
suite n’a montré aucune différence dans les taux de survie (114). Plusieurs explications pour
expliquer ces résultats discordants ont été évoquées et notamment des différences dans les deux
cohortes étudiées. Malgré I'utilisation en utilisant les mémes critéres d’inclusion, I'augmentation des

sepsis avec une bactériémie a Gram(+) rend les patients moins sensibles a ce type de thérapie (114).

Le TLR4 est un récepteur cellulaire important, stimulé par I'endotoxine et impliqué dans la
production de cytokines pro-inflammatoires par activation de la voie du NF-kB. Bloquer I’expression
ou l'activité du TLR4 peut ainsi potentiellement réduire la réponse pro-inflammatoire en réponse a
I'infection. Pourtant, dans un essai clinique de phase Ill testant un inhibiteur synthétique de la
signalisation médiée par TLR4 (anti-LPS), I'Eritoran®, ce traitement n’a montré aucun effet sur la
mortalité a 28 jours comparé a un placebo (28 vs 27% de mortalité, p = 0.59). Ce résultat était aussi

retrouvé dans les sous-groupes de patients présentant ou non une bactériémie a Gram (-) (115).

Les statines sont devenues les médicaments les plus largement prescrits dans le traitement
du cholestérol. Ainsi, 20% des patients admis a I’hOpital en prennent déja a leur entrée. Grace a des
études observationnelles, I'utilisation de statines a été montrée comme associée a une réduction du
taux de mortalité chez les patients septiques. C'est pourquoi le nombre d’essais cliniques testant ces

molécules dans des cohortes septiques n’a cessé d’augmenter ces derniéres années (116).
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Néanmoins, comme le montrent Papazian et al. sur une cohorte de 284 patients, I'utilisation de la
simvastatine comme thérapie adjuvante dans le sepsis n’a pas amélioré le taux de mortalité a 28
jours, comparée a un placebo (117). De méme, une méta-analyse récente recense 7 essais cliniques
datant d’avant ao(t 2014, comparant ainsi 1720 patients septiques. Les résultats sont clairs : les
statines ne diminuent pas la mortalité hospitaliere, ni la mortalité a 28 jours chez les patients en

sepsis, comparées a un placebo (118).

d) Echec des essais cliniques testant des thérapeutiques immunomodulatrices

Pendant de nombreuses années, la physiopathologie des syndromes septiques a été
considérée comme la conséquence d’une réponse pro-inflammatoire excessive. Ainsi, les
thérapeutiques anti-inflammatoires sont apparues comme des molécules de choix. Ayant des effets
bénéfiques dans les modeles animaux, elles ont ensuite testées chez 'homme. Les résultats sont
pourtant décevants en comparaison des essais expérimentaux beaucoup plus convaincants.
Plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer ces échecs répétés:
- Un manque d’efficacité des molécules testées
- La dose de I'agent testé inadaptée
- Un défaut de stratification des patients traités
- Un absence de contréle de I'effet biologique attendu
- Des modeles animaux peu représentatifs de I’expression clinique septique chez ’homme

- Une population septique trés hétérogene

e) Conclusion

En termes de thérapeutiques adjuvantes, différentes stratégies dirigées contre les acteurs de
la réponse inflammatoire ont été testées sans succes dans le choc septique (certaines sont
présentées dans le Tableau 3).

L’échec des essais cliniques testant des thérapeutiques anti-inflammatoires souléve plusieurs
problémes, notamment la difficulté a mettre en place des modeles animaux pertinents (119) ou
I’'hétérogénéité des patients. Surtout, cela a contribué a remettre en cause la vision essentiellement

pro-inflammatoire du choc septique (120).
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3. EVOLUTION DES CONNAISSANCES DE LA PHYSIOPATHOLOGIE

Le choc septique est traditionnellement caractérisé par une réaction inflammatoire
systémique excessive en réponse a un pathogéne. Le déces des patients septiques a longtemps été
associé uniquement a une hyper-activation du systeme immuno-inflammatoire, mais suite aux
échecs répétés des essais cliniques utilisant des molécules anti-inflammatoires, cet aspect de la
physiopathologie des syndromes septiques a été remis en cause (15). En effet, des mécanismes anti-
inflammatoires de compensation se mettent rapidement en place et peuvent expliquer le

phénomene d'immunoparalysie observé pendant la phase tardive du choc septique.

. IMECANISMES ANTI-INFLAMMATOIRES DE COMPENSATION

Plusieurs mécanismes sont responsables de cette compensation anti-inflammatoire,
notamment la production de médiateurs anti-inflammatoires, le phénoméne de tolérance a

I’endotoxine, I'induction de I'apoptose ou encore les régulations centrale et épigénétique.

a)  Production de médiateurs anti-inflammatoires

Des travaux portant sur les cytokines circulantes ont montré qu’en parallele des molécules
pro-inflammatoires, les concentrations de I'lL-10, puissante cytokine anti-inflammatoire étaient
également augmentées chez les patients septiques. En effet, Van Dissel et al. ont montré qu’il existe
une corrélation entre un ratio IL-10 sur TNF-a élevé et la mortalité chez des patients présentant une
infection communautaire (121). De méme, Gogos et al. décrivent une augmentation des réponses
pro et anti-inflammatoires dans une cohorte de patients en choc septique avec des concentrations
plus importantes chez les non-survivants. La production d’IL-10 y est présentée comme facteur

pronostic de sévérité (corrélée au SAPS Il : Simplified Acute Physiologic Score Il) et de survie (122).

Historiquement, c’est la présence d’un autre composé dans le plasma de patients
méningococciques qui a démontré la présence de molécules anti-inflammatoire au cours des états
septiques. Dans cette étude de Girardin et al., en plus du TNF-a, son récepteur soluble était

également retrouvé en concentration importante et était associé a un mauvais pronostic (123).

Nous retrouvons d’autres médiateurs anti-inflammatoires en quantité augmentée lors des
syndromes septiques, notamment le TGF-B, des récepteurs solubles (récepteur au TNF-a, récepteur

antagoniste de I'lL-1), le cortisol ou encore les prostaglandines. Tous ces composés ont pour fonction
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de réduire la production ou d’inhiber I'action des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNF-a, IL-6, IL-
12). lls auraient ainsi un role protecteur. En effet, les souris déficientes en cytokines anti-
inflammatoires (IL-10, TGF-B) sont trés sensibles au choc septique induit par I'injection de LPS en
raison d’une réaction inflammatoire incontrélée (124).

Cependant, libérées en grande quantité, ces molécules peuvent également avoir des effets
délétéres.

Leur production pourrait étre la conséquence directe de la réponse pro-inflammatoire initiale

et jouerait un role de rétrocontréle négatif.

b) Phénomeéne de tolérance a I’endotoxine

Les adaptations physiologiques permettant de réguler la réponse inflammatoire excessive
observée lors du choc septique sont importantes pour défendre I'h6te. Un exemple de ces
mécanismes protecteurs est le phénomeéne de tolérance a I'endotoxine, pendant lequel les cellules,
exposées a de faibles concentrations d’endotoxine (i.e., LPS), entrent dans un état transitoire
insensible et sont incapables de répondre a des stimulations ultérieures. Ces cellules deviennent
alors « tolérantes » a I'endotoxine. Ainsi, des souris ayant recu une dose sublétale de LPS sont
protégées d’une seconde dose létale de LPS. Ce phénomeéne a été observé aussi bien dans des études
in vitro que dans des modeles in vivo ou chez ’lhomme. L'incidence de cette tolérance a I'’endotoxine
a en effet été rapportée dans différents contextes cliniques tels que le sepsis (125, 126).

Les patients septiques présentent des caractéristiques similaires au phénomeéne de tolérance
a I'endotoxine. En effet, une réponse altérée des monocytes circulants en réponse au LPS a été
observée. Notamment, on remarque une diminution de la production de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-a, I'IL-6, I'IL-1 et I'lL-12 apres stimulation ex vivo par les monocytes
des patients, par rapport a des volontaires sains (127). En paralléle, il se produit une induction
d'expression des genes codant pour des cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10, le TGF-B et
I'IL1-RA (125). De plus, la fonctionnalité des monocytes est également altérée avec une diminution
de I'expression du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) de classe Il, ou HLA-DR (Human
Leucocyte Antigen), conduisant a une présentation de I'antigéne atténuée. Dans de nombreuses
études, la survenue d’infections nosocomiales et/ou la mortalité en réanimation sont associées a une
baisse persistante de I’expression monocytaire de HLA-DR (mHLA-DR) (sepsis, traumatismes,

chirurgie, brllures) (128, 129).

c) Induction de I'apoptose
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L'induction de I'apoptose des cellules immunitaires effectrices apparait comme une des
caractéristiques du sepsis. Par ailleurs, un nombre important d’études a montré que le déreglement
de ce processus pourrait étre a I'origine des dysfonctions immunitaires et défaillances multiples
d’organes observées chez les patients (15, 128, 130).

L’apoptose ou mort cellulaire programmeée est un processus normal d’autodestruction d’une
cellule en réponse a un signal interne. Ce mécanisme peut étre induit par deux voies principales
différentes et convergentes : la voie extrinseque, qui fait intervenir des récepteurs membranaires de
mort cellulaire, et la voie intrinséque via les mitochondries. Au cours du choc septique, les deux
voies sont altérées.

Pionniers dans le domaine, Hotchkiss et al. ont réalisé des autopsies de patients septiques 30
a 90 minutes aprés leur déces (afin d’éviter des changements cellulaires dus a I'autolyse). Ceci a
révélé une augmentation importante de I'apoptose des lymphocytes (T CD4+ et B) et des cellules
épithéliales gastro-intestinales, confirmant des résultats similaires obtenus chez I’animal. Bien
gu’aucune perte des lymphocytes T CD8+ ou des NK n’ait été observée, la diminution était
importante pour les B et T CD4+. Des études ultérieures sur des cohortes pédiatriques ont confirmé
que les patients septiques présentent une déplétion induite par I'apoptose des lymphocytes T CD4+
et B (131). Nous remarquons qu’au contraire, I'apoptose des neutrophiles est retardée chez les

patients septiques, prolongeant leur durée de vie (132).

Deux mécanismes principaux par lesquels I'apoptose contribue a I'état d'immunoparalysie au
cours du sepsis ont été décrits.

Le premier correspond a la déplétion en cellules effectrices primordiales au bon déroulement
de la résolution de l'infection. Cette importante diminution des lymphocytes T CD4+ et B a un impact
sur le systéeme immunitaire adaptatif mais aussi sur la réponse innée en raison des nombreuses
interactions entre les deux systémes. De plus, il existe également une induction de I'apoptose des
cellules dendritiques, qui en présentant I'antigéne sont a l'interface entre les réponses innée et
adaptative.

Le second mécanisme est l'induction de l'anergie. En effet, la destruction des corps
apoptotiques par les macrophages induit la synthése de cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10
ou le TGF-B tout en supprimant la production de cytokines pro-inflammatoires. D'autre part, la
destruction des corps apoptotiques par les cellules dendritiques et macrophages ne permet pas
I'expression des molécules de costimulation. En effet, les corps apoptotiques n’expriment pas les
molécules de costimulation. Ceci a pour conséquence, soit d’'inhiber les lymphocytes T qui entrent en

contact avec les CPA, soit d'induire leur apoptose (131).
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d) Régulation nerveuse

Les systémes immunitaire et nerveux sont interconnectés et coopérent pour défendre
I'organisme lors d’'une agression. Le systeme nerveux central régule I'immunité innée grace a des
voies hormonales et neuronales. Une communication bidirectionnelle existe et ces deux systemes
travaillent ensemble pour, dans un premier temps activer et amplifier la réponse inflammatoire
locale afin de contenir et éliminer les pathogénes, puis résoudre I'inflammation et retrouver un état
homéostatique.

A I’échelle systémique, I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, sous contréle du systeme
nerveux central, a des effets inhibiteurs sur la réponse immunitaire via la production de cortisol. Ce
dernier a de multiples conséquences immunomodulatrices médiées par le récepteur aux
glucocorticoides. En parallele, trois cytokines (TNF-a, IL-1 et IL-6) fortement produites lors du sepsis
ont un role synergique important dans I'activation de cet axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
en stimulant la production de CRH (Corticotrophin-releasing hormon), induisant la formation d’ACTH,
et donc la synthése de cortisol par le cortex surrénalien.

Ces connexions entre les systéemes immunitaire et nerveux sont représentées sur la Figure 9 (133).
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Figure 9 : Connexions entre les systémes nerveux et immunitaire (133)

CNS = Systéme nerveux central, SNS = Systeme nerveux sympathique, PNS = Systeme nerveux périphérique
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e) Régulation épigénétique

L’épigénétique est un terme général regroupant tous les mécanismes qui gouvernent
I'expression des génes sans modifier la séquence ADN existante de l'organisme. Ces mécanismes
réversibles incluent des modifications chimiques de I'ADN et/ou des histones associées, ce qui
conduit a une modification de l'accessibilité de I'ADN aux facteurs de transcription (134). A la
différence des mutations génétiques qui sont permanentes car reliées a des altérations de I’ADN, et
retrouvées dans toutes les cellules, les modifications épigénétiques sont responsables des
modifications transitoires de la transcription pour un type cellulaire donné. Plusieurs mécanismes
épigénétiques sont nécessaires pour réguler I'expression du génome humain au cours du cycle
cellulaire, au cours de l'ontogénése, et en relation avec les sollicitations de I'environnement.

L'importance de [I'épigénétique dans le développement du systeme immunitaire et
I’apparente corrélation entre la chronicité d’'une pathologie et la régulation épigénétique des génes
inflammatoires, en fait une thématique de recherche importante. Celle-ci joue un role dans

I'immunité innée et l'immunité adaptative (134).

. CONSEQUENCES SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE

L'immunosuppression développée au cours des états septiques séveres touche les
différentes lignées de I'immunité cellulaire (Figure 10). L’objectif de ce travail portant sur I’étude des
polynucléaires neutrophiles, nous passerons rapidement sur les dysfonctions monocytaires

(immunité innée) et lymphocytaires (immunité adaptative).
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Figure 10 : Conséquence du sepsis sur 'immunité innée et adaptative (15)

a) Systéme immunitaire inné

e Polynucléaires neutrophiles

Lors de la phase précoce du choc septique, le nombre de polynucléaires neutrophiles (PNN)
circulants est augmenté avec une proportion importante de PNN immatures au niveau du sang
circulant et leur survie est allongée (135). De plus, les réponses fonctionnelles telles que la
phagocytose et le métabolisme oxydatif sont renforcées alors que le chimiotactisme est inhibé (136-
138). En effet, il y a un défaut dans le recrutement des PNN caractérisé par une incapacité des
neutrophiles a migrer vers le site de I'infection combiné a une séquestration inappropriée de ces
cellules dans les organes tels que les poumons, le cceur, le foie ou les reins. A cause d’une
hyperactivation de ces PNN, d’'une augmentation de leur capacité a produire des espéces réactives
de I'oxygene et de leur fonction phagocytaire, ils vont créer un environnement nocif pour les organes
voisins. Cette accumulation de neutrophiles dans les tissus participe alors aux dysfonctions d’organes

observées dans la physiopathologie des états septiques séveres (139).

Des données récentes de la littérature décrivent également un nouveau réle
immunosuppresseur pour les PNN suggérant non seulement un nouvel aspect de leur implication
dans la réponse immunitaire mais également dans la physiopathologie du choc septique (5-7, 140).

Cette partie sera détaillée par la suite.
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e Monocytes

Au cours du sepsis, deux fonctions fondamentales sont principalement touchées : la réponse
a l'endotoxine (phénomeéne de tolérance a I'endotoxine) et aux produits microbiens, et la
présentation de I’antigéne grace a |'expression des molécules du CMH de classe Il (HLA-DR) (15,
129).

En effet, les monocytes des patients septiques sécrétent moins de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12) alors que la production de médiateurs anti-inflammatoires
comme I'IL-10 ou I'lL-1RA est inchangée, voire augmentée (125). Le LPS peut ainsi toujours activer les
monocytes mais la signalisation intracellulaire s’oriente alors vers un profil anti-inflammatoire. Des
études cliniques soulignent que I'ampleur et la persistance de cet état réfractaire sont associées avec
une augmentation des infections nosocomiales et de la mortalité (141). Deux conséquences
majeures de la tolérance a I'endotoxine observée pour les monocytes sont I'importante libération de
molécules immunosuppressives (IL-10) et la diminution de la présentation de I’antigéne, suite a une
baisse d’expression de HLA-DR. La production continue d’IL-10 contribue a amplifier
I'immunosuppression et pourrait ainsi favoriser la survenue d’infections secondaires. Effectivement,
en bloquant I'IL-10, on inverse ce phénomeéne de tolérance ex vivo et de ce fait, I'immunosuppression
induite par le sepsis (142). De plus, la survie est augmentée dans ces modeles animaux de sepsis

(143).

La diminution d’expression du HLA-DR a la surface des monocytes est un biomarqueur trés
étudié (129). Les molécules du complexe HLA-DR font partie du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il et participent a la présentation de I'antigene aux lymphocytes, étape
clé du déclenchement de la réponse immunitaire spécifique. La diminution de leur expression est
donc un reflet direct d’'une perte de fonctionnalité. De plus, il a été montré que la perte de mHLA-DR
est également associée a l'incapacité des monocytes a produire des cytokines inflammatoires.
Surtout, la diminution du mHLA-DR est associée a un risque accru de développer une infection
nosocomiale ou de décéder (128). Ainsi, la mesure de I'expression du mHLA-DR est un bon marqueur
prédictif de la sévérité des patients et pourrait permettre leur stratification avant la mise en place

d'un traitement immunostimulant (129).

e Altérations des cellules dendritiques

Les cellules dentritiques sont des cellules présentatrices d’antigénes que I'on peut classer en

deux sous-types. Les pDC (plasmacytoid dendritic cells), circulantes et capables de produire des
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interférons de classe | en réponse a la stimulation par un antigéne 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 faire partie des cellules résidant dans les organes lymphoides ou 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 (144,
145). Néanmoins Weber et al. ont observé une augmentation du nombre de pDC des les premiers
jours suivant le diagnostic du syndrome septique (146). Néanmoins, 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
I’expression de HLA-DR (147, 148). Poehlman et al. ont également montré que leur capacité a
produire des cytokines est aussi affectée. Lors de la stimulation ex-vivo de cellules dendritiques ils
ont observé une diminution de la production des cytokines pro-inflammatoires IL-1B3, TNFa, et IL-6 et
une augmentation de la production de I'lL-10, cytokine anti-inflammatoire (148). 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 (149). Ainsi, les
modifications fonctionnelles et phénotypiques des cellules dendritiques, similaires a celles des
monocytes, correspondent en partie a une diminution de leurs capacités a stimuler les lymphocytes

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

e Dysfonctions des NK

Les cellules NK (Natural Killer) sont des lymphocytes appartenant a la réponse immunitaire
innée, principalement localisées dans les tissus. Elles présentent des propriétés cytotoxiques qui leur
permettent d’éliminer des cellules infectées ou des cellules tumorales. De plus elles sont capable de
sécréter, des 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, associé a une augmentation de la mortalité (150, 151). On observe aussi une altération
de leur capacité a produire des cytokines en réponse a une stimulation ex-vivo (150). Il 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 réle prépondérant dans la défense antivirale, on peut supposer que la
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diminution de leur nombre ainsi que I'altération de leurs fonctions pourraient favoriser les

réactivations virales lors des syndromes septiques (150).

b) Systeme immunitaire adaptatif

D’importantes altérations du systéme immunitaire adaptatif apparaissent lors de
I'immunosuppression : notamment I'anergie des lymphocytes T. Ces perturbations alterent
I’élimination des infections primaires et potentialisent I'occurrence d’infections nosocomiales
secondaires. A ce jour, les altérations lymphocytaires telles que linduction de [’apoptose,
I'augmentation du pourcentage de lymphocytes T régulateurs (Treg), et les altérations
phénotypiques (molécules de costimulation et co-inhibition) et fonctionnelles ont été relativement
bien décrites dans des modéles animaux et en clinique. L'intensité et la durée de ces altérations sont
associées au risque d’infection nosocomiale secondaire et de mortalité (129).

Ceci est illustré dans la Figure 11.

Antigen Presenﬁng Cell

Observations in Link with
= ~ septic patients outcome?

L TCR Repertoire Yes (HAI)

1 CD3 expression No

L CD28 expression No

T PD-1 expression Yes (Death, HAI)
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T Other co-inhibitory ~ No

receptor expressions

Effector
T Lymphocyte

Regulatory . Cell Number Yes (Death)

T Regulatory T cell % Yes (Death)

T Lymphocyte

{ : - . . skin testing Yes (Death, HAI)
o Cytokine production Proliferation | Proliferation No
[ inhibition | Cytokine production No
[l Activation T Apoptosis Yes (Death)

Apoptosis

Figure 11 : Altérations des lymphocytes T au cours du sepsis et association avec I'outcome clinique (129)

e Lymphopénie

Les patients septiques présentent une lymphopénie sévere due en partie aux processus
apoptotiques comme expliqué précédemment (152). Comme le montrent Le Tulzo et al., cette
induction de I'apoptose des lymphocytes circulants chez les patients en choc septique (comparés a

des patients graves de réanimation), est a I'origine d’'une lymphopénie sévére et persistante associée
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a une mortalité accrue (153). Ainsi, le degré d'apoptose, la durée et I'étendue de la lymphopénie sont
corrélés avec la sévérité du choc septique et également a la survenue d'infection nosocomiale (129).
En conséquence, la mesure de I'apoptose pourrait étre considérée comme un marqueur pronostique

et aider a la stratification des patients septiques.

De plus, l'importante contribution de I'apoptose lymphocytaire dans les désordres
immunitaires des patients en choc septique conduisent a de nouvelles approches thérapeutiques.
Plusieurs voies ont été évoquées comme la surexpression de B cell lymphoma 2 (Bcl-2) ou encore
I'inhibition des caspases (128). Néanmoins, méme si elles montrent des résultats prometteurs dans

des modeles murins, leur utilisation en clinique semble plus problématique.

La diversité du répertoire T joue également un réle important dans la capacité de I'hGte a
produire une réponse immunitaire anti-infectieuse suffisante. Ainsi, une diversité optimale du TCR
permet une protection efficace contre les pathogénes. En effet, 'organisme n’étant pas capable de
prédire la variété des antigenes qu’il pourra rencontrer, le systéeme immunitaire s’appuie sur la mise
en place et le maintien de la diversité du répertoire du TCR. Une diminution de cette diversité a été
retrouvée par Venet et al. dans une cohorte de patients en choc septique, trés précocement apres le
début du choc et qui persiste au moins jusqu’au 7° jour (avec néanmoins une diversification entre ces
deux temps de prélevement). Cette altération du répertoire est associée a un taux élevé de mortalité

et au développement d’infections nosocomiales (154).

e Lymphocytes T régulateurs

Une augmentation du pourcentage des Treg circulants est décrite chez les patients en choc
septique. Elle est observée immédiatement apres le début du choc et persiste uniqguement chez les
patients non-survivants (155). Une association entre le pourcentage de Treg et la survenue
d’infections nosocomiales est également retrouvée (156). De plus, Venet et al. ont montré que cette
augmentation relative serait plutét due a une baisse du nombre de lymphocytes T effecteurs plut6t
gu’a un nombre absolu de Treg plus élevé (157). Les Treg sont donc peut-étre plus résistants a
I'apoptose induite par le sepsis, grace a une expression plus importante de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2.

Par ailleurs, des études récentes soulignent ['association entre I|'augmentation du
pourcentage de Treg et la diminution de la prolifération des lymphocytes T et donc une inhibition de
leur fonction (158). Ils peuvent également avoir une action sur I'immunité innée en inhibant les

fonctions des monocytes (159) et neutrophiles (160, 161) dans un contexte de stimulation au LPS.
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e Altérations phénotypiques

L’activation compléte des lymphocytes T dépend de la reconnaissance des molécules de
costimulation se trouvant sur les CPA. Les costimulateurs les mieux définis sont le CD80 (B7-1) et le
CD86 (B7-2), présents sur les CPA et dont I'expression est fortement augmentée lorsque celles-ci
rencontrent des pathogénes. Ces protéines B7 sont reconnues par un récepteur a la surface du
lymphocyte T, le CD28. La signalisation assurée par CD28 et B7 est essentielle pour déclencher les
réponses des T naifs. Des protéines homologues de CD28 sont également nécessaires pour limiter et
mettre fin aux réponses immunitaires. Les prototypes des récepteurs inhibiteurs sont CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), qui comme CD28, reconnait B7 sur les APC, et PD-1
(Programmed cell death 1), qui reconnait des ligands différents mais apparentés sur de nombreux
types cellulaires.

En paralléle de la diminution de I'expression du HLA-DR a la surface des monocytes, une
diminution des molécules de costimulation (CD28) associée a une augmentation de |'expression de
CTLA-4 ont été observées chez les patients en sepsis sévere (162). De plus, Guignant et al. ont
montré une augmentation de I'expression de PD-1 a la surface des lymphocytes T CD4+ et une
expression augmentée de PD-1 et de ses ligands au niveau monocytaire. D'autre part, cette
augmentation d'expression du systéme PD-1 est associée aux concentrations plasmatiques d’IL-10 et
inversement corrélée aux capacités prolifératives des cellules des patients septiques (163). De plus,
une étude récente de Pan et al. considere PD-1 comme un biomarqueur précoce en reflétant non
seulement la réponse immunitaire mais aussi la sévérité et le pronostic du choc septique chez des
patients. Ils ont également souligné I'implication de la voie de signalisation Notch dans la régulation
d’expression de PD-1 (164).

L'absence de molécules de costimulation lors de la présentation de I'antigéne et I'induction

de protéines inhibitrices participent a I'établissement de I'état d’anergie observé lors du sepsis.

e Anergie lymphocytaire

L'anergie lymphocytaire est illustrée par une perte de la réaction d’hypersensibilité retardée
lors d'une stimulation par des antigenes cutanés (e.g. tuberculine), qui est associée avec un risque
accru de mortalité et de développement d’infections secondaires (165). En effet, la durée prolongée
de I'état septique, caractérisé par une charge antigénique élevée et des concentrations en cytokines
pro et anti-inflammatoires importantes, constitue un cadre idéal pour le développement de I'anergie

lymphocytaire. Une étude de Boomer et al. a partir de rates de patients décédés, apporte plusieurs
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éléments qui participent a la mise en place de cet état d’anergie: importante inhibition de la
synthése d’IFN-y et de TNF-a par les lymphocytes T stimulés, augmentation de I'expression de PD-1 a
la surface des cellules CD4+ et PDL1 (ligand de PD-1) sur les macrophages (166).

Ainsi, une altération de la prolifération lymphocytaire est observée chez les patients apres un
traumatisme important (chirurgie majeure, brllures, polytraumatisme ou choc septique). Cette
diminution est associée a une production moindre de cytokines telles que I'lL-2 ou I'lFN-y par les
cellules mononuclées du sang périphérique (128). De plus, le défaut de prolifération lymphocytaire et
de sécrétion d'IL-2 et d'IFN-y est corrélé a une augmentation de la mortalité des patients septiques

(162, 166).

La réponse inflammatoire (pro- et anti-) est résumée dans le Figure 12.
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Figure 12 : La réponse de I’hote au cours du sepsis sévere (3

Il. CHRONOLOGIE DES REPONSES PRO ET ANTI-INFLAMMATOIRES ET CONSEQUENCES
CLINIQUES
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La réponse immunologique au cours du temps est illustrée dans la Figure 13 (167).

Alors que les réponses pro et anti-inflammatoires se mettent en place rapidement apreés le
début du sepsis, la phase initiale hyper-inflammatoire est prédominante. Son ampleur dépend de
différents facteurs tels que la virulence du pathogene, la charge bactérienne, les facteurs génétiques
de I’'héte, son age, ses comorbidités et son statut nutritionnel. Si le patient meurt dans les premiers
jours suivant le choc, le déces pourra étre probablement da a I'état d’hyper-inflammation et a I'orage
cytokinique conduisant a une défaillance multiple d’organes (notamment collapsus cardiovasculaire

et défaillances d’organe) (Figure 13 A).

Cependant, plus de 70% des patients décédent aprés les 3 premiers jours avec le
développement d’infections nosocomiales secondaires et de réactivations virales ou fongiques (167)
(Figure 13 B). Chez certains patients, une absence de clairance bactérienne est également observée.
Ceci explique, au moins en partie, I'échec des thérapies anti-inflammatoires dans le choc septique.

Ces considérations ouvrent la voie sur de nouvelles pistes thérapeutiques. Cependant, ces
thérapies ne seront proposées qu’aux patients présentant un terrain d'immunodépression favorisant
ces déces tardifs.
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Figure 13 : Profils des réponses immunologiques lors du sepsis au cours du temps (167)

A : Pour les déces en phase précoce — B : Pour les déces en phase tardive.
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V. PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES EN LIEN AVEC L'IMMUNOSUPPRESSION

Les patients qui normalisent progressivement leurs fonctions immunitaires vont évoluer
favorablement et rester indemnes d’infection nosocomiale. A linverse, les patients dont les
dysfonctionnements immunitaires persistent au cours du temps auront tendance a développer plus
d’infections secondaires et seront a risque élevé de décés. Ce groupe représente plus de 50% des
patients ayant présenté un choc septique, et compte pour 65% de la mortalité totale. La prise en
compte de cette immunodépression et de son éventuel traitement est donc devenue un réel enjeu
thérapeutique. Les thérapies immunostimulantes sont maintenant considérées dans les syndromes
septiques comme traitement adjuvant potentiel et les premiers essais cliniques donnent des
résultats prometteurs. Différentes stratégies sont représentées dans la Figure 14 (15).

Nous détaillerons plus particulierement I'lFN-y, le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony

Stimulating Factor) et I'lL-7.
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Figure 14 : Thérapies immunostimulantes du sepsis (15)

IFN-y : Interféron-y, PD1 : Programmed-Death 1, PDL1 : Programmed-Death Ligand 1, GM-CSF : Granulocyte-

Macrophage Colony-Stimulating Factor

a)  IFN-y

L'IFN-y, principalement produit par les lymphocytes T et les cellules NK, joue un réle majeur
dans l'activation de nombreuses fonctions monocytaires essentielles a I'élimination des agents
infectieux. Lors du sepsis, on observe une importante déplétion d’IFN-y. Ainsi, des études cliniques
ont utilisé de I'lFN-y recombinant dans des cohortes septiques. Ce traitement a permis de restaurer
les propriétés des monocytes des patients, notamment pour les cellules avec une expression
diminuée de HLA-DR et une chute du TNF-a en réponse au LPS. Dans une étude de Docke et al., I'lFN-

Yy a été administré a neuf patients atteints de sepsis et présentant une diminution d'expression
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monocytaire de HLA-DR (< 30 % deux jours de suite). Cette molécule a été bien tolérée et a conduit a
une augmentation de l'expression monocytaire de HLA-DR chez tous les patients, ainsi qu'a une
restauration de leur capacité a produire du TNF-a aprés stimulation par le LPS (168). D’autres voies
d’administration ont été abordées, comme l|'inhalation, par Nakos et al., dans une cohorte de
patients immunodéprimés (immunodépression objectivée par une expression du HLA-DR
monocytaire < 30%). Sans avoir d’effet direct sur la survenue d’événements indésirables,
I’administration d’IFN-y par inhalation a permis de diminuer I'incidence des pneumonies associées a
la ventilation (169).

L'IFN-y a également montré des résultats prometteurs dans d’autres contextes tels que les
infections fongiques invasives a Candida ou Aspergillus, responsables d’infections sévéres et
associées a des taux de mortalité importants. L’administration d’IFN-y a ici permis une restauration
immunitaire illustrée par une augmentation de I'expression du HLA-DR et de la production de
cytokines importantes dans la défense antifongique (IL-1B, TNF-q, IL-17, IL-22) (170).

Actuellement, I'IFN-y fait I'objet d’un essai clinique aux Pays-Bas chez des patients entrant
dans la phase d’'immunosuppression (clinicaltrials.gov number : NCT01649921). Les biomarqueurs
témoignant de ce statut immun sont la mesure de I'expression du HLA-DR sur les monocytes,

I’expression de PD-1 et la mesure de I'lL-6 plasmatique.

b) GM-CSF

Le GM-CSF est un facteur de croissance hématopoiétique qui accroit les défenses
antimicrobiennes par augmentation de la survie, de la prolifération, de la différenciation et de la
phagocytose des polynucléaires neutrophiles et des monocytes/macrophages. Compte tenu des
nombreuses altérations fonctionnelles des monocytes et des neutrophiles observées chez les
patients septiques, le GM-CSF a fait I'objet d'essais cliniques. Dans une étude multicentrique,
randomisée, en double aveugle et contrélée par placebo chez 38 patients atteints de sepsis sévere
ou de choc septique, Meisel et al. ont investigué la phase d’'immunosuppression grace a I'expression
du mHLA-DR. L'administration de GM-CSF a permis une restauration de I'expression du HLA-DR, une
diminution de la période de ventilation mais aussi de la durée du séjour en service de réanimation
(171). Le GM-CSF présente également un potentiel chez les enfants comme le montrent Hall et al.
dans une cohorte pédiatrique. Ici, I'immunosuppression était monitorée grace a la capacité de
production de TNF-a ex vivo des cellules stimulées avec du LPS (les patients avec une réponse TNF- a
inférieure a 200 pg/ml étaient traités avec du GM-CSF). Dans cette étude, le GM-CSF était capable de

restaurer la production de TNF-a et de diminuer la survenue d’infections nosocomiales (172).
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D’autres essais cliniques utilisant le GM-CSF avec des cohortes plus importantes sont en
projet et les résultats de ces études sont nécessaires pour évaluer l'impact d'un traitement par GM-

CSF sur la survie des patients et la survenue d'infections nosocomiales (173).

) IL7

En considérant les altérations lymphocytaires observées chez les patients septiques, I'lL-7 est
récemment apparue comme une molécule de choix dans le traitement des états septiques séveres.
En effet, I'lL-7 est une cytokine indispensable pour la survie, I'noméostasie, le développement et la
prolifération des lymphocytes. Ses effets sont médiés via le récepteur hétérodimérique IL-7R,
composé d’une chaine a (CD127) et d’une chaine commune a d’autres récepteurs de cytokines (yc ou
CD132). L'IL-7 induit la synthése de facteurs anti-apoptotiques (Bcl-2), et d’autre part, inhibe
I’'apoptose par suppression de I'activité de protéines pro-apoptotiques. Elle est aussi impliquée dans
la régulation de la prolifération des lymphocytes T CD4+ et CD8+ en réponse a une lymphopénie et
favorise la diversité du répertoire du TCR (T cell receptor). Son administration restaure la production
de cytokines, diminue I'expression des molécules de co-régulation inhibitrices (PD-1) et diminue le
pourcentage des Treg circulants (174).

Dans les essais cliniques, I'lL-7 a été utilisée dans le traitement des patients présentant des
lymphopénies idiopathiques ou des pathologies induites par une lymphopénie sévére (patients
infectés par le VIH). Les premiers résultats sont prometteurs. L'IL-7 induit une augmentation rapide
et stable plusieurs mois des cellules T, une augmentation de la diversité du répertoire et une
diminution du pourcentage de Treg circulants (175). Néanmoins, a ce jour, aucun essai n’a été mené
en clinique humaine dans I'indication du sepsis. Pourtant, deux approches expérimentales renforcent
I'idée que I'lL-7 pourrait étre utile chez les patients septiques présentant de séveres altérations
lymphocytaires. Premieérement, dans les modeles animaux de choc septique reproduisant la situation
clinique (modéle de péritonite induisant une immunodépression favorisant les infections
secondaires), I'lL-7 prévient la mortalité et les infections secondaires fongiques ou bactériennes,
améliore la survie des lymphocytes ainsi que leur chimiotactisme, restaure la production d’IFN-y et la
réactivité aux tests cutanés (176, 177). Deuxiemement, ex vivo, I'lL-7 restaure la fonctionnalité des
lymphocytes de patients septiques. Dans un travail récent mené par Venet et al,, il a été montré que
I’'administration d’IL-7 améliorait toutes les anomalies induites par le choc septique : prolifération
lymphocytaire (des lymphocytes T CD4+ et CD8+), production d’IFN-y, phosphorylation de STATS,
induction de Bcl-2 apreés stimulation du TCR (via des anticorps anti-CD3/CD2/CD28). L’IL-7 permettait

un retour a des valeurs observées chez des sujets sains (178). Ces résultats montrent que la voie de
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I"IL-7 (récepteur/signal intracellulaire) reste mobilisable aprés un choc septique.

Il est raisonnable de penser que I'lL-7 représente une réelle alternative thérapeutique en
agissant sur les nombreuses facettes des altérations lymphocytaires induites par le choc septique. De
plus, considérant le rdle clé des lymphocytes T CD4+ dans I'orchestration de la réponse immunitaire,
I’hypothése d’une stimulation de I'immunité innée (179) et, plus particulierement, de 'augmentation
de I'expression monocytaire de HLA-DR via la production d’IFN-y, est également fondée. Elle reste
néanmoins a étre établie.

Un essai clinique est actuellement en cours afin de tester I'effet de I'lL-7 sur la restauration
lymphocytaire chez des patients en choc septique (NCT02640807). Il inclut notamment des patients
présentant un score SOFA supérieure a 2 et un compte absolu de lymphocytes inférieur a 900

cellules/mm?,

d) Autres molécules

Une autre approche a fort potentiel dans I'immunosuppression du sepsis implique le blocage
des molécules de co-inhibition PD-1 et PDL1. Comme décrit précédemment, PD-1 et PDL1 sont
largement exprimés sur les cellules immunitaires effectrices, les cellules endothéliales et les cellules
épithéliales bronchiques chez les patients septiques (166). Bloquer la voie de signalisation PD-1/PDL1
améliore d’ailleurs la survie dans des modeles de sepsis bactérien (180, 181) et diminue
significativement la mortalité lors de sepsis fongique causé par Candida albicans (182). Ainsi, PD-1
exprimé par les lymphocytes et PDL1 a la surface des monocytes pourraient étre considérés comme
des biomarqueurs potentiels pour la sélection des patients en sepsis candidats a I'immunothérapie.
Une étude récente a montré que le blocage in vitro de PD-1 améliorait également la production
d’IFN-y et diminuait I'apoptose des lymphocytes T chez des patients présentant une infection active a
Mycobacterium tuberculosis (183). Par conséquent, a partir de ces résultats expérimentaux chez
I'homme et I'animal, une thérapie anti-PD-1 dans le sepsis semble étre une perspective intéressante
qui stimulera les fonctions phagocytaires des monocytes/macrophages ainsi que les lymphocytes T.
Une étude clinique testant I'intérét de PDL1 comme thérapeutique du sepsis est actuellement en

cours aux Etats-Unis (Angus DC).

La thymosine al est actuellement testée dans des essais cliniques pour le traitement des
hépatites C et B (chronique) et le cancer (184-186). De plus, elle aurait des indications dans les
déficits immunitaires primitifs et le VIH (187). Plus récemment, la thymosine a également fait I'objet
d’une étude clinique avec des patients septiques. Méme si les mécanismes d’action de ce peptide ne

sont pas encore complétement définis, la thymosine posséderait une action immunomodulatrice sur

61



les cellules du systeme immunitaire inné, notamment sur les capacités phagocytaires des
macrophages. Elle est aussi capable d’induire la maturation des lymphocytes T et cellules
dendritiques et d’augmenter I'expression de I'IL-12 (188, 189). L'administration précoce de
thymosine al dans le traitement du sepsis (essai clinique randomisé) a montré une réduction de la
mortalité a 28 jours (26% versus 36% dans le groupe controle) associée a une augmentation du HLA-

DR monocytaire (190).

e) Conclusion

Etant donné [I'hétérogénéité des cohortes septiques, les futures thérapies
immunostimulantes pourraient étre personnalisées sur la base de critéres cliniques ou guidées par
I'utilisation de biomarqueurs. Par exemple, utiliser le GM-CSF en se basant sur I'expression du HLA-
DR a la surface des monocytes (171). C’est le cas d’un essai en cours en France utilisant les GM-CSF
chez des patients en choc septique présentant un HLA-DR monocytaire inférieur a 8 000 sites
(NCT02361528). De méme, une étude récente réalisée par notre équipe a mis en évidence l'intérét
du CD127 soluble (sCD127), la forme soluble du récepteur a I'lL-7 (plus particulierement le récepteur
a), pour identifier un groupe de patients avec un plus grand risque de mortalité. L’association entre
la mesure du sCD127 et les altérations lymphocytaires permettra d’imaginer I'utilisation de ce
biomarqueur pour stratifier les patients dans de prochains essais cliniques, notamment pour tester

I'IL-7 (Demaret et al. ICM 2014, in press).

Il est donc nécessaire de mieux comprendre la réponse immunitaire de I’héte a un choc
septique afin de proposer des thérapeutiques individualisées et adaptées (167). Il faut pour cela
étudier les différents acteurs de I'immunité innée et adaptative. A ce jour, de nombreuses études
portent sur les altérations monocytaires telle que la diminution de I'expression de HLA-DR. Cette
diminution d’expression mesurée en cytométrie en flux apparait en effet comme un marqueur fiable
de I'immunosuppression chez les patients en état critique (129). Des altérations lymphocytaires sont

aussi associées a la mortalité ou a la survenue d’infections nosocomiales chez ces patients (156, 158).

Cependant, peu d’éléments sont connus sur le réle des polynucléaires neutrophiles dans la
phase immunosuppressive du choc septique. Les études se sont surtout focalisées sur les altérations
des PNN lors de la phase précoce pro-inflammatoire du choc. Mais des travaux récents leur conférant
des propriétés immunosuppressives apportent une nouvelle lumiere sur I'implication potentielle des

neutrophiles dans la phase anti-inflammatoire du choc (5-7, 140).
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4. LES POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES

I RAPPELS PHYSIOLOGIQUES

Les granulocytes tirent leur nom de leurs granules cytoplasmiques fortement colorés ; ils sont
aussi appelés leucocytes polymorphonucléaires a cause de la forme particuliere de leur noyau. Les
polynucléaires neutrophiles (PNN) représentent la population prédominante (60 a 75% des globules
blancs totaux) parmi les cellules immunitaires du sang circulant (4). lls se développent dans la moelle
osseuse a partir de cellules souches hématopoiétiques lors de la granulopoiése (191). Les PNN
matures sont caractérisés par un noyau plurilobé et la présence de nombreux granules
cytoplasmiques contenant plus de 700 protéines. Comparés aux macrophages, ils ont une durée de
vie relativement courte, survivant quelques jours (192). A noter que cette étude de Pillay et al.
mettant en évidence une durée de vie de 5.4 jours pour les neutrophiles humains a été critiquée
notamment pour son approche méthodologique. En effet, I'utilisation d’eau lourde ingérée par des
volontaires sains permettrait de marquer également les PNN de la moelle osseuse, surestimant ainsi
leur durée de vie dans le sang (193, 194). Néanmoins, lors d’une inflammation, les neutrophiles sont
activés et leur durée de vie augmente, assurant une présence constante de PNN au niveau du site
inflammatoire. Ceci est le résultat de I'action de nombreuses cytokines, facteurs de croissance et
produits bactériens (195, 196). Une durée de vie plus longue permet aux PNN d’effectuer des taches
plus complexes dans le tissu, comme participer a la résolution de l'inflammation ou stimuler la
réponse immunitaire adaptative mais leur persistance peut également étre a I'origine de dommages

passifs.
&

Figure 15 : Frottis de sang humain normal mettant en avant un polynucléaire neutrophile
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Les neutrophiles sont produits en nombre croissant lors d’une réponse immunitaire et
migrent du sang dans les foyers infectieux ou inflammatoires. Les PNN issus de la moelle osseuse se

divisent en trois compartiments (197) :

e Les cellules souches composées de cellules souches hématopoiétiques et de

progéniteurs pluripotents

e |le pool «mitotigue» contenant les cellules en cours de différenciation

(myéloblastes, promyélocytes, myélocytes)

e Le pool « post-mitotique » avec les métamyélocytes, les band cells et les neutrophiles

matures.
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Figure 16 : Production de la lignée des neutrophiles dans la moelle osseuse (198)

Cette derniere partie représente 95% des neutrophiles du systéme immunitaire et cette
réserve est facilement mobilisée et recrutée rapidement sur les sites infectieux. Environ 50% des
PNN sanguins circulent dans les vaisseaux (= pool circulant) et 50% sont collés aux parois (= pool

marginé) : il y a un équilibre permanent entre ces 2 compartiments. Ainsi, dans des conditions
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physiologiques, les neutrophiles peuvent étre retrouvés dans la moelle osseuse, la rate, le foie et les

poumons (195).

Les PNN sont indispensables a la défense contre les microorganismes. Grace a leur réle de
sentinelle, ils constituent la premiere ligne d’action du systeme immunitaire inné (4). Les
neutrophiles sont les plus nombreux et les plus importants acteurs de la réponse immunitaire innée :
ils ingérent divers microorganismes par phagocytose et les détruisent dans des vésicules
intracellulaires au moyen d’enzymes lytiques et d’autres substances antimicrobiennes concentrées
dans leurs granules cytoplasmiques (199). Des déficiences héréditaires dans la fonction des
neutrophiles conduisent a de graves infections bactériennes, fatales si elles ne sont pas traitées (200,

201).

Il. ADHESION ET MIGRATION

Si les microorganismes parviennent a passer les barrieres physiques telles que la peau ou les
mugqueuses, ils accédent aux tissus et activent les cellules endothéliales qui vont alors attirer les
neutrophiles circulants. La migration des PNN vers le site de I'infection est une étape importante

dans le controle de I'infection (202).

Les trois étapes traditionnelles nécessaires a [Iactivation et la transmigration des
neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins ont récemment été redéfinies. En effet, le roulement
sur la paroi endothéliale, I’activation et I'adhésion ferme des PNN ont été analysés et affinés par les
experts. Un roulement plus lent, une adhésion plus ferme, une reptation intraluminale liée a une
migration intra- et para-cellulaire sont désormais reconnus comme des phases distinctes,

additionnelles (202).

a) Leroulement

Le roulement des neutrophiles est médié principalement par les sélectines qui intéragissent
avec PSGL1 (P-Selectin glycoprotein ligand 1) et d’autres ligands glycosylés exprimés par les PNN. La
L-sélectine (CD62L) est exprimée par la plupart des leucocytes, y compris les PNN. En revanche, on
retrouve la E-sélectine (CD62E) et la P-sélectine (CD62-P) a la surface des cellules endothéliales
activées. Les neutrophiles sont fixés a I‘endothélium, puis le flux sanguin brise cette liaison, qui va se
reformer en aval, et ainsi de suite, ce qui entraine un roulement des leucocytes sur la surface
endothéliale. L’interaction entre PSGL1 et la P-sélectine va permettre la capture et le roulement des

neutrophiles a la surface des cellules endothéliales et des plaquettes (les plaquettes activées
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expriment également la P-sélectine). De maniere complémentaire, la liaison entre PSGL1 et la L-
sélectine, donc entre deux neutrophiles, va médier I'adhérence de nouveaux neutrophiles sur le site
inflammatoire/infectieux et ainsi améliorer le recrutement des PNN a ce niveau (202, 203).
L'interaction entre PSGL1 et la L-sélectine est également a I'origine de I'activation d’une variété de
kinases, dont la famille des Src (« Sarcoma »), phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et p38 mitogen-
activated protein kinase (202, 204). Cette cascade initie de nombreux changements dans la biologie

du neutrophile et prépare la voie pour I'activation des intégrines et I'adhésion ferme.

b) L’adhésion ferme

Les intégrines participent également au roulement des neutrophiles. Les plus pertinentes
font partie des sous-familles des intégrines B1 : VLA4 (very late antigen 4) et B2 : LFA1 (lymphocyte
function-associated antigen 1). Ces molécules présentent une haute affinité pour les molécules
d’adhésion présentes a la surface de I’endothélium (intéractions VLA4-VCAM1 (vascular cell-
adhesion molecule 1) et LFA1-ICAM1 (inter-cellular cell adhesion molecule 1)), permettant une
adhésion ferme a la paroi du vaisseau sanguin et ainsi une interruption du roulement en préparation
de la migration transendothéliale (202). Les intégrines constituent des récepteurs « activables ». En
effet, une signalisation intracellulaire via des molécules de surface est nécessaire pour augmenter
leur capacité a se lier avec leur ligand. L’avidité de I'adhésion médiée par les intégrines dépend de
I'affinité de celles-ci (changements conformationnels individuels des hétérodimeres d’intégrines) et
de la valence de la liaison avec leur ligand (densité des hétérodimeres d’intégrines par rapport a la
surface membranaire impliquée dans I'adhésion cellulaire) (205, 206). Ainsi, des études in vitro et in
vivo ont montré que l'arrét des PNN pendant le roulement est médié par I'interaction entre des
intégrines activées et des membres de la superfamille des immunoglobulines exprimées par les

cellules endothéliales (VCAM1 et ICAM1).

c) L’activation

Les chimiokines et autres chimioattractants jouent un roéle important dans I'étape
d’adhésion. En effet, au cours de l'inflammation, les cellules endothéliales sont activées par les
cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1) pour exprimer des molécules d’adhésion et sécréter des
chimiokines. Celles-ci sont les activateurs physiologiques les plus puissants des intégrines. En
particulier, elles régulent rapidement I'avidité de ces dernieres en agissant a la fois sur I'affinité et la
valence (207, 208). Ceci est la conséquence de ce que I'on nomme la signalisation « de I'intérieur vers
I'extérieur » (ou « inside-out signalling »). L'interleukine 8 (IL-8) est notamment un acteur essentiel
pour la migration des neutrophiles dans de nombreux contextes inflammatoires chez 'homme et
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I'animal. La réponse a I'lL-8 est médiée par l'interaction avec deux récepteurs de haute affinité :
CXCR1 et CXCR2. Ces récepteurs ont différents ligands avec des affinités variables; alors qu’ils
interagissent avec I'lL-8 avec une affinité équivalente, CXCR2 fixe également d’autres chimiokines

telles que GRO-a (CXCL1), GRO-B (CXCL2), et GRO-y (CXCL3)(209).

Il est également admis qu’en plus d’assurer I'adhésion des PNN a la surface de I’endothélium,
les intégrines sont capables de générer des signaux intracellulaires a I'origine de la régulation de
différentes fonctions cellulaires, comme la mobilité, la prolifération et I'apoptose (202). Il s’agit ici de
la signalisation « de [I’extérieur vers lintérieur » (ou « outside-in signalling »). Les voies de
signalisation « de l'intérieur vers I'extérieur » et « de I'extérieur vers l'intérieur » peuvent étre

activées simultanément (210).

d) Migration transendothéliale

La transmigration a travers la membrane des vénules constitue I'étape finale du processus de
migration des PNN dans les tissus inflammatoires. Elle peut se dérouler avec rupture minimale de la
structure complexe des vaisseaux sanguins. En effet, avant de traverser les murs de vénules post-
capillaires, les neutrophiles « rampent» (« crawl») a la recherche de sites préférentiels de
transmigration (211). Ceci se réalise notamment par I'intermédiaire de MAC1 (CD11b — intégrine) et
ICAM1 (202). Les neutrophiles ont tendance a ramper perpendiculairement par rapport au flux
sanguin, il s’agit de la plus courte distance entre le point d’adhérence du PNN jusque la jonction
endothéliale. Pendant cette étape, ils doivent maintenir une constante adhésion avec la surface de
I’endothélium. Ainsi, alors qu’ils se libérent des liaisons existantes pour avancer, ils en forment
simultanément de nouvelles sur d’autres parties de leur surface cellulaire pour sécuriser cette liaison
permanente avec |I'endothélium (212). Les leucocytes migrants doivent traverser plusieurs barriéres

distinctes dont les cellules endothéliales ainsi que leur membrane basale.

La migration a travers les cellules endothéliales se réalise rapidement (< 2-5 minutes) mais
pénétrer la membrane basale peut prendre plus de temps (> 5-15 minutes) (202). La transmigration
se déroule via des voies transcellulaires (a travers les cellules endothéliales) ou paracellulaires (entre
les cellules endothéliales). In vitro, la transmigration paracellulaire a lieu préférentiellement au
niveau de jonctions tricellulaires de I'endothélium, i.e. ou il y a peu de protéines de jonction et les
cellules endothéliales ne sont pas tout a fait alignées (213), mais ceci n’a pas été confirmée in vivo. La
voie paracellulaire requiert la libération des liaisons protéiques intercellulaires jonctionnelles,
comme celles formées par la VE (vascular endothelial)-cadherin. Les neutrophiles utilisent
préférentiellement la voie paracellulaire (212) mais aussi la transmigration transcellulaire qui est
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moins efficace et dure 20-30 minutes (214). Les cellules endothéliales forment alors un « déme »
autour du neutrophile grace a des projections de type microvili qui vont entourer le PNN. Ces
projections sont enrichies en ICAM1 et VCAM1 et se fixent sur le neutrophile par I'intermédiaire de
LFA1 et VLA4 (215). Ce processus reste différent de la phagocytose puisque le PNN n’entre a aucun
moment dans le compartiment intracellulaire de la cellule endothéliale (212). Lors de la migration
transcellulaire, les cellules endothéliales subissent des réarrangements de leur cytosquelette ainsi
que dans leur attachement a la matrice extracellulaire. La membrane basale endothéliale est une
structure continue composée de protéines de la matrice extracellulaire (collagénes, laminines). On
pourrait dont facilement penser que les neutrophiles utilisent leur arsenal de protéases (Matrix
Metallopeptidase — MMP, serine protéases comme la neutrophil elastase) qui possédent une activité
contre les protéines de la matrice, pour « couper » cette membrane. Néanmoins, I'ajout d’inhibiteur
de protéase ne montre aucun effet sur la migration transcellulaire, peut-étre a cause de la quantité
trop importante des protéases présentes. Elles pourraient plutot aider la migration des neutrophiles
via une matrice extracellulaire moins poreuse (216). Par exemple, le CD177, un ligand atypique de
PECAM-1 exprimé par les neutrophiles, se fixe sur PR3 (neutrophil-derived proteinase 3) et médie son

transfert vers les jonctions endothéliales pour faciliter la transmigration des neutrophiles (217).

La Figure 17 résume les différentes étapes de la migration des neutrophiles.
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Figure 17 : Schématisation des différentes étapes de la migration des neutrophiles (202)

Un autre niveau de complexité est apporté par la transmigration inverse des neutrophiles,
c’est-a-dire un flux a partir des organes périphériques vers un retour dans la circulation. Ceci a été
observé pour la premiere fois dans un modéle de cellules endothéliales in vitro (218), puis chez la

souris et le poisson-zebre in vivo (219). L’étude chez la souris montre que la transmigration inverse se
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produit lorsque la protéine d’adhésion jonctionnelle JAM-C est down-régulée dans les cellules
endothéliales (220). De plus, il a été montré dans une autre étude chez I'homme, qu’une faible
proportion (environ 1-2% des PNN circulants) de neutrophiles ayant subi une transmigration inverse,
sont présents chez des patients avec une polyarthrite rhumatoide. De plus, ces neutrophiles étaient
sensiblement plus résistants a I'apoptose comparés aux neutrophiles extravasés (218).

La transmigration inverse pourrait constituer un moyen de protection des PNN qui ne sont
pas nécessaires pour combattre I'infection. Néanmoins, il est également possible que regagner la
circulation sanguine serait un moyen de mieux disséminer I'inflammation dans les autres organes et

conduire ainsi a une inflammation chronique/systémique (212).

I1l. ELIMINATION DES PATHOGENES

Une fois que les PNN ont reconnu leur cible, ils disposent d’un arsenal bactéricide
considérable tel que la phagocytose, le métabolisme oxydatif ou encore la NETose (NET : Neutrophil

Extracellular Trap).

a) Phagocytose

Les neutrophiles présentent une capacité de phagocytose trés efficace et rapide. lls
possedent des récepteurs qui reconnaissent directement les lipopolysaccharides et les
polysaccharides des pathogénes, permettant ainsi de les enrober et de les emprisonner a l'intérieur
d’une vacuole : le phagosome. Tout ceci est possible grace a un remaniement complexe des lipides
membranaires et des réarrangements du cytosquelette. Les phagosomes fusionnent avec les
lysosomes pour former des phagolysosomes (197). Le PNN peut également phagocyter des
particules opsonisées grace aux récepteurs Fcy ou du complément. En particulier, FcyRIIA (CD32) et
FcyRIIIB (CD16) et les récepteurs du complément CR1 (CD35) et CR3b (221). Les voies de signalisation
en aval de ces types de récepteurs sont différentes. L'ingestion de cibles opsonisées par IgG se fait
par I'agrégation des FcyR et la phosphorylation de leurs motifs ITAMS (immunoreceptor tyrosine-
based activation motifs) via |'activation des tyrosines kinases de la famille Src. Les ITAMS
phosphorylés servent de sites d’ancrage pour les domaines SH2 des tyrosines kinases Syk qui activent
a leur tour la phosphatidilinositol-triphosphate kinase et les protéines Rho (222). Suite a cette étape
d’activation, des protrusions de membrane vont s’étendre autour de la surface de la particule
opsonisée pour former une « coupe phagocytaire » et I'ingérer. La phagocytose des cibles opsonisées
par le complément implique un processus différent. Dans ce cas, les particules opsonisées

s’enfoncent dans la cellule, ce qui provoque de légéres protrusions (221).
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b) Métabolisme oxydatif

Différents mécanismes tels que la dégranulation, la libération d’enzymes et de protéines a
activité bactéricide comme la myéloperoxydase ou la lactoferrine, ou |'activation de la NADPH

oxydase, sont alors mis en ceuvre au niveau du phagolysosome pour détruire la bactérie (199, 221).

e Granules

Les PNN contiennent des granules, acteurs indispensables dans la réponse inflammatoire
grace a des mécanismes ajustés. Il en existe différents types. La biogenése des granules suit le méme
schéma de différenciation que le neutrophile (cf Fig). Lors de la maturation, les premiers formés au
stade du promyélocyte sont les granules azurophiles ou granules primaires, qui sont rarement
sécrétés a I'extérieur de la cellule, fusionnant plutét avec le phagolysosome pour détruire les
pathogeénes ingérés. lls contiennent la myéloperoxydase (MPQO), une enzyme essentielle dans le
métabolisme  oxydatif. On retrouve également les défensines, le Ilysozyme, |Ia
bactericidal/permeability-increasing protein (BPl) et un grand nombre de sérines protéases comme la
neutrophil elastase (NE) et la cathepsin G (CG). Ces granules débordent donc de composés
antimicrobiens et constituent un premier barrage dans les armes moléculaires des PNN. Les granules
secondaires ne contiennent pas de myéloperoxydase mais sont caractérisés par la présence de
lactoferrine, qui en se liant au fer, possede des propriétés bactéricides et bactériostatiques. Les
granules tertiaires ou spécifiques contiennent plutét des enzymes servant a la dégradation de la
matrice extracellulaire (gélatinase, collagénase) et des métalloprotéases. Ces granules sont les
derniers formés lors de la maturation du PNN. Il existe également des vésicules sécrétoires, formées
par endocytose a la fin de la maturation. Elles contiennent des protéines dérivées du plasma comme
I'albumine et leur membrane sert de réservoir pour des molécules utilisées lors de la migration du

neutrophile (4, 199, 223).
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Granule type
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formation
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Figure 18 : Contenu des granules en fonction de la maturité des neutrophiles (4)

e Protéines antimicrobiennes

Les neutrophiles produisent une multitude de peptides et de protéines, capables d’éliminer

directement ou de maniere indirecte les pathogénes. La diversité de ces molécules laisse penser que

certaines évoluent pour agir ensemble alors que d’autres peuvent étre redondantes. Il existe 3 types

d’agents antimicrobiens : les protéines (BPI) et peptides (défensines, cathelicidines) cationiques qui

se lient aux membranes microbiennes, les enzymes (lysozyme, elastases...) et les protéines qui

privent les microorganismes des nutriments essentiels a leur survie (lactoferrine, calprotectine).

Leurs principaux mécanismes sont résumés dans le Tableau 4 (4, 199).
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Protéines antimicrobiennes Mécanisme d’action

Peptides et protéines cationiques

" Perméabilisela membrane contenantdes
phospholipides chargés négativement
a-défensines * |nhibe la biosynthése de ’ADN, ARN et des
protéines
* |nhibela synthesedela parcicellulaire

Cathelicidines (LL-37) * Formation de porestransmembranaires
" Favorise la permeabilite bacterienne et
BPI I'hydrolyse des phospholipides bacteriens ense
fixantau LPS

Enzymes protéolytiques

Lysozyme " Dégradela paroicellulaire bactérienne

= Clive les facteurs de virulence bactériens et les

Neutrophil Elast NE), Cathepsin G (CG
eutrophil Elastase (NE), Cathepsin G (CG) protéines de la membrane externe

Protéines chélatrices

Lactoferrine = Altére |la croissance bactérienne ense liant au fer

= Altére la croissance bactérienne en se liant au
Calprotectine manganése et au zinc

Tableau 4 : Principales protéines antimicrobiennes et leurs mécanismes d’action d’aprés Amulic et al.(4)

e Especes réactives de I'oxygene

Lors de leur activation, les PNN vont également produire des espeéces réactives de I’oxygéne
(ERO) grace au métabolisme oxydatif. Les ERO peuvent étre différentes quant a leur stabilité, leur
réactivité et leur perméabilité membranaire mais elles partagent la méme fonction qui est de
modifier et d’endommager d’autres molécules. Le complexe NADPH (nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate) oxydase se forme a partir du flavocytochrome membranaire bssg (constitué
de deux sous unités: p91”" (phagocyte oxydase) et p22°") et de 3 protéines cytoplasmiques :
p47°" p67°" et Rac2. Il débute la cascade des dérivés oxygénés en réduisant I'oxygéne moléculaire
en superoxyde (197). Celui-ci n’est pas un oxydant puissant mais se transforme rapidement en
peroxyde d’hydrogeéne par dismutation. Le superoxyde peut également réagir avec I'oxyde nitrique
(produit en grande quantité au niveau des sites inflammatoires) pour former le peroxynitrite. Lors de
la dégranulation dans le phagosome, la MPO peut réagir avec le peroxyde d’hydrogéne pour former

une variété de molécules réactives. Parmi celles-ci, 'acide hypochloreux, qui est plus réactif que le
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superoxyde, présente des propriétés antimicrobiennes in vitro en oxydant les groupements amines

et ainsi former les chloramines (4, 199, 223).

c¢) NETose

Les neutrophiles peuvent étre également soumis au phénomeéne de NETose. Ce concept a été
introduit pour la premiére fois en 2004 et décrit une forme active de mort cellulaire se déroulant en
guelques minutes et qui conduit a la libération de chromatine décondensée dans le milieu
extracellulaire. Ces structures fibreuses, appelées Neutrophil Extracellular Traps (NETs) contiennent
aussi bien des histones que des protéines cytoplasmiques ou issues des granules (qui se désintegrent
en méme temps que le noyau). Les NETs sont capables de piéger différents pathogénes
extracellulaires grace a de puissantes propriétés antimicrobiennes et immunomodulatrices (224). La
nature des mécanismes mis en jeu dans leur formation n’est pas encore bien définie. La
décondensation de la chromatine, particulierement dense dans les PNN matures, est associée avec la
citrullination de I'histone H3 par PAD4 (peptidylarginine deiminase 4) (225). De plus, I'élastase libérée
par les granules azurophiles dégrade les histones et réagit avec la myéloperoxydase pour aboutir a la
décondensation de la chromatine, nécessaire a la formation des NETs. Celle-ci est aussi dépendante
du peroxyde d’hydrogéne généré par la NADPH oxydase et métabolisé par la myéloperoxydase (226).
Une étude récente de Keshari et al. montre que les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B et IL-

8) sont également capables de stimuler le métabolisme oxydatif et donc la formation des NETs (227).

Les NETs peuvent également avoir des effets néfastes pour I’'h6te en exposant des molécules
du soi au milieu extracellulaire, amenant a des mécanismes d’auto-immunité (228). lls seraient
notamment impliqués dans la physiopathologie du lupus érythémateux systémique caractérisé par la

formation d’autoanticorps souvent dirigés contre la chromatine ou des composants de PNN (229).

L’exploration des NETs en microscopie a révélé la présence de neutrophiles viables apres la
formation des NETs. Ces PNN anucléés étaient méme capables de fonctions phagocytaires avec la
formation de phagosomes matures. Ces données générées par Yipp et al. suggérent que la NETosis

n‘implique pas nécessairement une mort cellulaire (230).

La richesse du potentiel antimicrobien du neutrophile est illustrée dans la Figure 19 (231).
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Azurophilic (also known as primary) granules:
BPI, neutrophil elastase, cathepsin G, protease 3,
azurocidin, myeloperoxidase

Ooo —> Myeloperoxidase
| HOBr
HOI

H,O
i 1 ™ Hocl
> )—> O, ~ l Chloramines

Nets that trap bacteria
and neutrophil elastase |

Specific and tertiary granules:
Lactoferrin, lipocalin, lysozyme,

LL37, MMP8, MMP9 and MMP25

o% | Calprotectin

Figure 19 : Potentiel antimicrobien des neutrophiles (231)

H,0, : peroxyde d’hydrogéne - HOBr : acide hypobromeux — HOCI : acide hypochloreux — HOI : acide
hypoiodeux — MMP : matrix metalloproteinase — ‘0, : singulet d’oxygéne — O, : superoxyde — Os :

ozone — Phox : phagocyte oxydase.

d) Résolution de I'inflammation

Les neutrophiles sont généralement considérés comme des composants passifs dans la
résolution de l'inflammation puisqu’ils vont étre dégradés et éliminés rapidement. Néanmoins, ils
seraient impliqués dans une induction active de la résolution via la production de médiateurs
lipidiques : les résolvines (résolvine E1, E2, D1 et D2) et protectines dérivées des acides gras
polyinsaturés essentiels comme I'oméga-3 (232). Ces médiateurs lipidiques inhibent la migration
transendothéliale et I'infiltration tissulaire des PNN (233, 234). Lors des étapes tardives, finales, de
I'inflammation, les PNN effectuent également un changement dans la biosynthése des eicosanoides.
Elle ne se fait plus a partir du leucotriene B4 mais de lipoxine A4, qui est un inhibiteur du
recrutement des neutrophiles grdce a son interaction avec LXA4 (232). La contribution des
neutrophiles dans la résolution de I'inflammation inclue également le blocage et la séquestration des
chimiokines et cytokines (235, 236). Les PNN, particulierement ceux qui ont été stimulés par I'lL-10,
constituent aussi une source importante de IL-1RA (237). Enfin, les neutrophiles apoptotiques
représentent une étape importante dans cette résolution grace a I’expression de signaux « eat-me »,
déclenchant ainsi leur phagocytose, ce qui est a I'origine d’une régulation de l'inflammation et

favorise la réparation tissulaire (238).

IV. CYTOKINES — IMMUNE CROSSTALK
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En étant I'une des premiéres cellules présentes sur le site de l'infection, le neutrophile
possede un role central dans I'immunité. Ils sécrétent des cytokines et chimiokines nécessaires a
I'initiation de la réponse immunitaire adaptative. Les PNN sont notamment impliqués dans le
recrutement et |'activation des cellules dendritiques et interagissent avec les lymphocytes (4).

Comparés a d’autres types cellulaires tels que les macrophages, les neutrophiles produisent
de plus faibles quantités de cytokines mais grace a un recrutement abondant au niveau du site
inflammatoire, leur contribution au pool total de cytokines est conséquente (231). De plus, les
protéases sécrétées par les PNN sont également capables de moduler la signalisation cellulaire et la
régulation immunitaire (239).

La cytokine la plus abondamment produite est I'lL-8 dont le role premier est de recruter
d’autres neutrophiles (240). De méme, I'lL-1B et le TNF-a produites par le PNN ont la capacité

d’induire la production de chimioattractants par les autres cellules.

a) Monocytes et macrophages

L’afflux de PNN est suivi trés rapidement par un recrutement de monocytes, suggérant une
relation entre ces deux phénomeénes. En effet, les neutrophiles sont capables de recruter des
monocytes via de nombreux mécanismes: expression de chimioattractants spécifiques des
monocytes tels que MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1) ou MIP-1a (Macrophage inflammatory
protein-1a) mais aussi stimulation de leur extravasation grace a des protéines contenues dans les
granules et donc libérées lors de la dégranulation (LL-37, CG) (241). De plus, les PNN modulent la
production de cytokines des monocytes et macrophages (242), améliorant ainsi directement leur
activité antimicrobienne. Enfin, ces monocytes recrutés, différenciés en macrophages répriment le

chimiotactisme des PNN et s’assurent de I’élimination des corps apoptotiques (4, 231).

b) Cellules dendritiques

Les PNN sont aussi capables de recruter et stimuler les cellules dendritiques (DC),
notamment grace a l'interaction entre Mac-1 (CD18) et DC-SIGN (DC-specific ICAM3-grabbing non-
integrin). Ceci est I'origine d’une production locale de TNF-a. L’'intérét d’une telle interaction in vivo
est observé lorsque des DC spléniques issus de souris déplétées en neutrophiles et infectées par

Toxoplasma gondii montrent une réduction de la production d’IL-12 et de TNF-a (243).

Au contraire, ils peuvent aussi ralentir le fonctionnement des DC dans les ganglions
lymphatiques en inhibant la présentation antigénique aux lymphocytes CD4 (4). De plus, les

ectosomes (de larges vésicules membranaires sécrétées par bourgeonnement ou shedding a partir
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de la membrane plasmatique) libérés par les neutrophiles sont capables d’inhiber la maturation des
DC. Ainsi, en réponse a une stimulation au LPS, on observe une réduction de leur activité
phagocytaire, et de |'expression de marqueurs de surface (CD40, CD80, CD83, CD86), une altération
de la production de cytokines (IL-8, IL-10, IL-12, and TNF-a) et une incapacité d’induire la
prolifération des lymphocytes T. Ceci serait peut-étre di a une augmentation de la production de la

cytokine immunosuppressive TGFB1 (transforming growth factor-61) (244).

c) Natural killer cells (NK)

Les études sur les interactions existant entre les PNN et les NK ont surtout été réalisées in
vitro mais leur interprétation reste complexe étant donné la difficulté d’obtenir des suspensions
cellulaires pures. Il a été montré récemment que les neutrophiles, NK et DC interagissaient dans un
« ménage a trois » grace a l'implication de cytokines mais aussi de contacts directs cellule-cellule (4).
De plus, les ERO formées par les granulocytes possédent des fonctions inhibitrices sur les activités
cytotoxiques des NK, leur survie ou I'expression des NCRs (natural cytotoxicity receptors) (245). En
réalité, les NK sont sensibles a de nombreuses molécules issues des PNN. Ces effets sont résumés

dans le Tableau 5 suivant.

Molécules dérivées des Références
PNN

Inhibition de la prolifération induite par IL-2 (246)

Arginase | Inhibition de la libération d’IFN-y induite par

IL-12 et IL-18

Azurocidine Augmentation de I'activité cytotoxique (247)
Cathepsine G Augmentation de I'activité cytotoxique (247)
Défensines Augmentation de I'activité cytotoxique (247)
Elastase Augmentation de I'activité cytotoxique (247)
Lactoferrine Augmentation de I’activité cytotoxique (248)
Protéines lysosomales Inhibition de I'activité cytotoxique (249)
Induction de I'apoptose (250)
ERO Inhibition de I’activité cytotoxique (251)
Inhibition de la prolifération (252)

Suppression de la cytotoxicité cellulaire

Sérine protéases . .
anticorps-dépendante

(253)
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Tableau 5 : Effet des molécules dérivées des neutrophiles sur les NK d’aprés Costantini et al. (245)

De maniére intéressante, les NK ont également une action sur les neutrophiles. Placés en
coculture en présence de cytokines telles que I'lL-2, I'IL-15 ou I'lL-18 en concentrations insuffisantes
pour |'activation des neutrophiles, Costantini et al. ont montré que les NK activés sont capables de
prolonger la survie des PNN grace a la libération de facteurs solubles. En effet, la séparation physique
des deux populations par une membrane de transwell n’annihile pas ces effets (254). De plus, les NK
sont a l'origine d’une up-régulation de I'expression de CD11b, favorisent I'excrétion de CD62L et
induisent I'expression du CD64 sur les neutrophiles en coculture. Enfin, les NK activées sont capables

de potentialiser la production d’ERO et la capacité phagocytaire des PNN (254, 255).

d) Lymphocytes

Ce crosstalk entre les PNN, premiers acteurs de 'immunité innée, et les lymphocytes, cellules
de l'immunité adaptative, peut étre surprenant. Pourtant, les neutrophiles et lymphocytes T
modulent et impactent quantitativement et qualitativement les fonctions des uns et des autres
(256). Les PNN affectent indirectement les fonctions des T via les cellules dendritiques comme
expliqué précédemment, mais aussi de maniére plus directe en sécrétant de I'lL-12, cruciale dans la
différenciation Th1. lls expriment également des chimioattractants spécifiques des lymphocytes T, et
des facteurs de développement et de maturation des B. Une communication via les cytokines se met
également en place : par exemple, I'IFN-y, sécrété par les T, prolonge la survie des PNN et augmente
leur capacité phagocytaire. De plus, I'lL-17, sécrétée par les lymphocytes T helper 17 (Th17), stimule

la granulopoiése, ainsi que le recrutement et la survie des neutrophiles (4, 231).

Les neutrophiles sont également capables de présenter I'antigene. En effet, a partir de souris
chez qui les cellules présentatrices d’antigene n’expriment pas le CMH |, Beauvillain et al. ont montré
que des PNN « pulsés » par des antigénes sont capables d’induire la différenciation des lymphocytes
T CD8+ cytotoxiques (257). lls expriment également le CMH Il et des molécules de costimulation dans

des conditions inflammatoires (258).

Les cellules myéloides suppressives (MDSC : Myeloid-derived Suppressor Cells) représentent
une population hétérogéne de progéniteurs myéloides et de cellules immatures myéloides (IMC :
Immature Myeloid Cells) dotée de propriétés immunosuppressives. Chez les individus en bonne
santé, les IMC sont produites dans la moelle osseuse et se différencient rapidement en granulocytes,

macrophages ou cellules dendritiques matures. En revanche, dans certaines conditions

77



pathologiques, il existe un blocage dans la différenciation des IMC en cellules matures aboutissant a
I’expansion de cette population. La propriété commune des MDSC reste leur capacité a inhiber la
prolifération et les fonctions des lymphocytes T. De nombreux mécanismes sont mis en jeu dans
cette immunosuppression mais le contact cellulaire proche est toujours nécessaire. (259).

L'un des premiers mécanismes décrits pour la suppression des cellules par les MDSC murins a
été associé au métabolisme de la L-arginine. Cet acide aminé est le substrat de 2 enzymes : I'arginase
(Arg) et I'oxyde nitrique synthase (NOS). La L-arginine étant essentielle au fonctionnement des
lymphocytes T, ces enzymes représentent des composantes cruciales dans leur inhibition. Plusieurs
études (260, 261) ont mis en évidence un lien étroit entre la disponibilité de I'arginine et la régulation
de la prolifération des T. De plus, I'inhibition des ERO dans les MDSC, notamment par 'ajout de

catalase, aboutit a I'annihilation des effets suppresseurs de ces cellules (262).

Dans I'ensemble, il semblerait que les neutrophiles ont un effet sur I'immunité adaptative en

stimulant la réponse immunitaire humorale et en inhibant la réponse immunitaire cellulaire.

e) Cytokines

Une fois stimulés, les neutrophiles sont capables de produire des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1B), des chimiokines (IL-8) mais aussi des cytokines anti-inflammatoires
(IL1-ra et TGFB) et immunorégulatrices (IFN-y, IL10). Les PNN ont longtemps été considérés comme
dépourvus d’activité transcriptionnelle et capables de synthétiser pas ou peu de protéines.
Cependant, il est désormais évident que les neutrophiles sont a I'origine d’une riche diversité de
cytokines. De plus, cette production est largement influencée par des molécules stimulantes comme
le LPS, le plus puissant. Enfin, il est a noter que la synthése par les neutrophiles passe par une étape

d’accumulation de ’ARNm des cytokines correspondantes (221, 263).

Le Tableau 6 suivant résume I'expression des cytokines par les PNN in vitro.
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Cytokines exprimées par les neutrophiles in vitro

Cytokines pro-inflammatoires TNF-q, IL-1, IL-12
Cytokines anti-inflammatoires IL-1Ra
Chimiokines IL-8, GRO-a, MIP-1a, MIP-1B

Autres cytokines et facteurs de croissance IFN-a, IFN-B, G-CSF, VEGF, FasL

Sécrétion toujours controversée IL-6, GM-CSF, IFN-y, IL-10

Tableau 6 : Différentes cytokines exprimées par les PNN in vitro, d’aprés Witko Sarsat et al. (221).

La communication complexe entre les neutrophiles et les autres cellules de I'immunité est

représentée schématiquement dans la Figure 20.

Tissue

Teell

IFN-y ( Activation and cDs* Lymph node
. differentiation Crossprimingf L)
b ROS? )
Yol Arginase? . Neutrophil St o .
ey 7 5 lActivation g

/ Antigen
©q
Macrophage Neutrophil % ::2

presentation

cD4*

- Activation ‘ Neutrophil
O ‘
Bacteria -~ 2 %
» - » -> - -—» -» -» «>» «>» -» -» -» - -«>»

Neutrophil Monocyte DC

Blood

Figure 20 : Représentation schématique de la communication du neutrophile avec les autres cellules de

'immunité (4)

V. APOPTOSE

Bien que les neutrophiles jouent un role majeur dans |’élimination des pathogénes, ils

peuvent également se montrer potentiellement délétéres pour les cellules environnantes s’ils sont
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continuellement stimulés. Leur survie peut étre a l'origine du développement de défaillances
d’organes en produisant en exces les médiateurs pro-inflammatoires et ainsi, nuire a I'hote. Il est
donc important que les PNN soient efficacement éliminés en méme temps que les micro-organismes

nocifs a I'origine de leur activation (264).

En I'absence d’inflammation, les PNN circulent pendant une courte période avant de devenir
sénescents et d’étre éliminés par le foie, la rate ou la moelle osseuse grace a des mécanismes
apoptotiques. Ce processus de mort cellulaire programmée est essentiel dans la régulation de
I'homéostasie des neutrophiles. En effet, non seulement I'apoptose réduit le nombre de PNN
présents mais limite également leur recrutement en amont. L’apoptose des PNN peut étre initiée par
un stimulus propre a la voie extrinseque (e.g. TNF-a, Fas ligand), ou a la voie intrinseque (e.g. ERO ou
médié par la mitochondrie). Les PNN apoptotiques sont ensuite ingérés par les macrophages. Les
neutrophiles peuvent également subir une apoptose a la suite d’une phagocytose, un processus

nommé mort cellulaire induite par phagocytose (PICD — phagocytosis-induced cell death) (265).

La Figure 21 représente les différentes voies d’activation de I'apoptose des neutrophiles
(265). L’apoptose spontanée constitue un processus intrinseque, c’est-a-dire que le signal
d’initiation vient de lintérieur de la cellule. Linitiation de la voie intrinseque est régulée
spécifiguement par I'interaction de nombreuses protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-
2 qui vont jouer un role dans l'activation (« Bcl-2-associated X protein » (Bax), « Bcl-2-antagonist
killer » (Bak), « Bcl-2-interacting mediator of cell death » (Bim), « BH3-interacting domain death
agonist » (Bid), « Bcl-2-binding component 3 » (PUMA)) mais aussi dans l'inhibition de I"apoptose
(Bcl-2, « B-cell Lymphoma extra-large » (Bcl-XL), « Myeloid Cell Leukemia sequence 1 » (MCL1)) (266).
Ces médiateurs vont ainsi controler la perméabilité et la fonctionnalité mitochondriale. La libération
du cytochrome c a travers la membrane mitochondriale externe va permettre la formation de
I’'apoptosome. Ce complexe multi-protéique est formé par l'interaction du cytochrome c avec Apafl
(Apoptotic Peptidase Activating Factor-1) et la pro-caspase-9 dans le cytosol (267). L'apoptosome
permet le clivage de la pro-caspase-9 en forme active qui stimulera a son tour d’autres caspases dont

la caspase-3.

Les signaux de la voie extrinséque sont généralement des protéines solubles qui se fixent sur
des récepteurs de surface entrainant ainsi I'activation de voies de signalisation intracellulaires. Les
neutrophiles expriment a leur surface Fas (CD95) et son ligand FasL (CD95L) (268). Fas est une
protéine transmembranaire contenant un domaine de fixation pour FasL et une partie intracellulaire

FADD (Fas-associated death domain). FADD contient également un domaine de liaison a la pro-
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caspase 8 sous sa forme dimérique active, puis déclenche la cascade d’activation des différentes
caspases dont la caspase-3. L'interaction entre Fas et FasL est déclenchée de maniere autocrine ou
paracrine (265, 266).

De méme, le TNFR est une protéine transmembranaire associant un domaine de fixation pour le TNF-
a et une partie intracellulaire TRADD (TNFR-associated death domain). TNF- a est capable d’induire
des effets pro- ou anti-apoptotiques en fonction de sa concentration. Van den Berg et al. ont
souligné qu’a faible concentration (<0.1ng/ml), le TNF-a retarde I'apoptose et stimule plutot la
production de cytokines pro-inflammatoires alors qu’en quantité plus élevée, il initie ce phénomene
de mort cellulaire programmée (269). L'apoptose médiée par le TNFR ou TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) ne dépend pas seulement de l'activation des caspases (270). En effet,
Maianski et al. ont montré qu’en ajoutant un inhibiteur complet de caspase, cela n’entrainait pas de
diminution de I'apoptose induite par TNFR ou TRAIL mais bien de celle stimulée par Fas/FasL.
L’apoptose induite par TRAIL apparait importante pour les PNN sénescents lors de leur retour dans la

moelle osseuse apres leur passage dans la circulation (271).

A INTRINSIC APOPTOSIS PATHWAYS

Cyt c and APAF-1
apoptosome formation

¥AWm and
Cytcrelease -

PHAGOSOME
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B EXTRINSIC APOPTOSIS PATHWAYS
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Figure 21 : Mécanismes de I'apoptose des neutrophiles A : voie intrinséque B : voie extrinséque (265).

Dés qu'’ils arrivent au niveau du site de l'infection, leur durée de vie est prolongée par la
présence de médiateurs inflammatoires, comme le GM-CSF, ou de chimiokines (IL-8, GRO-a). En
effet, ils augmentent la stabilité de la mitochondrie et réduisent I'activité de la caspase 3 (272) en
diminuant I'expression de Bcl-2 (273). Au contraire, les cytokines anti-inflammatoires comme I'IL-10

accélérent I'apoptose des neutrophiles activés par du LPS (274).

Les cellules apoptotiques maintiennent une intégrité membranaire pendant une période
donnée et il est nécessaire qu’elles soient éliminées rapidement afin d’éviter une nécrose secondaire
ou la libération de molécules cytotoxiques qui pourraient entrainer une inflammation ou
endommager les tissus de I’'h6te. D’ailleurs la redondance des mécanismes d’élimination des PNN en
apoptose souligne le fait que cet aspect est majeur pour préserver I'homéostasie du systeme
immunitaire. La clairance des cellules apoptotiques par les macrophages implique différents
récepteurs : notamment le récepteur de la phosphatidylsérine (275), les récepteurs du complément

(276), les lectines, le CD14 et le CD44 (277).

VI. PATHOLOGIES
a) Déficits

e Neutropénie congénitale sévere

Lors de la neutropénie congénitale sévere (NCS), la différenciation des neutrophiles est

bloquée au stade promyélocyte/myélocyte, conduisant a une neutropénie isolée associée a des
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infections bactériennes et fungiques récurrentes, de localisation tres variable. Les sites les plus
fréquents sont cutanéo-muqueux, ORL et pulmonaires. Les manifestations stomatologiques, quasi
constantes aprés l'age de deux ans, sont marquées par une gingivite érosive, hémorragique et
douloureuse, associée a des papules de la langue et des faces muqueuses. Les infections peuvent
étre tres sévéres voire létales. Une évolution vers une leucémie aigué ou une myélodysplasie affecte
environ 15% des patients. Cette pathologie nécessite un traitement par G-CSF au long cours. Grace a
ce facteur de croissance, les patients sont capables de produire de faibles quantités de PNN mais
suffisamment pour les protéger d’infections éventuelles (197). A cette date, les mutations de quatre
génes ont été impliquées dans la neutropénie congénitale sévére. Ces genes sont celui de la
neutrophile élastase (ELA2) (278), le géne GFI1 (279), le gene HAX1 (280) et les mutations activatrices
du gene de la maladie de Wiskott Aldrich (WASP) (281). Ces quatre mutations ont des transmissions
différentes : autosomique dominante pour ELA2 et GFI1, autosomique récessive pour HAX1 et
récessive liée a I'X pour WASP. Selon le type de mutation, les patients présentent soit une
neutropénie isolée (ELA2) ou des syndromes additionnels comme une lymphopénie (GFI1), une

monocytopénie (WASP) ou des convulsions/troubles mentaux (HAX1).

e Granulomatose septigue chronigue

La granulomatose septique chronique (CGD) est une maladie héréditaire caractérisée par un
défaut de destruction des bactéries et des champignons phagocytés par les neutrophiles et les
macrophages, lié a une anomalie de la NADPH oxydase (282). En effet, les phagocytes ne sont pas
capables de produire le superoxyde O,. La sévérité de la CGD est d’ailleurs inversement corrélée
avec la capacité de production d’ERO résiduelle (283). Le mode de transmission de cette maladie est
de type récessif lié a I'X ou autosomique récessif. Il en existe quatre formes génétiques différentes.
Le déficit en chaine lourde du cytochrome (lié a I'X) est le plus fréquent et est associé avec une
apparition précoce ainsi qu’'une morbidité et mortalité élevées (283). Le traitement consiste
essentiellement en une prévention des infections bactériennes et fongiques par des antibiotiques et
des antifongiques. Dans certaines situations, une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques
peut étre indiquée (197). Les patients présentent également un tableau d’activation immune
chronique, possiblement due a la libération excessive d’IL-1B faisant suite a la diminution de
I’autophagie (284). Ainsi, les maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux ou la

polyarthrite rhumatoide sont plus importantes chez ces patients (282, 283).

o Déficits d’adhésion leucocytaire
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Le déficit d'adhésion leucocytaire (DAL) est une immunodéficience primaire caractérisée par
une anomalie du processus d'adhésion leucocytaire conduisant a une leucocytose sévere et des
infections récurrentes (285). Le DAL résulte d'une altération dans les étapes du processus
inflammatoire, a savoir, la migration des leucocytes depuis les vaisseaux jusqu'au siege de l'infection,
ce qui nécessite |'adhésion des leucocytes a I'endothélium. La prévalence est inconnue, mais moins
de 350 cas ont été rapportés a ce jour. Les premiers signes apparaissent en général dans la petite
enfance. Trois entités cliniques distinctes, correspondant a trois altérations différentes dans la
cascade d'adhésion leucocytaire, ont été décrites. Le DAL-I est caractérisé par la survenue fréquente
d'infections bactériennes séveres engageant le pronostic vital. Il est d0 a des mutations du géne
ITGB2 (21922.3) codant pour la B2 intégrine CD18 (286). Le DAL-Il se manifeste par une leucocytose,
des infections récurrentes, un retard de croissance sévere et un déficit intellectuel sévere. Il résulte
de mutations du gene SLC35C1 (11p11.2) codant pour un transporteur guanosine 5'-diphosphate
fucose (287). Le DAL-III (aussi appelé variant du DAL-I) est caractérisé par des infections bactériennes
séveres ajoutées a un trouble important de la coagulation et est d(i a des mutations du géne FERMT3
(11913.1) codant pour la kindlin-3 dans les cellules hématopoiétiques (288).

Le diagnostic repose sur les manifestations cliniques et sur une numération compléete du sang
révélant une neutrophilie. Pour les DAL-l et DAL-Il, une analyse en cytométrie en flux doit étre
réalisée pour CD18 et CD15 respectivement. Un test d'agrégation plaquettaire doit étre réalisé pour
les patients atteints de DAL-Ill. Dans tous les cas, I'analyse génétique confirme le diagnostic.
La prise en charge dépend du type de DAL. Le traitement vise a contréler les infections et inclut la
prise d'antibiotiques et, dans certains cas, une transplantation de moelle osseuse. Sans
transplantation, les patients atteints de DAL-I et DAL-Ill décédent a la suite d'une infection dans les
deux premiéres années de vie. Le taux de survie chez les patients atteints de DAL-I ayant regu une
transplantation de moelle osseuse est de 75 %. Certains patients atteints de DAL-Il vivent jusqu'a

I'age adulte (197).

e Autres

WHIM est un acronyme pour désigner un syndrome incluant la présence de verrues (Warts),
une hypogammaglobulinimie (H), des infections bactériennes a répétition (I) et une neutropénie avec
moelle hyperplasique (M=myélokathexis). En effet, des mutations au niveau de CXCR4 vont entrainer
une rétention des PNN au niveau de la moelle osseuse (289). De plus, ces patients présentent
également une lymphopénie et une monocytopénie.

Les déficits spécifiques des granules sont tres rares et généralement les patients souffrent
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plutét d’infections récurrentes a cause d’'un manque de protéines des granules secondaires et
tertiaires. Une mutation est notamment responsable de ce déficit, elle touche un facteur de
transcription impliqué tardivement dans la régulation de la granulopoiése, le CCAAT/enhancer-
binding protein € (cEBPg) (290). En revanche, les déficits héréditaires en MPO sont fréquents chez
I'homme mais le plus souvent asymptomatiques, excepté chez les patients souffrant de diabete

(291).

b) Syndrome de détresse respiratoire aigiie (SDRA)

Le syndrome pulmonaire aigu (acute lung injury — ALl) et sa forme la plus sévere, le
syndrome de détresse respiratoire aiglie sont caractérisés par un cedéme pulmonaire lié a une
augmentation de la perméabilité de la barriere alvéolo-capillaire et donc a une mauvaise oxygénation
artérielle. L'cedeme, ainsi que les détériorations endothéliales et épithéliales sont accompagnés par
un afflux de neutrophiles dans I'espace broncho-alvéolaire. Par conséquent, I'activation et le
recrutement des PNN sont considérés comme des étapes importantes dans la progression du SDRA
(292, 293). En effet, la migration des neutrophiles dans les poumons n’est pas suffisante pour
provoquer un ALl ; leur activation est également requise. D’ailleurs, chez les patients présentant un
SDRA, la concentration de neutrophiles dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA) est directement
corrélée avec la sévérité et la mortalité. Steinberg et al. ont souligné une différence notable de PNN
présents dans le LBA de patients survivants et non-survivants avec une augmentation chez ces
derniers (294). Un des mécanismes responsable de la prépondérance des neutrophiles activés au
niveau broncho-alvéolaire repose sur un retard d’apoptose a travers la voie PI3 kinase-AKT. Celle-ci
est a I'origine de la prévention de libération de cytochrome c, de I'inhibition de I'activation de Bad
(pro-apoptotique), de 'augmentation de la transcription des facteurs anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-

2 et de I'inhibition de la caspase 9 (292).

c) Infection et inflammation chronique

Physiologiquement, une inflammation est toujours suivie d’'une phase de résolution, phase
importante pour I’homéostasie tissulaire (295). L'impuissance des neutrophiles a entrer en apoptose
ou certains désordres dans I’élimination des corps apoptotiques aboutit a I'inflammation chronique.

On peut alors observer une accumulation des substances cytotoxiques qui sera associée avec
I’'apparition de pathologies séveres telles que la maladie broncho-pulmonaire chronique obstructive
(BPCO) et la polyarthrite rhumatoide (PR), le lupus et les troubles cardiovasculaires. La sévérité de
I'inflammation est trés souvent corrélée a une issue clinique de mauvais pronostic (4). Lors de
I’activation locale, les PNN ayant transmigrés liberent leur agents toxiques, protéases et oxydants,
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responsables de la lésion tissulaire, et les chimiokines qui vont entretenir une boucle de
recrutement. Notamment, les matrix metalloproteases (MMPs) clivent la matrice extracellulaire
composée d’élastine et de collagene et dégradent ainsi les récepteurs de I'immunité et les
collectines, ouvrant une bréche dans la défense immunitaire.

La BPCO est une cause majeure de mortalité dans les pays industrialisés ou le tabac en est le
principal instigateur. Une infiltration chronique de PNN dans les poumons de patients est a I'origine
de dommages tissulaires et de dysfonctions d’organes. Une molécule clé contrdélant la réponse
inflammatoire dans le poumon est la leucotriene A4 hydrolase (LTA4H). Cette enzyme posséde deux
activités opposées. Premiérement, son activité hydrolase transforme le leukotriéne A4 en leucotriéne
B4, un puissant chimioattractant des neutrophiles et pro-inflammatoire. De plus, LTA4H est une
aminopeptidase capable d’inactiver le PGP (proline-glycine-proline tripeptide), lui conférant alors des
propriétés anti-inflammatoires. La fumée de cigarette inhibe sélectivement I'activité aminopeptidase
de LTA4H, favorisant ainsi I'accumulation de leucotriene B4 et de PGP. Ce dernier est également un
chimioattractant. Le recrutement des PNN est donc stimulé, ce qui va entretenir I'inflammation
chronique du poumon (296). La NADPH oxydase, plutot connue comme la source principale des ERO,
joue paradoxalement un réle pour limiter I'inflammation, notamment au niveau du poumon (297).
En effet, Davidson et al. ont montré que la NAPDH oxydase était capable d’activer Nrf2 (nuclear
factor erythroid 2-related factor 2), un facteur de transcription a I'origine de voies anti-oxydative et
cytoprotective (298).

Les neutrophiles constituent les leucocytes les plus abondants présents dans le fluide
synovial des patients souffrant de polyarthrite rhumatoide. Leur réle dans la pathogénése de cette
maladie a d’ailleurs été largement démontré. Notamment, la synthése de leukotriene B4 par les PNN
au niveau des articulations est essentielle (299). En effet, il agit de maniére autocrine via le récepteur
BLT1 pour promouvoir le recrutement d’'une premiére vague de neutrophiles dans l'articulation
(300). Ensuite, la deuxiéme vague est stimulée par la production de chimiokines (notamment I'IL-8)
et cytokines par le tissu synovial.

Ces exemples illustrent les complexes cascades de régulation impliquant les lipides, les
cytokines et les chimiokines pour orchestrer le recrutement des PNN lors d’une inflammation

chronique.

d) Auto-immunité

Les PNN et surtout leurs produits sont considérés a la fois comme des cibles et des

médiateurs de l'auto-immunité. MPO et PR3, notamment, sont les principales cibles des ANCA
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(antineutrophil cytoplasmic antibodies), des auto-anticorps dirigés contre des antigénes présents
dans le cytoplasme des neutrophiles. La granulomatose de Wegener par exemple, est aussi
systématiquement associée avec la présence d’ANCA. L'étendue des dommages tissulaires chez les
patients atteints de la maladie de Wegener est d’ailleurs directement corrélée avec l'infiltrat de PNN
et non avec les marqueurs traditionnels de I'auto-immunité comme I'activation des lymphocytes T ou
le titrage des auto-anticorps (301). De méme, les ANCA se fixent sur la MPO ou PR3 exprimées a la
surface des neutrophiles activés, favorisant ainsi la dégranulation et la libération de
chimioattractants et d’ERO qui vont ensemble, conduire a un cercle vicieux de dommages tissulaires
et d’inflammation (4).

Les auto-anticorps produits lors du lupus érythémateux disséminé (LED) sont également des
ANCA (ou dirigés contre la chromatine). Le LED est une maladie auto-immune multi-organes
caractérisée par une production d’IFN et une granulopoiése importantes ainsi que des dysfonctions
des lymphocytes T et B (302). Alors que les PNN ont longtemps été suspectés comme agent
responsable, leur role dans la pathophysiologie du LED reste a définir. La dégradation des NETs par la
DNase |, retrouvée normalement dans le sérum de sujets sains, semble compromise chez certains
patients. Cet effet est d’ailleurs corrélé avec une quantité importante d’anticorps anti-nucléaires, la
présence d’auto-anticorps spécifique des NETs et d’inhibiteurs de DNase | (229, 303). De plus, une
dégradation altérée des NETs est associée avec le développement du lupus néphrétique, une des

formes les plus séveres du LED.

e) Cancer

Les cellules inflammatoires constituent un composant essentiel du microenvironnement de la
tumeur et jouent un réle dans sa progression. L'infiltration des neutrophiles (tumour-associated
neutrophils — TANs) au sein de la tumeur n’est généralement pas prédominante, laissant la place aux
TAMs (tumour-associated macrophages). Ainsi la relation entre l'infiltration des TANs et le pronostic
du cancer chez 'homme n’est pas systématiquement vérifiée. Cependant, leur réle dans la
progression de la maladie dans certains types de cancers est de plus en plus démontré (304, 305). Par
exemple, I'évolution de la tumeur sous l'influence du TNF dans le cas des cancers ovariens implique
les lymphocytes Th17 qui favorisent le recrutement des neutrophiles (306).

Les TAMs et TANs jouent également un réle dans l'angiogenése de la tumeur. Les
chimiokines sont notamment fréquemment présentes au sein des tumeurs et favorisent cette
néovascularisation. GRO-a (CXCL1) par exemple a démontré une activité angiogénique médiée par

VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) (307, 308).
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La myélopoiése est profondément modifiée au cours de I'inflammation et du cancer et ceci
aboutit a la formation des MDSC. De nombreuses études retrouvent cette expansion de MDSC dans
le cancer et I'associent a 'immunosuppression reconnue dans cette pathologie (309). Dans plusieurs
types de modeéles de tumeurs, 20 a 40% des splénocytes sont des MDSC (elles ne représentent que 2
a 4% dans des conditions normales) et ces cellules sont aussi présentes dans les tissus tumoraux et
les ganglions lymphatiques. Chez ’homme, une étude d’Almand et al. (310) met en avant cette
expansion des MDSC chez des patients avec différents types de cancer. De plus, ces cellules sont
responsables de la suppression de réponse T spécifique de I'antigéne chez les patients et pourraient
donc étre impliquées dans I'immunosuppression du cancer. Une autre étude de Brandau et al. (311)
souligne l'expansion de MDSC et surtout une diminution de I'expression des récepteurs aux
chimiokines CXCR1 et CXCR2 compromettant leurs propriétés de migration. Les MDSC restent ainsi
dans le compartiment sanguin et présentent un taux d’apoptose réduit par rapport aux
polynucléaires neutrophiles. Il peut donc étre intéressant d’essayer d’éliminer ces cellules
suppressives pour améliorer la réponse anti-tumorale et par exemple renforcer le potentiel des
vaccins. Kusmartsev et al (312) ont utilisé I'acide tout-trans-rétinoique (ATRA) dans deux différents
modeles murins tumoraux. Ills ont mis en évidence que I’ATRA est responsable de la diminution du
nombre de MDSC dans ces modeles grace a une stimulation de leur différenciation en cellules
dendritiques, macrophages et granulocytes. De plus, cette chute du nombre de cellules suppressives
est associée a une meilleure réponse immunitaire des lymphocytes T CD4 et CD8 et I'amélioration

d’un traitement anti-tumoral vaccinal.

VIl. CONCLUSION

Les PNN apparaissent comme d’importants composants des voies régulatrices et effectrices
des systémes immunitaires inné et adaptatif. D’ailleurs, les patients présentant des déficiences
congénitales au niveau des neutrophiles souffrent d’infections sévéres, souvent fatales, soulignant
leur réle important dans la défense immunitaire. De méme, une réponse exacerbée peut conduire a
des maladies auto-immunes ou inflammatoires. Alors qu’ils étaient considérés uniquement comme
des cellules a courte durée de vie, de nombreuses études ont mis en avant leurs multiples fonctions.
lls sont notamment engagés dans des interactions bidirectionnelles avec différents composants du
systeme immunitaire et sont capables d’en influencer la réponse selon le contexte. De plus, la
découverte récente des NETs souligne I'importance du potentiel de nouvelles implications des

neutrophiles.
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Dans la partie suivante, nous allons aborder le lien entre les PNN et la physiopathologie du

choc septique.
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5. IMPLICATION DES POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES DANS LA
PHYSIOPATHOLOGIE DES SYNDROMES SEPTIQUES

l. PHASE PRO-INFLAMMATOIRE

De par leur réle central comme premiere ligne de défense anti-infectieuse, un certain
nombre d’études s’est intéressé au réle des PNN dans la physiopathologie du choc septique (139,

313).

De nombreuses modifications phénotypiques et fonctionnelles des PNN ont essentiellement
été rapportées pendant la phase précoce des états septiques séveres. Nous allons détailler ces

altérations fonction par fonction.

a) Myélémie
Si on considére les anciennes définitions, le syndrome de réponse inflammatoire systémique
s’accompagne d’une augmentation de la production de PNN au sein de la moelle osseuse, parfois
décuplée, et le recrutement dans la circulation sanguine de neutrophiles immatures (10, 135). Ainsi,
la présence de PNN immatures dans le sang périphérique traduisant une activité de la moelle
osseuse augmentée a été évaluée dans plusieurs études comme marqueur diagnostique dans le

sepsis grace a différentes techniques (314, 315).

e Proportion de neutrophiles immatures (automate d’hématologie cellulaire)

Ha et al. ont comparé dans une étude rétrospective de 184 patients en sepsis, I'intérét
clinique de la proportion de neutrophiles immatures (IG%) mesurée sur un automate d’hématologie
cellulaire (Sysmex XE-2100) avec d’autres biomarqueurs (le compte de globules blancs, la protéine C
réactive, les lactates et la procalcitonine). L'IG% était capable de discriminer les patients compliqués
(sepsis sévere et choc septique) des non compliqués (sepsis) (Odds Ratio 2.53 — p=0.004) en analyse
multivariée mais pas la mortalité a 28 jours. Ainsi, I'|G% refléte la sévérité et non la mortalité lors du
sepsis (316). Nierhaus et al. ont souligné la supériorité du pouvoir discriminant du compte de PNN
immatures pour différencier les patients infectés des non infectés par rapport a des marqueurs
fréquemment utilisés tels que la protéine C réactive ou l'interleukine-6, et en particulier pendant les
premieres heures critiques (317). De méme, van der Geest et al. ont étudié I'intérét du pourcentage
de granulocytes immatures (mesuré a JO, J1 et J3 aprés la suspicion clinique d’une infection

microbienne) dans la prédiction de I'infection. Les infections, bactériémies et choc septiques étaient
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vérifiés a J7. lls ont ainsi mis en avant le pourcentage de granulocytes immatures comme un

marqueur utile pour prévenir 'infection, son étendue et sa sévérité chez des patients graves (318).

e Delta neutrophil index (automate d’hématologie cellulaire)

Le delta neutrophil index (DN) représente la différence entre les sous-populations de
leucocytes identifiées par une réaction cytochimique a la myéloperoxydase et par une analyse des
lobules du noyau grace a un automate d’hématologie cellulaire (ADVIA). Il permet notamment
d’obtenir la fraction des granulocytes immatures. Une étude rétrospective de Seok et al. avait pour
objectif de définir le réle du DN dans la prédiction du diagnostic et du pronostic chez des patients
septiques. Les valeurs médianes du DN étaient de 0% dans le groupe contréle, 0.8% dans le groupe
réponse inflammatoire systémique, 3.4% chez les patients en sepsis et 18.6% pour les patients en
sepsis sévere. Les courbes ROC ont également mis en avant que le DN était un meilleur marqueur
prédictif du sepsis que la protéine C réactive, avec un cut-off a 2.7%. Enfin, cette étude montre que le
DN est significativement plus important chez les patients non-survivants (11.5% vs 4.7%, p=0.008) et
gu’il constitue un facteur indépendant de prédiction de la mortalité a 28 jours (319). De plus, dans
une cohorte de 237 patients avec une suspicion de sepsis, le taux de mortalité des cas présentant un
DN > 40% est plus élevé que chez ceux avec un DN de 5-10% (79% vs 15%, p<0.05) (320). Attention
néanmoins a la valeur du DN dans les différentes cohortes, il serait pour I'instant difficile d’extrapoler

un cut-off éventuel a une nouvelle étude.

e Cytométrie en flux

Guérin et al. ont évalué la valeur pronostique sur la mortalité a 28 jours des différentes sous-
populations de leucocytes (comprenant les granulocytes immatures) chez des patients en sepsis.
Dans cette étude, les PNN immatures étaient caractérisés par un phénotype CD10°"CD16°™. Le taux
de survie pour les patients sans neutrophiles CD10“™CD16%™ était de 99%, 85% avec une sous-

population CD16%™ et seulement 63% chez les patients présentant les PNN CD10°™CD16%™ (8).

b) Neutrophiles circulants

Au-dela du compte de neutrophiles immatures, la proportion des PNN circulants au moment
du diagnostic peut également étre considérée comme un facteur pronostique important dans le choc
septique. Le travail de Bermejo-Martin et al. chez des patients en choc septique définit un seuil de
neutrophiles a 7 226 cells/mm?. En dessous de ce seuil, le décés survient plus rapidement et surtout

le risque de déces est deux fois plus élevé chez ces patients (321). De plus, le rapport
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neutrophile/lymphocyte (NLR) est un paramétre facilement mesurable a partir d’une formule
compléte. De nombreuses études en oncologie ont mis en avant sa capacité de prédiction de la
sévérité ou de survenue d’évenements indésirables (progression, mortalité) (322-326). Dans un
contexte infectieux, il a été démontré que ce ratio était capable de prédire une bactériémie plus
précisément que les parameétres de routine. Salciccioli et al. ont réalisé une étude rétrospective sur
5 056 patients (admis en réanimation, sévéres mais aucune sélection préalable) en caractérisant le
NLR selon des quartiles de ratio. Ils ont retrouvé une association entre une augmentation de Ila
mortalité (a 28 jours et a 1 an) et une augmentation des quartiles de NLR sans sélection des patients.
En s’intéressant plus particulierement aux patients septiques de la cohorte, aucune association
significative n’est retrouvée entre le NLR et la mortalité (327). Au cours d’une étude prospective
observationnelle sur des patients en choc septique, Riché et al. ont montré qu’un NLR bas a
I’admission était associé avec un risque plus élevé de mort précoce. De plus, la mort tardive était
corrélée avec une augmentation du NLR au cours des 5 premiers jours (328). Par conséquent, que la
valeur des PNN soit élevée au sein du NLR (327, 328) ou basse (321), elle peut étre associée avec un

risque de mortalité accru chez les patients septiques.

c) Augmentation du CD64

Les polynucléaires neutrophiles expriment a leur surface un récepteur au fragment constant
de I'immunoglobuline G (FcyRI), CD64, uniquement lorsqu’ils sont activés. Ainsi, c’est en 1995 que la
mesure en cytométrie en flux de I'expression de CD64 a la surface des PNN a été proposée comme
marqueur diagnostique d’infection et de sepsis. En effet, de nombreuses caractéristiques
intrinseques en font un marqueur intéressant. CD64 reflete fidelement les événements
physiologiques de la réponse inflammatoire et est fonctionnellement corrélé avec la phagocytose.
L'augmentation d’expression du CD64 lors de l'activation du PNN peut aller jusqu’a 5-10 fois le
niveau basal, ce qui assure une bonne discrimination. Cette up-régulation se fait également
rapidement (4-6h aprés le contact entre le neutrophile et les cytokines pro-inflammatoires). Elle est
également spécifique d’une inflammation systémique, infection ou sepsis (d’autres pathologies
peuvent étre associées avec une augmentation d’expression du CD64 mais les niveaux d’expression
n’atteindront jamais ceux du sepsis). Enfin, I'analyse de CD64 reste simple et abordable. Ainsi, grace
a une sensibilité et une spécificité élevées, il a été évalué dans de nombreuses études en tant que
biomarqueur, ou composant de combinaisons de biomarqueurs, dans les infections chez I'adulte et
I'enfant (329). A titre d’exemple, dans une étude publiée par Muller Kobold et al., une importante

augmentation d’expression du CD64 a été rapportée chez des patients adultes en choc septique
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comparés a des volontaires sains (330). La médiane du CD64 des patients est multipliée par 10 alors
qgue le facteur est de 1.5-3.5 pour |'expression sur les monocytes. Des résultats similaires ont été
retrouvés chez les enfants et nouveaux nés (331). En effet, le CD64 est de plus en plus étudié comme
marqueur diagnostic dans le sepsis néonatal (332, 333). De plus, l'association de niveaux
d’expression élevés de CD64 a d’autres biomarqueurs pourrait ajouter une valeur diagnostique
intéressante comme suggéré par Gibot et al. avec la combinaison CD64 — Procalcitonine et sSTREM-1

(soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1) dans le diagnostic du sepsis (65).

d) Apoptose

L'apoptose est impliquée dans I’élimination des cellules sénescentes et est nécessaire a la
résolution de I'inflammation. En plus du phénomene de myélémie, I'absence de régulation de ce
processus de mort programmée participe a la physiopathologie du sepsis. En effet, la survie
prolongée des neutrophiles permet une réponse inflammatoire robuste et protege donc I’'h6te d’'une
maniére plus efficace. Cependant, elle est également a 'origine de développement de défaillances
d’organes et augmente le risque de mortalité suite a la production continue de radicaux libres.
L’exposition des PNN a des médiateurs inflammatoires comme le TNF-a, IFN-y, G-CSF, GM-CSF ou IL-
2 a des composants bactériens aboutit a une apoptose retardée (196, 334-337). De plus, non
seulement la survie est allongée mais la fonctionnalité des neutrophiles est conservée (337). Une
étude de Keel et al. s'intéresse a I'effet des cytokines pro-inflammatoires sur les neutrophiles de
volontaires sains et de patients septiques. Leur capacité de retarder I'apoptose des PNN est
retrouvée dans les 2 groupes avec cependant une inhibition légérement moins importante pour les
patients. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que leurs PNN sont déja entrés une premiere fois en
contact avec les cytokines pro-inflammatoires circulantes in vivo. Ainsi, ils montrent également que
le sérum de patients septiques est capable de retarder I'apoptose des PNN de volontaires sains grace
aux cytokines pro-inflammatoires qu’il contient. En revanche, de maniéere intéressante, I'addition
d’IL-10 permet d’annihiler une partie de ces effets (338). Le MDNA (myeloid nuclear differentiation
antigen) est clivé par les caspases puis s’accumule dans le cytoplasme, il joue un réle important dans
I’exécution de I'apoptose en favorisant la dégradation protéasomale de MCL1 (339). Lors d’un sepsis,
les neutrophiles des patients présentent un défaut de clivage/relocalisation de MDNA aboutissant a
une accumulation de MCL1 et a une inhibition de I'apoptose (340). L'accumulation de MCL1 chez les

patients septiques est d’ailleurs associée a la réduction d’apoptose des neutrophiles (341).

L'importance du délai d’apoptose des PNN peut d’ailleurs étre associée a la sévérité de

I'inflammation ou de I'infection. Dans une étude portant sur une cohorte de patients avec des degrés

93



de sepsis différents et comparés a des volontaires sains, Fialkow et al. ont démontré que 'apoptose
des neutrophiles est inversement proportionnelle a la sévérité du sepsis (132). De plus, d’apres
Tamayo et al., dans un groupe de patients en choc septique plus important, I'apoptose est toujours
diminuée chez les patients. En revanche, cette diminution n’est pas statistiquement différente chez

les non-survivants (342).

e) Adhésion et migration

En conditions normales, la L-sélectine est présente a la surface des neutrophiles. Si les PNN
entrent en contact avec un produit pro-inflammatoire ou infectieux (LPS, fMLP), ils s’activent et
expriment a leur surface des molécules d’adhésion de forte affinité : les intégrines (CD11b/CD18). lIs
se fixent alors aux molécules d’adhésion (I-CAM, V-CAM) et traversent la couche de cellules
endothéliales guidés par un gradient de chimioattractants (IL-8) qui se fixent sur les récepteurs
correspondants (CXCR1 et CXCR2) (202). De nombreux auteurs tels que Chishti et al. mettent en
évidence (ici dans une cohorte de patients en choc septique), une augmentation de |'expression du
CD11b (136). Une autre étude de Muller Kobold et al. sur des patients en sepsis soulignent un lien
entre I'expression augmentée du CD11b et la mortalité avec une expression plus importante chez les
survivants (330). Néanmoins, d’autres auteurs ne retrouvent pas ces modifications d’expressions
comme Martins et al., qui dans leur cohorte de patients en sepsis, sepsis sévere et choc septique, ne
reportent pas de différence d’expression pour le CD11b et le CD11c par rapport aux volontaires sains
(137).

L'oxyde nitrique est un modulateur important de la migration des neutrophiles. Il agit en
inhibant directement les interactions leucocyte-cellule endothéliale en diminuant I'expression d’une
part, des intégrines et sélectines et d’autre part, des molécules d’adhésion (343).

Concernant I'expression des récepteurs aux chimiokines, Chishti et al. ont montré une
diminution de I'expression de CXCR2 jusqu’a 5 jours apres le début du choc par rapport a une
cohorte de volontaires sains, alors que I'expression de CXCR1 reste inchangée (136). De méme, dans
une étude de Cummings et al. chez des patients en sepsis sévere ou une diminution d’expression de
50% de CXCR2 et aucune altération d’expression de CXCR1 sont rapportées. De plus, alors que la
réponse a CXCR1 était conservée, les ligands de CXCR2 ne répondaient plus (344). Dans un modele de
CLP (cecal ligation and puncture), Trevelin et al. ont associé la survenue d’évenements indésirables
(mortalité) avec I'activation du TLR9 chez les neutrophiles. TLR9 est un récepteur intracellulaire qui
reconnait la CpG (cytosine-phosphate-guanine) et induit une réponse immunitaire innée via la

protéine d’adaptation Myd88 (67). Son activation stimule I'expression de GRK-2 (G-protein-couple
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receptor kinase 2), a I'origine de la downregulation de CXCR2 (345). Dans un modele de sepsis
polymicrobien, I'lL-33 est capable de prévenir cette downregulation en inhibant GRK-2 (346).

Alors que les méthodes traditionnelles d’étude du chimiotactisme comme les transwell ou les
chambres de Boyden sont purement quantitatives et ne révelent en rien le comportement d’une
cellule donnée, Lu et al. ont mis au point une puce microfluidique permettant de retracer la
dynamique des PNN en réponse a un stimulant. En effet, ils ont étudié la vélocité de la migration de
neutrophiles de patients septiques et de volontaires sains apres stimulation par du LPS. Dans leur
modele, la vitesse de migration des PNN était d’une part abaissée chez les patients mais surtout
cette diminution était associée a la sévérité du sepsis. lls ont également montré une diminution
d’expression de CXCR2 associée a une augmentation de TLR2 (347).

L'élastase, contenue dans les granules des neutrophiles, est capable de cliver CXCR1 a la
surface des neutrophiles. Ce mécanisme est a prendre en compte lors de l'inflammation aigue
puisqu’on observe également une diminution d’expression de CXCR2 et donc une réponse a I'IL-8
compromise (344, 348).

PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor-y) agit comme un régulateur négatif de la
migration des neutrophiles. Il est capable d’inhiber I'activité de facteurs de transcription pro-
inflammatoire comme NF-kB ou STAT6 en entrant en compétition avec leurs cibles habituelles.
L'expression de PPAR-y est augmentée dans le modéle murin de CLP ou chez les patients septiques
(349).

Les facteurs libérés lors du sepsis provoquent également une augmentation de la rigidité
membranaire des neutrophiles, a I'origine d’une altération de leur déformabilité. Ainsi, les PNN vont
rester séquestrés dans les capillaires (notamment au niveau du poumon), et limiter le flux sanguin
contribuant aux défaillances multiviscérales (350). On peut également noter que la rigidité

membranaire augmente avec la sévérité du sepsis (351).

Enfin, dans une étude de Tavares-Murta et al. sur des patients septiques, une suppression de
la réponse aux stimuli de fMLP est notée et est d’autant plus importante chez les non-survivants
(352).

Au total, il semble que la capacité d’activation et de migration des PNN soit altérée dans la

phase précoce du choc septique.

f) Phagocytose

Une fois activés par des produits bactériens ou des médiateurs endogénes, les neutrophiles

traversent les cellules endothéliales pour phagocyter et détruire les pathogenes. Les études évaluant
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la phagocytose des PNN apres un choc septique montrent des résultats divergents. Certaines études
observent une phagocytose augmentée des PNN chez les patients en sepsis ou en choc septique lors
de la phase précoce (138) en accord avec une augmentation de I'activité des PNN au début du choc.
Cependant, d’autres auteurs mettent en évidence plutét une diminution (353) voire aucune
altération de la phagocytose (354). Ces résultats contradictoires pourraient étre liés au degré de
maturité des PNN au moment de la mesure de cette phagocytose. Par exemple, Taneja et al.
soulignent une phagocytose inchangée chez des patients en sepsis sévere mais décrivent une
différence dans l'activité phagocytaire des neutrophiles en fonction de leur maturité; les PNN
immatures des patients auraient une phagocytose diminuée comparée aux PNN matures. Ainsi, la
phagocytose plus importante des neutrophiles matures serait contrebalancée par ['activité
phagocytaire moindre des PNN immatures (354). De méme, Drifte et al. ont montré une capacité
phagocytaire diminuée pour les neutrophiles immatures comparés aux PNN matures chez des
patients en sepsis et en SRIS (135).

De plus, les sérines protéases contenues dans les granules des neutrophiles sont capables de
cliver les récepteurs du complément CR1 et C5aR. Comme décrits précédemment, ces derniers sont
importants pour le chimiotactisme, la dégranulation mais surtout la reconnaissance des cibles
opsonisées en vue de leur phagocytose. Lors de l'inflammation, on observe une diminution
d’expression de C5aR suite a son activation puis internalisation excessives. Ceci résulte en un défaut

de la phagocytose des PNN (355).

g) Métabolisme oxydatif

Le métabolisme oxydatif représente I'un des mécanismes de défense les plus importants
pour contréler une infection bactérienne (199). Nous pouvons supposer que I'augmentation du
métabolisme oxydatif est bénéfique au début du choc pour contenir le pathogéene, mais la
persistance de cette activité élevée peut s’avérer délétere pour I'organisme. Plusieurs études
montrent une augmentation de la production d’ERO chez des patients en sepsis, sepsis sévere et
choc septique sur des prélevements précoces. Par exemple, dans des cohortes de patients septiques,
Martins et al. soulignent une augmentation du métabolisme oxydatif en réponse a différents stimuli
(LPS, PMA, fMLP, S.aureus) (137, 138). Une étude de Bae et al. montre une augmentation du
métabolisme oxydatif mesuré a J1 chez des patients en choc septique plus importante chez les
survivants (356). De maniere intéressante, la production d’ERO et de NO a JO par les neutrophiles est
également augmentée dans une autre cohorte de patients septiques mais cependant elle diminue

uniguement chez les survivants a J7 (357).
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En lien avec la diminution de leur motilité, cet état d’activation augmentée des PNN pourrait
participer au développement de dysfonctions d’organes chez les patients en choc septique puisque
les PNN piégés dans les veinules post-capillaires des organes tels que le poumon ou le rein
libéreraient leurs granules au niveau de ces sites distants de l'infection initiale et induiraient des

dommages tissulaires.

h)  NETs

Outre la capacité d’élimination des pathogénes grace a la phagocytose et au métabolisme
oxydatif, I'activation des PNN génére la formation de NETs (224). Alors que la constitution de NETs a
été détectée lors d’infections et de sepsis, leur rdle in vivo n’est pas clairement défini. Il s’agit d’'une
arme a double tranchant (358). En effet, le confinement des pathogéenes au niveau d’un site localisé
d’infection est une fonction importante des NETs mais il peut aussi étre délétere pour I'héte. lls
réduisent I'infection au niveau du site de l'infection et limitent la dispersion du pathogene dans
I’'organisme mais libérent ainsi une concentration locale importante de composants antimicrobiens
comme les protéases, dans les tissus adjacents, qui peut étre a I'origine de dommages tissulaires et
de dysfonctions d’organes (228). Les NETs sont souvent associés a des dommages de I'endothélium.
D’ailleurs, les cellules endothéliales sont capables d’induire la formation de NETs in vitro, se mettant
ainsi elles-mémes en danger (359). De plus, I'interaction entre les PNN et les plaquettes activées lors
du sepsis est également a l'origine de la formation de NETs et donc responsable des dommages
induits a I'’endothélium (360). Alors que le mécanisme reste inconnu, il semblerait que les histones et
la MPO, composants critiques des NETSs, jouent également un rdole (361, 362). Dans une cohorte de
31 patients septiques, Czaikoski et al. ont souligné une corrélation entre la présence de NETs dans la
circulation et I'importance des dysfonctions d’organes évaluée par le score SOFA (363). Hashiba et al.
ont pourtant démontré que la formation de NETs in vivo est moins importante dans des neutrophiles
isolés de patients présentant un sepsis par rapport aux PNN de volontaires sains alors que les
concentrations plasmatiques d’ADN extracellulaire et d’histones sont plus élevées. De plus, leur
capacité a éliminer efficacement E. coli grace aux NETS est inhibée chez les patients ce qui pourrait
mettre en avant un désordre fonctionnel des NETs (364). Dans le but d’investiguer I'implication des
NETs dans la physiopathologie du sepsis, plusieurs équipes utilisent des DNases recombinantes
humaines (rhDNase) qui catalysent I’hydrolyse de ’ADN extracellulaire dans des modeles murins. A
titre d’exemple, Meng et al. reportent que la déplétion des NETs par I'administration de rhDNase

aggrave la pathologie qui suit un sepsis polymicrobien in vivo et qu’ainsi, induire la formation des
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NETs serait préférable a favoriser leur destruction dans une potentielle approche thérapeutique chez

I’'hnomme (365).

i) Conclusion

Lors du sepsis, le nombre de neutrophiles circulants est augmenté avec une proportion
importante de PNN immatures au niveau du sang circulant et leur survie est allongée. De plus, les
réponses fonctionnelles telles que la phagocytose et le métabolisme oxydatif sont renforcées alors
gue le chimiotactisme est inhibé. En effet, il y a un défaut dans le recrutement des PNN caractérisé
par une incapacité des neutrophiles a migrer vers le site de I'infection combiné a une séquestration
inappropriée de ces cellules dans les organes tels que les poumons, le coeur, le foie ou les reins.
L’hyperactivation de ces PNN, ainsi qu’une augmentation de leur capacité a produire des especes
réactives de I'oxygene et de leur fonction phagocytaire vont créer un environnement nocif pour les
organes voisins. Cette accumulation de neutrophiles dans les tissus participe alors aux dysfonctions

d’organes observées dans la physiopathologie des états septiques séveres (139).

Certaines de ces altérations sont représentées dans la Figure 22.
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Figure 22 : Role physiologigue des polynucléaires neutrophiles dans la réponse anti-infectieuse et réponse

physiopathologique au cours de la phase pro-inflammatoire du choc septique.

(RFL Mai 2014 n° 462 Demaret et al.- Annexe)

II. NEUTROPHILES ET IMMUNOSUPPRESSION POST-SEPSIS

Peu d’études ont été réalisées jusqu’ici sur les altérations phénotypiques et fonctionnelles
des neutrophiles au cours de la phase d'immunosuppression post-septique.

Néanmoins, alors que le réle des PNN semblait limité a leur fonction de sentinelle et de
coordinateur de la réponse anti-infectieuse, un nouvel aspect d’immunosuppression a été

récemment décrit dans la littérature.

En effet, Gresnigt et al. ont souligné la capacité des neutrophiles a dégrader des cytokines
par la production d’une élastase et ainsi affaiblir la réponse pro-inflammatoire (6). De plus, Pillay et
al. ont mis en évidence une sous-population de neutrophiles présentant des propriétés
immunosuppressives et un phénotype distinct dans un modeéle d’endotoxémie humaine (5). Trois
heures aprés l'injection de LPS par voie intraveineuse a des volontaires sains, plusieurs sous-
populations de PNN sont apparues distinctement et notamment des neutrophiles présentant un
phénotype CD16""CD62LY™ capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes T. Ceci grace a la
formation d’une synapse immunologique entre le neutrophile et le lymphocyte par I'intermédiaire de
Mac-1 (CD11b/CD18) et a la libération de faibles quantités de peroxyde d’hydrogéne au niveau local.
Cette sous-population est confrontée morphologiquement et phénotypiquement a une sous-
population de PNN immatures CD16“™CD62L"™ qui ne présente pas les mémes fonctions
immunosuppressives. Ces différentes sous-populations sont également retrouvées dans une petite
cohorte de patients polytraumatisés graves. De plus, dans une étude ultérieure réalisée par la méme
équipe, la sous-population CD16"&"CDB2LY™ présentait des propriétés d’adhésion altérées, facilitant
la migration de ces cellules aux autres localisations tissulaires plutot qu’au niveau du site de
I'inflammation (140). Cette méme équipe a ensuite montré que I'administration de GM-CSF et d’IFN-
y induit un changement dans la composition des neutrophiles en faveur d’un profil anti-
inflammatoire en augmentant la proportion de PNN CD16°®"™CD62L%™ avec une diminution du
nombre total de neutrophiles (366). En complément, de Kleijn at al. ont mis en évidence l'intérét de
stimuler des PNN avec de I'lFN-y dans le but d’acquérir des fonctions immunosuppressives via le
récepteur co-inhibiteur PD-1. En effet, la stimulation des neutrophiles avec I'IFN-y favorise
I'expression de PD-L1 a leur surface et permet ainsi I'inhibition de la prolifération lymphocytaire

(367).
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A la suite de ces travaux, deux équipes ont étudié I'aspect immunosuppresseur des
neutrophiles chez des patients en choc septique. Une étude de Darcy et al. met en avant la présence
de PNN exprimant I'arginase chez des patients en sepsis et choc septique, corrélée avec la sévérité
de la pathologie. Ces neutrophiles-MDSC sont capables d’inhiber les fonctions des lymphocytes T
(division, prolifération) et contribuent ainsi a leurs dysfonctions lors du sepsis, grace au métabolisme
de la L-arginine (7). Alors que Guérin et al. soulignait la présence de granulocytes CD10“™CD16%"
associée a la prédiction d’'une détérioration du sepsis, ils ont également identifié au sein de cette
population, des MDSC CD14"€CD24"* capables d’inhiber les lymphocytes T en co-culture. De plus,

cette population était associée avec une lymphopénie des T CD3+ et T CD4+ (8).

Considérant leur dramatique expansion dans ce contexte et leur action immunosuppressive,
les MDSC pourraient étre impliquées dans les effets délétéres observés lors du sepsis. Une
association entre les sous-populations de neutrophiles immatures/immunosuppresseurs et ces

cellules mérite amplement d’étre investiguée.
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6. CONCLUSION

Les polynucléaires neutrophiles sont considérés comme les sentinelles de I'immunité grace a
leur role de cellules phagocytaires et leur potentiel antimicrobien. lls ont également un réle central
dans lI'immunité en échangeant constamment avec les cellules dendritiques, macrophages et
lymphocytes au moyen des cytokines. Ils occupent donc une place importante dans Ia
physiopathologie des états septiques sévéeres. Les études évaluant le role des PNN chez des patients
de réanimation rapportent un recrutement important de PNN immatures et des neutrophiles plutot
« hyperactivés » pendant la phase précoce pro-inflammatoire du choc et un réle potentiel de ces
cellules dans le développement de défaillances d’organes post-choc septique. Néanmoins, |'article de
Pillay et al. apporte une nouvelle lumiére sur la potentielle implication des PNN dans
I'immunosuppression du choc septique (5). De plus, cet article est conforté par d’autres études
subséquentes chez des patients septiques (7, 8).

Un travail sur les PNN m’a alors été confié. Il s’agissait de I'étude exhaustive de la
fonctionnalité des neutrophiles chez des patients en choc septique pendant la phase
immunosuppressive, jusqu’ici peu abordée. Nous avons choisi d’en faire I'axe principal de

présentation de nos travaux personnels.

A travers l'étude des neutrophiles, ce sont les mécanismes qui régissent I'équilibre
inflammation/immunosuppression, pierre angulaire de la physiopathologie du choc septique, qui
pourraient étre mieux compris et ainsi offrir de nouvelles perspectives thérapeutiques dans un

contexte clinique toujours caractérisé par une tres lourde mortalité.
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PRESENTATION DU PROJET DE THESE

Les états septiques, premiere cause de mortalité en service de réanimation, représentent un
véritable probléme de santé publique. Leur mortalité reste élevée pouvant atteindre 40 a 50 % pour
le choc septique, la forme la plus grave. De plus, leur incidence est en constante augmentation. Il est
aujourd'hui établi que les patients septiques présentent rapidement un état d'immunodépression
marquée. Cette derniere est associée a un risque accru de développer une infection nosocomiale ou
de déclencher une réactivation virale. Ceci pourrait induire une mortalité plus élevée. Il parait donc

nécessaire de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans cette phase d'immunosuppression.

D’importantes caractéristiques de cette immunodépression ont déja été décrites. A titre
d’exemples importants, les monocytes/macrophages et cellules dendritiques présentent des
altérations fonctionnelles (diminution de la capacité de présentation de [I'antigéne et de la
production de cytokines inflammatoires) tandis qu’une lymphopénie profonde est associée a
I'apparition de phénomeénes d’épuisement cellulaire affectant les cellules NK et les populations de

cellules T (a I'exception des T suppresseurs).

Dans le cadre d’une activité de recherche translationnelle centrée sur le patient, I'objectif de
I’équipe vise a explorer en clinique ces mécanismes immunosuppresseurs. En paralléle, un axe
important de travail concerne le développement et la standardisation des outils de monitorage en
immunologie clinique. J'ai pu participer a la continuité de ces études. Cet investissement est illustré
par quatre articles qui ont constitué le socle de mes travaux dans ces domaines. lls sont présentés
brievement en introduction de mon travail personnel. Les tirés a part de ces articles sont présentés
en Annexe 1. En parallele, un travail sur les polynucléaires neutrophiles m’a été confié suite a la
publication de données rapportant un role suppresseur d’une sous-population particuliere de ces
cellules (5). A cette date, I'étude des polynucléaires neutrophiles dans la phase tardive du choc
septique n’était pas rapportée. Nous avons fait I'hypotheése de leur implication dans
I'immunodépression induite par le choc septique. Du fait de la nouveauté de la thématique (au sein
du laboratoire et au sein de la littérature de maniere plus générale), nous avons choisi d’en faire
I’axe de présentation principal de nos travaux personnels dans ce document de thése d’Université.
Ceci a donné matiére a deux articles présentés in extenso dans les pages a venir. Nous les présentons

successivement. lls avaient pour objectif :

- I'étude globale des altérations phénotypiques et fonctionnelles des polynucléaires

neutrophiles lors de la phase immunosuppressive du choc septique.

103



- I'étude transcriptomique (pangénomique) de neutrophiles purifiés de patients en choc

septique et la mise en évidence du CD177 comme parametre le plus altéré.

Enfin, nous avons participé a la rédaction de deux articles didactiques sur ces différents
sujets (i.e., développement en cytométrie en flux intracellulaire et implication des polynucléaires

neutrophiles dans le choc septique). lls sont présentés en Annexe 2.
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1. INTRODUCTION

l. INTER-LABORATORY ASSESSMENT OF FLOW cYTOMETRIC MoONOCYTE HLA-DR
EXPRESSION IN CLINICAL SAMPLES

Julie Demaret, Alexandre Walencik, Marie-Christine Jacob, Jean-Francois Timsit, Fabienne Venet,
Alain Lepape, and Guillaume Monneret.

Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 84B:59—62 (2013)

a) Contexte

La diminution d’expression du HLA-DR a la surface des monocytes mesurée par cytométrie en
flux constitue un biomarqueur fiable de I'immunodépression des patients graves de réanimation
dans la prédiction d’événements indésirables (infections nosocomiales, mortalité) et de
complications du sepsis. En termes de fonctionnalité, les monocytes présentant une faible expression
de HLA-DR sont incapables de supporter une réponse pro-inflammatoire face a toute sorte

d’agression bactérienne, ni de présenter les antigenes aux lymphocytes T.

b) Description de I'étude

L'objectif de ce présent travail était de tester, au sein d’une étude clinique inter-laboratoires,
un protocole standardisé pour la mesure du HLA-DR monocytaire sur sang total par cytométrie en
flux. Les cellules ont été analysées sur différents cytometres (FC500, Navios, FACS Canto Il) dans

différents laboratoires (Lyon et Grenoble).

c) Conclusion

Les corrélations entre les résultats étaient excellentes (coefficients de corrélations de
Pearson et de corrélations interclasses > 0.98). De plus, les coefficients de variation pour la précision
de l'intra-essai variaient entre 1.9 et 3.2%. Ainsi, ce protocole standardisé pour la mesure de
I’expression de HLA-DR a la surface des monocytes par cytométrie en flux semble étre robuste et

pourrait étre utilisé dans de futures études cliniques multicentriques.
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Il. ASSESSMENT OF A NOVEL FLow CYTOMETRY TECHNIQUE OF ONE-STEP
INTRACELLULAR STAINING: EXAMPLE OF FOXP3 IN CLINICAL SAMPLES

Julie Demaret, Julien Saison, Fabienne Venet, Christophe Malcus, Francoise Poitevin-Later, Alain
Lepape, Tristan Ferry and Guillaume Monneret.

Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 84B:187-193 (2013)

a) Contexte

La cytométrie en flux est un outil puissant qui permet d’isoler et d’étudier les phénotypes et
les fonctions de sous populations cellulaires. Cependant, cette technique peut étre chronophage, en
particulier pour les marquages intracellulaires, rendant son utilisation parfois difficile en routine ou
dans des cohortes importantes de patients en recherche clinique. Une nouvelle technique
permettant de réaliser les marquages intracellulaires en une étape a récemment été développée

(PerFix nc, BeckmanCoulter).

b) Description de I'étude

Compte tenu de I'importance croissante du monitorage des lymphocytes T régulateurs (Treg)
en clinique, nous avons focalisé notre attention sur le marquage intracellualire de FOXP3 - leur
facteur de transcription. L’objectif de ce travail était d’évaluer cette nouvelle méthode (PerFix nc) en
la comparant avec la technique de référence (e-Bioscience) dans des échantillons cliniques. Les
échantillons de sang ont été marqués en paralléle avec les deux méthodes. Les pourcentages de Treg

et les moyennes de fluorescence ont été mesurés par cytométrie en flux (Navios, BeckmanCoulter).

c) Conclusion

La bonne corrélation avec la méthode de référence, une meilleure qualité de marquage (le
controle isotypique n’est plus utile) et un temps de manipulation largement raccourci nous font
conclure que cette nouvelle procédure de marquage intracellulaire présente de multiples avantages.
Si elle reste a étre validée pour d’autres marquages intracellulaires et dans d’autres circonstances
cliniques, ces résultats préliminaires sont néanmoins prometteurs quant a son développement futur

dans les laboratoires de cytométrie en flux.
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Ill. STATS5 PHOSPHORYLATION IN T CELL SUBSETS FROM SEPTIC PATIENTS IN RESPONSE
TO RECOMBINANT HUMAN INTERLEUKIN-7: A PILOT STUDY

Julie Demaret, Guillaume Dupont, Fabienne Venet, Arnaud Friggeri, Alain Lepape, Thomas Rimmelé,
Jéréome Morel and Guillaume Monneret.

J Leukoc Biol. 2015 Apr;97(4):791-6.

a) Contexte

Le choc septique est caractérisé par des altérations lymphocytaires associées a une
augmentation du risque d’infections nosocomiales et de mortalité. L'interleukine 7 (IL-7), une
cytokine indispensable dans la survie des lymphocytes T, est considérée comme une thérapie

intéressante pour les patients septiques présentant une lymphopénie séveére.

b) Description de I’étude

L'objectif de ce travail était d’évaluer la réponse des lymphocytes T CD4+ a de I'IL-7
recombinante humaine (rhiL-7) ex vivo chez des patients en choc septique. L'intensité moyenne de
fluorescence de STATS phosphorylé (pSTATS), une molécule clé dans la signalisation de I'lL-7, a été
mesurée en sang total, en cytométrie en flux, dans les lymphocytes T CD4'FOXP3 et les T

CD4'FOXP3" (Tregs) aprés incubation avec des doses croissantes de rhlL-7.

c) Conclusion

L'expression basale (dans les lymphocytes non stimulés) de pSTATS était plus importante
chez les patients comparés aux controles sains. Pourtant, le niveau maximum d’activation en réponse
a la plus forte dose de rhlL-7 était similaire dans les deux groupes. De maniere intéressante, de
faibles doses de rhlL-7 étaient capables d’activer préférentiellement les lymphocytes T CD4'FOXP3
par rapport aux Tregs dans la cohorte des patients. De plus, les non-survivants présentaient une
diminution de I'expression de pSTATS. Ainsi, cette étude pilote est la premiéere, a mettre en avant,
chez des patients en choc septique, I'intérét de la mesure de I'expression de pSTAT5 en sang total, en
réponse a rhiL-7. Une telle méthode pourrait représenter un outil biologique innovant en pratique
clinique quotidienne pour monitorer la réponse pharmacologique des cytokines a la suite de

I’administration de biothérapies dans différents contextes.
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IV. ELEVATED PLASMATIC LEVEL OF SOLUBLE IL-7 RECEPTOR IS ASSOCIATED WITH
INCREASED MORTALITY IN SEPTIC SHOCK PATIENTS

Julie Demaret, Astrid Villars-Méchin, Alain Lepape, Jonathan Plassais, Héléne Vallin, Christophe
Malcus, Frangoise Poitevin-Later, Guillaume Monneret and Fabienne Venet.

Intensive Care Med (2014) 40:1089-1096

a) Contexte

Les thérapies immuno-adjuvantes sont désormais proposées afin de traiter des patients en
choc septique développant une immunodépression. Néanmoins, il est nécessaire d’identifier les
patients a haut risque pour qui ce traitement serait le plus bénéfique. Un biomarqueur de la réponse
immunitaire a une infection devrait permettre au clinicien 1/ d’identifier les patients les plus sévéres
(risque important de développement d’infections nosocomiales secondaires ou de mortalité), 2/ de

stratifier les patients avant I'initiation d’une thérapie ciblée, 3/ de suivre la réponse au traitement.

b) Description de I’étude

Sachant que l'interleukine 7 (IL-7) est considérée comme un candidat intéressant dans le
traitement du choc septique, nous avons évalué I'association entre |'augmentation de la
concentration plasmatique du CD127 soluble (CD127s, chaine alpha du récepteur de I'lL-7) mesurée

par ELISA et la mortalité aprés un choc septique.

c) Conclusion

Une augmentation de la concentration plasmatique de CD127s a permis d’identifier un
groupe de patients en choc septique a risque plus important de décés. Aprés la confirmation de ces
résultats dans une cohorte plus importante, ce biomarqueur pourrait présenter un intérét dans la

stratification des patients pour de prochains essais cliniques.
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2. ETUDE DES NEUTROPHILES

I IMARKED ALTERATIONS OF NEUTROPHIL FUNCTIONS DURING SEPSIS-INDUCED
IMMUNOSUPPRESSION

Julie Demaret, Fabienne Venet, Arnaud Friggeri, Marie-Angélique Cazalis, Jonathan Plassais, Laurent
Jallades, Christophe Malcus, Francoise Poitevin-Later, Julien Textoris, Alain Lepape, and Guillaume
Monneret.

J Leukoc Biol. 2015 Dec;98(6):1081-90

a) Contexte

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont indispensables a la défense contre les micro-
organismes, grace a leur rdle de sentinelle, ils constituent la premiére ligne de défense du systéme
immunitaire inné. Néanmoins, peu d’études ont été réalisées jusqu’ici sur les altérations
phénotypiques et fonctionnelles des neutrophiles lors de la phase immunosuppressive du choc

septique.

b) Description de I'étude

L'objectif de ce travail était de réaliser, pour la premiere fois, une étude globale des
altérations des neutrophiles pendant la phase immunosuppressive du choc grace a des approches
phénotypiques et fonctionnelles sur une cohorte de patients prélevés a J3-4 et J6-8 aprés le début du
choc versus des volontaires sains. De plus, une potentielle association entre ces dysfonctions et la

survenue d’événements indésirables a été vérifiée.

c) Conclusion

Cette étude a permis de mettre en évidence une diminution de la capacité des PNN a étre
recrutés au niveau du site de I'infection, une diminution de la production de composés bactéricides
ainsi qu’une activation et une phagocytose inchangées chez les patients en choc septique lors de la
phase immunosuppressive par rapport a des volontaires sains. Nous avons également pu souligner la
présence, chez les patients septiques, de sous-populations de PNN présentant des différences
morphologiques. Ces altérations semblent ainsi contribuer a I'état général d'immunosuppression

décrit chez les patients en choc septique. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans les
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mécanismes favorisant le développement d’infections nosocomiales aprés un choc. lls nécessitent

néanmoins d’étre corroborés dans une cohorte plus importante ou dans des modéles animaux.
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ABSTRACT

Severe septic syndromes deeply impair innate and
adaptive immunity and are responsible for sepsis-
induced immunosuppression. Although neutrophils rep-
resent the first line of defense against infection, little is
known about their phenotype and functions a few days
after sepsis, when the immunosuppressive phase is
maximal (i.e., between d 3 and 8). The objective of the
present study was to perform, for the first time, a global
evaluation of neutrophil alterations in immunosuppressed
septic patients (at d 3-4 and d 6-8) using phenotypic
and functional studies. In addition, the potential associ-
ation of these parameters and deleterious outcomes
was assessed. Peripheral blood was collected from

43 septic shock patients and compared with that of

23 healthy controls. In the septic patients, our results
highlight a markedly altered neutrophil chemotaxis
(functional and chemokine receptor expressions), oxi-
dative burst, and lactoferrin content and an increased
number of circulating immature granulocytes

(i.e., CD109™MCD169™M), These aspects were associated
with an increased risk of death after septic shock. In
contrast, phagocytosis and activation capacities were
conserved. To conclude, circulating neutrophils present
with phenotypic, functional, and morphologic alterations
a few days after sepsis onset. These dysfunctions might
participate in the deleterious role of sepsis-induced
immunosuppression. The present results open new
perspectives in the mechanisms favoring nosocomial
infections after septic shock. They deserve to be further
investigated in a larger clinical study and in animal
models recapitulating these alterations. J. Leukoc. Biol.
98: 000-000; 2015.

Abbreviations: AA750 = allophycocyanin-Alexa Fluor 750, CI = confidence
interval, ECD = PE-Texas Red, GRO-a = growth-related oncogene-a, ICU =
intensive care unit, IQR = interquartile range, MFI = mean fluorescence
intensity, MDSCs = myeloid-derived suppressor cells, mHLA-DR = monocyte
HLA-DR expression, PB = Pacific Blue, ROS = reactive oxygen species,
SAPS Il = simplified acute physiologic score Il, SSC = side scatter, SOFA =
sequential organ failure assessment, T4 = regulatory T cells

The online version of this paper, found at wwwijleukbio.org, includes
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Introduction

Septic syndrome represents the major cause of death among
critically ill patients worldwide, constituting an important public
health problem. Despite an overall modest decline in the
proportional mortality, the total number of patients dying of
sepsis is greater than in the past [1]. The incidence of sepsis is
still increasing, reaching 10-30% of ICU admissions. A recent
epidemiologic study also highlighted that mortality remains
>30% for septic shock patients in Europe and the United
States [2].

Septic syndromes deeply perturb immune homeostasis and
impair innate and adaptive immunity. Both pro- and anti-
inflammatory responses are initially induced in septic shock
patients, with the secondary occurrence of sepsis-induced
immunosuppression. The intensity and duration of this immuno-
suppressive phase are associated with increased mortality and
nosocomial infections [3].

Among leukocytes, neutrophils are crucial components of the
innate immune response and the first line of defense against
infection. They also play a central role in the initiation of
adaptive immune responses by secreting cytokines [4]. Thus, for
the past decades, the role of neutrophils in the early phase after
the onset of injury has been widely studied. An overwhelming
activation of granulocytes and a reduced motility is thought to
participate in the development of organ damage after sepsis,
notably because of the massive production by neutrophils of ROS
and proinflammatory cytokines at sites distant from the initial
infection [5, 6]. Little is known about their phenotype and
functions during the phase of sepsis-induced immunosuppres-
sion. However, an immunosuppressive neutrophil subset has
recently been reported in the blood of volunteers challenged
with LPS [7]. Pillay et al. [7] highlighted that suppression of
T-cell function can be accomplished by a subset of human
neutrophils that can be systemically induced in response to
acute inflammation. In addition, they showed that these cells can

1. Correspondence: Immunology Laboratory, E. Herriot Hospital, Hospices
Civils de Lyon, Pavillon E, 5 Place d’Arsonval, 69437 Lyon Cedex 03,
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be detected in the peripheral blood of few patients after
trauma [7].

Considering the lack of information available on neutrophil
status during sepsis-induced immunosuppression and given these
new elements on neutrophil suppressive functions, our aim was
to investigate neutrophil alterations during the sepsis-induced
immunosuppressive phase. The objective of the present study was
to perform, for the first time, a global evaluation of the
neutrophil alterations in immunosuppressed septic patients
using phenotypic and functional studies. In addition, we assessed
the potential association between these parameters and delete-
rious outcomes.

MATERIALS AND METHODS
Study population

Septic shock was defined according to the diagnostic criteria of the American
College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine [8] by an
identifiable site of infection, persisting hypotension despite fluid resuscitation

requiring vasopressor therapy, and evidence of a systemic inflammatory
response manifested by =2 of the following criteria: (a) temperature >38°C
or <36°C; (b) heart rate >90 beats/min; (c) respiratory rate >20 breaths,/min;
and (d) white blood cell count >12,000/mm® or <4000/mm?®. The
exclusion criteria were age <18 yr and the presence of aplasia or
immunosuppressive disease (e.g., HIV infection). During the follow-up
period, clinical and biologic data were collected. The data collection included
demographic characteristics (age, gender); admission category (elective or
emergency surgery, medicine); referral pattern (community-, hospital-, or
ICU-acquired septic shock); microbiological findings (infection characteristics
[e.g., source and identified microorganisms]), and comorbidities (e.g.,
chronic obstructive pulmonary disease, chronic heart failure, malignant
diseases, diabetes). Two clinical scores were recorded: the initial severity
assessed by the SAPS II (range 0-194) and the SOFA score (range 0-24) at
admission. Mortality was defined as death occurring within 28 d after the onset
of shock. Secondary ICU-acquired infections were defined according to
European definitions of the European Centre for Disease Prevention and
Control.

This work was a part of a global study on ICU-induced immune
dysfunctions. Our institutional review board for ethics (Comité de Protection
des Personnes) approved the study and waived the need for patient informed
consent, because the study was observational and biomarker expression was
measured using residual blood after completion of the routine follow-up
period. The present study is also registered at the French Ministry of Research
and Teaching (DC-2008-509) and recorded at the Commission Nationale de
I'Informatique et des Libertés.

Forty-three septic shock patients admitted to the ICUs of the Lyon-Sud
University Hospitals (France) were prospectively enrolled in our study.
Peripheral blood was collected in sampling tubes containing EDTA or heparin
atd 3 or 4 (d3-4) and d 6-8 (d6-8) after the onset of shock. Only patients
alive at d 3 or 4 after the onset of shock were considered. The onset of septic
shock was defined as the beginning of vasopressor therapy. Considering the
complexity of the functional, morphologic, and transcriptomic studies and the
limited available amount of blood, it was not possible to perform all
experiments on every patient; thus, the sample size for each experiment has
been provided in the text or figures. Reference values and control samples
were obtained from a cohort of 23 healthy volunteers who had provided
informed consent (median age 36 yr; 15 women, 8 men).

To confirm that the patients had presented with immunosuppression,
mHLA-DR was assessed by flow cytometry (FC500; Beckman-Coulter, Miami,
FL, USA) at d3—4, as previously described [9]. An mHLA-DR nadir is known to
occur at this time point [10]. The results are expressed as the number of
antibodies bound per cell. The absolute lymphocyte counts and percentages
of regulatory T, at d3—4 are also reported [11].
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Phenotypic study

The PerFix-No Centrifuge Assay Kit (Beckman-Coulter, Hialeah, FL, USA) was
used with 7-color flow cytometry immunophenotyping. Staining of fresh
EDTA whole blood was performed using FITC-labeled anti-myeloperoxidase,
PE-labeled anti-lactoferrin, ECD-labeled anti-CD62L, PE-cyanine7-labeled
anti-CD10, AA750-labeled anti-CD11b, PB-labeled anti-CD16, and Krome
Orange-labeled anti-CD14. All reagents were purchased from Beckman-
Coulter. According to the manufacturer’s instructions, the samples were first
fixed with the fixative reagent and incubated for 15 min. Next, the aliquots
were simultaneously permeabilized using the permeabilizing reagent and
stained with fluorochrome-conjugated antibodies. After 35 min of incubation,
the samples were fixed using a solution containing formaldehyde. Cytometry
analyses were performed on a Navios flow cytometer using the Navios software
(Beckman-Coulter). Neutrophils were identified on a forward light scatter/
SSC histogram and a CD14/SSC plot was used to exclude monocytes.
Neutrophil subsets were eventually sorted using a FacsARIA II (BD Biosci-
ences, San Jose, CA, USA), and cytospins were made based on CD10, CD16,
and CD62L staining. At the end of the cell sorting, microscope slides were
observed using the May-Griinwald-Giemsa staining protocol. Fluorescence
thresholds to assess percentages and sorting of granulocyte subsets were set up
by comparison with healthy controls such that >99% of the control samples
exhibited CD10""8", CD16"", or CD62L"""" neutrophils.

The following antibodies were also used to study chemokine receptors: PE-
labeled anti-CXCR2, allophycocyanin-labeled anti-CXCR1, and PB-labeled
anti-CD16 (Beckman-Coulter). After 30 min of incubation with the antibodies,
RBCs were lysed using FACS Lysing Solution (BD Biosciences). Samples were
run on a Navios flow cytometer (Beckman-Coulter). The results are expressed
as the MFI for each of the parameters studied.

Activation capacity

Fresh EDTA whole blood was stimulated with increasing IL-8 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) or fMLP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) doses
at 37°C in a water bath for 15 min. Staining with ECD-labeled anti-CD62L and
AAT750-abeled anti-CD11b (Beckman-Coulter) was performed during 30 min
after RBC lysis (FACS Lysing Solution, BD Biosciences). The samples were
analyzed on a Navios (Beckman-Coulter). The MFI of CD62L and CD11b was
examined for each condition.

The PerFix EXPOSE reagents from Beckman-Coulter were used to study
STATbD phosphorylation. Staining of fresh EDTA whole blood was performed
using PE-labeled antiphosphorylated STAT5 and allophycocyanin-labeled anti-
CD14 (Beckman-Coulter) antibodies. The blood samples were first stimulated
with increasing recombinant human GM-CSF (ImmunoTools, Friesoythe,
Germany) concentrations at 37°C in a water bath for 15 min. The samples
were fixed for 10 min using a fixative reagent. Aliquots were then
permeabilized using the permeabilizing reagent (which also lyses RBCs) and
incubated for 5 min at 37°C in a water bath. The samples were centrifuged,
and intracellular staining was performed with a mixture of staining reagent,
including fluorochrome-conjugated antibodies for 30 min. After a last washing
step, the samples were fixed using a solution containing formaldehyde.
Samples were run on a Navios flow cytometer (Beckman-Coulter). The MFI of
phosphorylated STAT5 is reported in neutrophils.

Chemotaxis

The Migratest Kit (Glycotope Biotechnology, Berlin, Germany) allows the
determination of the number of neutrophils that have migrated through cell
culture inserts toward a concentration gradient of the chemoattractant,
similar to the Boyden chamber technique. The chemoattractants used are
fMLP (1078 M; Sigma-Aldrich), IL-8 (10 ng/ml, R&D Systems), and GRO-«
(10 ng/ml; R&D Systems), all diluted in incubation buffer. The neutrophils
were isolated from heparinized whole blood by spontaneous sedimentation
over leukocyte separation medium containing dextran and placed into cell
culture inserts. Chemotaxis was conducted at 37°C (heat chamber) toward

a gradient of chemoattractant compared with a control of incubation buffer.
The cells were then stained with FITC-labeled anti-CD62L and counting
beads. Just before flow cytometry analysis on a Navios flow cytometer
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(Beckman-Coulter), a special vital DNA dye was added. The main readout in
this experiment was the ratio of emigrated neutrophils in a stimulated well to
the emigrated neutrophils in a control well (incubation buffer).

Phagocytosis

Quantitative determination of neutrophil phagocytosis (ingestion of bacteria)
was assessed using the Phagotest Kit (Glycotope Biotechnology). It measures
the percentage of phagocytes that have ingested bacteria and their activity
(number of bacteria per cell). Heparinized whole blood was incubated with
the FITC-labeled Escherichia coli at 37°C (water bath); a negative control
sample remained on ice. Phagocytosis was stopped by placing the samples on
ice and adding a quenching solution. This solution allows the discrimination
between attachment and internalization of bacteria by quenching the FITC
fluorescence of surface bound bacteria, leaving the fluorescence of inter-
nalized particles unaltered. After 2 washing steps, the erythrocytes were lysed.
The DNA staining solution, which was added just before flow cytometry
analysis, excludes aggregation artifacts of bacteria or cells. The MFI (number
of ingested bacteria) in neutrophils was then analyzed on a Navios flow
cytometer (Beckman-Coulter).

Oxidative burst

The FagoFlowEx Kit (Exbio Antibodies, Vestec, Czech Republic) was used to
measure the oxidative burst of the neutrophils after their stimulation with
E. coli in heparinized whole blood. After the ingestion of bacteria, phagocytes
activate NADPH oxidase, producing reactive oxidative intermediates that can
oxidate dihydrorhodamine 123 into fluorescent rhodamine 123, which is
detected by flow cytometry. PMA was used as a positive control. Heparinized
whole blood was stimulated with either E. coli or PMA, or was nonstimulated
(negative control), before adding the substrate. After an incubation of 20 min
at 37°C (water bath), RBCs were lysed, and samples were analyzed on a Navios
flow cytometer (Beckman-Coulter) quickly after the last washing step. The
stimulation index was measured; it is the MFI ratio of positive neutrophils of
a stimulated sample (E. coli) to negative neutrophils of a negative control.
According to the manufacturer’s instructions, it can be used to compare the
respiratory burst intensity between blood samples.

Statistical analysis

The nonparametric Mann-Whitney Utest was used to compare results between
the septic patients and healthy volunteers. The nonparametric Wilcoxon
paired test was performed to evaluate the evolution over time within a group.
The receiver operating characteristic curves were established, and the best
cutoff values were determined using the Youden index. Kaplan-Meier survival
curves were obtained after patient stratification according to these values.
Differences in survival between groups were evaluated using the log-rank test.
To determine the variables associated with death, uni- and multivariate logistic
regression analyses were performed, and odds ratios were estimated, with the
associated P values. The parameters were not stratified for logistic regression
analyses. We performed statistical analyses using SPSS, version 19.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA), and GraphPad Prism, version 5.03 software (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA).

RESULTS

Clinical and biologic characteristics of the cohort
A total of 43 septic shock patients were included in the present

study. The clinical and biologic characteristics for this cohort are
listed in Table 1. Among the patients with septic shock, the
median value for the SAPS II and SOFA scores at the onset of
shock were 67 (IQR 51-79) and 11 (IQR 9-12), respectively. Of
the 43 patients with septic shock, 8 died within 28 d (mortality
19%), and secondary nosocomial infections were diagnosed in 13
(30%). At d3—4, the septic shock patients presented with the
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previously described characteristics of injury-induced immuno-
suppression, with reduced mHLA-DR, low CD4+ lymphocyte
count, and an increased percentage of circulating T, cells
compared with normal values.

Number of circulating neutrophils

As presented in Table 1, the number of circulating neutrophils
was increased in the septic shock patients compared with the
normal values (2.5-7.5 X 10°/L). A significant increase in the
neutrophil count (P < 0.05) was noted in the nonsurvivors
compared with the survivors at d6-8. However, this significance
was lost on univariate analysis (detailed in the following sections).

Neutrophil immaturity—subset analysis

At d3-4 and d6-8, significantly decreased CD10 expression was
measured on the neutrophils from septic patients compared with
those from healthy volunteers. Furthermore, in paired samples,
a slight increase over time was observed between d3—4 and d6-8
(Fig. 1A). The same trend was noted regarding CD16 expression,
with decreased expression in septic patients compared with
controls (Fig. 1B). Therefore, patients with septic shock exhibited
increased proportions of immature CD10“™CD16%™ granulo-
cytes. For several patients, immature CD10"™CD16"™ neutrophils
were FACS sorted and stained with May-Griinwald-Giemsa. The
morphology of this subset was compared with CD10”"'CD16""¢",
considered mature neutrophils (Fig. 1D). Immature CD10"™CD16"™
granulocytes appeared as band cells (Fig. 1E).

In addition, as described by Pillay et al. [7], a potentially
immunosuppressive CD16”8"CD62LY™ neutrophil subset was
studied. At d3—4 and d6-8, CD62L expression was lower in
neutrophils from patients with sepsis than in those from healthy
subjects (Fig. 1C). In addition, and as observed by Pillay et al. [7]
and illustrated in Fig. 1F, CD16"8"CD62LY™ neutrophils
displayed a hypersegmented nuclear morphology. However, even
if this subset was detected in some patients’ samples, it was not
systematically present, and its frequency was low.

Activation capacity
Activation capacity in response to stimuli was measured by
studying the differences in CD62L and CD11b expression after
stimulation. In response to increasing doses of fMLP or IL-8, we
observed a similar decrease in CD62L expression for septic
patients at d3—4 and healthy volunteers (Fig. 2A and B). We also
observed increased CD11b expression in patients with septic
shock (d3-4) and healthy controls when stimulated with
increasing doses of fMLP or IL-8 (Fig. 2C and D). The same
results were obtained when studying CD11b and CD62L
expression in septic patients at d6-8 (data not shown).

STATS5 is a transcription factor for which phosphorylation is
a key marker of cellular activation. We measured STATH
phosphorylation to assess neutrophil activation in response to
increasing concentrations of GM-CSF. We observed increased
STATD5 phosphorylation in response to increasing doses of GM-CSF
in both patients at d3-4 and healthy donors (Fig. 2E). The same
results were obtained in septic patients at d6-8 (data not shown).

Most importantly, no difference was noted between patients
and healthy volunteers in both experiments (Fig. 2).
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TABLE 1. Demographic, clinical, and immunologic data for patients with septic shock

Septic shock patients

Parameter Overall (n = 43) Survivors (n = 35; 81%) Nonsurvivors (n = 8; 19%) Pvalue
Age at admission (yr) 70 (65-80) 67 (62-79) 80 (73-84) 0.008
Male 29 (67) 22 (63) 7 (88) 0.240
Main admission category
Medical 21 (49) 18 (51) 3 (38) 0.698
Surgery 22 (51) 17 (49) 5 (62)
Comorbidities (n)
0 13 (30) 13 (37) 0 0.082
=1 30 (70) 22 (63) 8
SAPS I 67 (51-79) 66 (45-79) 71 (66-80) 0.190
SOFA score 11 (9-12) 12 (9-15) 11 (9-12) 0.413
McCabe score
1 28 (65) 25 (71) 3 (38) 0.104
2 15 (35) 10 (29) 5 (62)
3 0 0 0
28—-d Nonsurvivors 8 (19)
Infection diagnosis
Microbiology 29 (67) 24 (69) 5 (63) 1
Radiology 9 (21) 7 (20) 2 (25)
Surgery 1(2) 1 (3) 0
Microbiologically documented
Bacilli gram negative 31 (59) 27 (63) 4 (44) 0.457
Cocci gram positive 15 (28) 11 (26) 3 (33) 0.688
Fungi 6 (11) 4 (9) 2 (22) 0.275
Other 1(2) 1 (2) 0 1
Type of infection
Community acquired 25 (58) 21 (60) 4 (50) 0.701
Nosocomial 18 (42) 14 (40) 4 (50)
Site of infection
Pulmonary 14 (33) 12 (34) 2 (25) 1
Abdominal 15 (34) 12 (34) 3 (38)
Other 14 (33) 11 (32) 3 (38)
Secondary nosocomial infection 13 (30) 10 (29) 3 (38)
Immunologic parameter
mHLA-DR d3-4 (AB/C) 2528 (1381-5361) 2949 (1464-5361) 1671 (1368-6750) 0.642
mHLA-DR d6-8 (AB/C) 4386 (2712-6333) 4487 (2653-7247) 3300 (2647-4714) 0.269
Absolute CD4+ T cell count (d3-4) 278 (164-402) 285 (165-398) 229 (153-535) 0.913
Percentage of T, (d3-4) 8.5 (6.1-12.8) 7.8 (5.8-12.5) 9.2 (8.4-16.3) 0.092
Neutrophil count
ds—4 (10°/L) 13.4 (10-21.5) 13 (9-19.7) 16.7 (13.2-32.2) 0.155
d6-8 (10°/L) 13.6 (8.6-18.9) 11.8 (7.5-15.5) 29.8 (18.3-38.3) 0.004

Blood samples were obtained from 43 septic shock patients after the onset of shock. Continuous data and biologic parameters are presented as median
and IQR (quartile 1 to quartile 3). For clinical parameters, categorical data are presented as number of cases and percentages among the total
population. SAPS II and McCabe scores were calculated after admission. SOFA score was measured after 24 h of ICU stay. mHLA-DR expressed as
numbers of anti-HLA-DR antibodies bound per monocyte (AB/C; normal value from age-matched healthy volunteers, >15,000 AB/C). Count of CD4+
lymphocytes (cells/pl), percentage of T,., and monocyte HLA-DR were measured 3 or 4 d after onset of shock. Neutrophil counts were available for 38
septic patients at d3—4 and 34 at d6-8. Statistical analysis: Mann-Whitney U test used for continuous variables and Fisher’s exact test for categorical data.

AB/C, number of antibodies bound per cell.

Chemotaxis

We also investigated whether the chemotactic response was
impaired in patients with septic shock. At d3—4 and d6-8, CD11b
expression was decreased in septic patients compared with
healthy volunteers (Fig. 3A). Regarding the chemokine recep-
tors, CXCR1 and CXCR2, a significant decrease in their
expression was noted in patients at d6-8, although a decrease
over time was observed between d3—4 and d6-8 (Fig. 3B and C).
We measured neutrophil migration in response to fMLP, GRO-a,
and IL-8. In agreement with the decreased chemokine receptor
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expression, septic patients presented with a significantly de-
creased number of emigrated neutrophils in the stimulated
wells at d3—4. The same trend was noted regardless of the
chemoattractant used (Table 2). Overall, these results showed
that the chemotactic response is altered a few days after septic
shock.

Phagocytosis

Phagocytosis was evaluated by measuring using flow cytometry
the ingestion of fluorescent E. coli by neutrophils. No significant
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Figure 1. CD10, CD16, and CD62L differential expression in septic shock patients and healthy volunteers. Cell surface expression was measured as the
MEFI on neutrophils from septic shock patients at d3—4 (white, n = 34) and d6-8 (striped, n = 30; serial samples) after the onset of shock compared with
healthy volunteers (HVs; gray, n = 23) for CD10 (A), CD16 (B), and CD62L (C). Subsets were FACS sorted, and cytospins were stained with May-
Griinwald-Giemsa. Original magnification X100. Distinct neutrophil subsets were identified, including mature CD10”*#"CD16""8" neutrophils (D),
immature CD10%™CD16"™ neutrophils (£), and CD16™ 8™ CD62L"™ neutrophils (F). The nonparametric Mann-Whitney U test was used to compare
the results between groups. The nonparametric Wilcoxon paired test was used to evaluate evolution over time within a group. **P < 0.01. *P < 0.05.

differences were observed between patients and controls at either
d3-4 or d6-8 (Supplemental Fig. 1).

Bactericidal parameters

The intracellular myeloperoxidase content was significantly de-
creased in neutrophils from patients with septic shock at d3—4 and
d6-8 relative to those from healthy volunteers (Fig. 3D). Similarly,
the expression of intracellular lactoferrin was significantly de-
creased in the septic patients compared with that in the healthy
volunteers (Fig. 3E). Finally, we assessed oxidative burst by
measuring, using flow cytometry, oxidation of a substrate by
NAPDH oxidase after ingestion of bacteria. We observed that the
stimulation index, as a measure of oxidative burst capacity, was
significantly reduced in patients versus controls (Fig. 3F). In paired
samples, a significant increase over time was observed between the
d3—4 and d6-8 samples. Overall, these results suggest that the
production of bactericidal agents is impaired after septic shock.

Logistic regression analysis

Despite the limited number of nonsurvivors (n = 8), multivariate
analyses were finally performed to test the predictive value on 28-d
mortality of nonstratified variables selected on the basis of the
univariate analysis results (variables presenting with P = 0.15; data not
shown). Only myeloperoxidase, lactoferrin, CD62L, CD11b, CD10,
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and CD16 expression, the percentage of CD10"™CD16%™ neutro-
phils measured at d6-8, and the SAPS II score were included in
2 parameter models for 34 patients (Table 3). Therefore, each
multivariate model always included the SAPS II score (calculated from
12 routine physiologic measurements, including age, WBCs, and
others) and a biologic parameter measured on neutrophils at d6-8.
In these models, lower intracellular expression of myeloperoxidase,
lactoferrin, or extracellular CD62L expression measured at d6-8
remained significantly associated with a higher risk of death after
septic shock (myeloperoxidase: odds ratio 8.39, 95% CI 1.185-59.441,
P=0.033; lactoferrin: odds ratio 1.25, 95% CI 1.019-1.530, P = 0.032;
CD62L: odds ratio 1.52, 95% CI 1.003-2.307, P = 0.048; Table 3).
Among these parameters, and even if the results could be considered
underpowered, diminished myeloperoxidase expression seemed to
appear as the best predictor to identify a group of septic shock
patients at high risk of death. Kaplan-Meier survival curves were
established after stratification using the calculated thresholds (Youden
index — myeloperoxidase d6-8 expression = 3). The survival rates of
patients were significantly different when stratified according to
myeloperoxidase expression. Patients with higher expression had
significantly better survival (P = 0.040, logrank test; Fig. 4).

It is noteworthy that although not found on multivariate
analysis, but in accordance with a recent study performed by
Guerin et al. [12], the percentage of immature cD104™CD16%™
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neutrophils appeared more important in nonsurvivors compared
with survivors at d6-8 (survivors: 2.05%, IQR 0.92-6.03; non-
survivors: 5.89%, IQR 4.95-25.1; P = 0.023; data not shown). We
therefore established Kaplan-Meier survival curves after stratifi-
cation by the Youden index for the percentage of immature
granulocytes measured at d6-8 (i.e. 4%). Patients with a lower
proportion of CD10%™CD16%™ neutrophils had significantly
better survival than did patients presenting with a higher
percentage (P = 0.040, log-rank test; Supplemental Fig. 2).

DISCUSSION

It is now well established that, in parallel with a massive
proinflammatory response leading to shock and organ failure,
septic patients rapidly develop an immunosuppressive state
associated with severe immune dysfunction [13]. In addition, the
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intensity and duration of these alterations have been linked to an
increased risk of death and the development of ICU-acquired
infections [14].

Neutrophils are the most abundant leukocytes providing the
first line of host defense against a wide range of infectious
pathogens [4]. Therefore, it is no surprise that these cells have
a pivotal role in the defense against bacterial infections,
including sepsis. In line with this, the role of these cells has been
studied at the onset of sepsis pathophysiology. In brief, the
recruitment of neutrophils from bone marrow is augmented and
their apoptosis is reduced. Moreover, neutrophil oxidative burst
and phagocytosis were increased in patients with septic shock but
chemotaxis was strongly inhibited. This reduced motility associ-
ated with acute activation of neutrophils is believed to play a role
in the development of organ damage after sepsis. The extensive
production of ROS and proinflammatory cytokines by
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Figure 3. Chemotaxis and bactericidal parameters. Cell surface expression was measured as the MFI on neutrophils from septic shock patients at d3—4,
white, n = 34) and d6-8 (striped, n = 30) serial samples after the onset of shock compared with healthy volunteers (HVs; gray, n = 23) for CD11b (A).
Similarly, MFI on neutrophils from septic shock patients at d3—4 (n = 11), d6-8 (n = 10; serial samples), and HVs (n = 14) are reported for CXCR1 (B)
and CXCR2 (C). MFT of intracellular myeloperoxidase (D) and intracellular lactoferrin (£) were also measured for patients at d3—4 (n = 34), d6-8 (n=
30; serial samples), and HVs (n = 23). The stimulation index (MFI ratio of positive neutrophils of stimulated sample [E. coli] to negative neutrophils of
negative control) after E. coli stimulation in neutrophils are presented for patients at d3—4 (n = 11), d6-8 (n = 10; serial samples), and HVs (n = 14) (F).
The nonparametric Mann-Whitney U test was used to compare the results between groups. The nonparametric Wilcoxon paired test was used to evaluate

evolution over time within a group. **P < 0.01. *P < 0.05.

neutrophils at sites distant to the initial infection might be a part
of the physiopathology of sepsis [5, 6]. However, these studies
were conducted during the proinflammatory phase of sepsis, and
no data are yet available during the delayed immunosuppressive
phase. However, recent works, notably that by Pillay et al. [7],
have suggested putative immunosuppressive properties for
neutrophils, highlighting a possible involvement of these cells
during sepsis-induced immunosuppression.

The aim of the present study was thus to perform an extensive
investigation of neutrophil alterations during sepsis-induced
immunosuppression through phenotypic and functional studies.
Although most studies have reported overwhelming activation of
neutrophils during the sepsis early proinflammatory phase [5, 6],
our results showed, for the first time in patients, that circulating
neutrophils present with phenotypic and functional alterations

www jleukbio.org

during sepsis-induced immunosuppression. Our main results
included that septic patients present with (a) a persisting
increased proportion of immature cells in circulating neutro-
phils, (b) major neutrophil functional alterations, and (c) both
aspects are associated with an increased risk of death after septic
shock.

We found an increased frequency of immature CD10%™CD16%™
neutrophils in septic shock patients sampled at d3—4 and d6-8
and decreased expression of CD10 and CD16 on granulocytes,
characteristic of immature myeloid cells [15]. This is important,
because Drifte et al. [16] recently showed that circulating
immature neutrophils from patients with severe sepsis and
septic shock are less potent in supporting innate immune
defenses compared with mature neutrophils. Therefore, this
increased proportion of immature cells might participate in the
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TABLE 2. Ratio of emigrated neutrophils in stimulated wells versus control wells

Variable fMLP GRO-a IL-8

Healthy volunteers (n = 7)
Septic shock patients

4.9 (0.55-10.49)
0.16% (0.03-0.49)

2.97 (1.69-15.10)
0.92% (0.29-1.65)

6.01 (2.21-37.63)
1.96 (0.88-3.94)

d3—4 (n=9)
Septic shock patients 0.62 (0.15-1.05) 3 (1.11-9.04)  4.21 (2.51-6.61)
d3-4 (n = 6)

The ratio of emigrated neutrophils in stimulated wells to emigrated neutrophils in control wells
(incubation buffer) are presented for neutrophils from healthy volunteers (n = 7) compared with that for
septic shock patients at d3—4 (n=9) and d6-8 (n = 6; different patients) in response to fMLP, GRO-«, and
IL-8. Data presented as median and IQR (quartile 1 to quartile 3; nonparametric Mann-Whitney U test used

to compare results between groups. “P < 0.05.

alterations of neutrophil functions we observed in our patients.
This is supported by our observation of a lower oxidative burst
capacity (decreased stimulation index) in CD10"™CD16%™
neutrophils compared with CD10”"8"'CD16"8" cells (data not
shown).

In addition, we observed markedly decreased function of
circulating neutrophils in the septic shock patients. In particular,
neutrophil chemotaxis was decreased (reduced integrin, selectin,
and chemokine receptor expression with altered ex vivo
migration in response to different chemoattractants). Similar
results have been found by Tavares-Murta et al. [17] in response
to fMLP and leukotriene B4 within the first 4 d after sepsis. In the
present study, impairment of neutrophil chemotaxis occurred
mainly in neutrophils obtained from nonsurvivor patients.
Similarly, we found a clear reduction in oxidative burst for late
samples measured using the ex vivo functional test. This is in line
with a decrease in myeloperoxidase and lactoferrin intracellular
expression. Many studies have noted an upregulation in ROS
generation 48 h after sepsis onset that could participate in organ

dysfunctions after sepsis [18, 19]. We found contrasting results
that might illustrate the shift from an initial overwhelming
proinflammatory response with exacerbated neutrophil function
to an immunosuppressive phase with functional alterations after
septic shock.

Although our study was purely observational and thus did not
allow to draw conclusions regarding the effective role of
neutrophil alterations in the development of immunosuppres-
sion in patients with septic shock, diminished myeloperoxidase
expression appeared to be the best predictor to identify a group
of septic shock patients at high risk of death (odds ratio 8.39,
95% CI 1.185-59.441, P = 0.033). However, this result must be
taken with caution, given the limited number of nonsurvivors in
our cohort. Similarly, patients with a lower proportion of
CD10%™CD16%™ granulocytes had significantly better survival
compared with patients presenting with a higher percentage (P=
0.040, log-rank test). This last aspect is in accordance with data
from Guérin et al. [12]. They associated the prediction of the
early deterioration of patients with sepsis with the presence of the

TABLE 3. Multivariate analysis results

Multivariate analysis parameter Odds ratio 95% CI P value
Myeloperoxidase 8.39 1.185-59.441 0.033“
SAPS 11 0.96 0.874-1.043 0.303
Lactoferrin 1.25 1.019-1.530 0.032¢
SAPS 11 0.96 0.885-1.036 0.283
CD62L 1.52 1.003-2.307 0.048“
SAPS 11 0.96 0.898-1.035 0.311
CD11b 8.40 0.903-88.495 0.061
SAPS 11 0.91 0.812-1.028 0.132
CD10 1.23 0.988-1.525 0.064
SAPS 11 0.95 0.884-1.027 0.207
CD16 1.31 0.961-1.797 0.087
SAPS 11 0.86 0.705-1.051 0.140
Neutrophil count 0.86 0.736-1.007 0.061
SAPS II ) 0.96 0.884-1.044 0.342
% CD10“™CD16%™ 0.86 0.730-1.007 0.061
SAPS 11 0.95 0.882-1.021 0.160

Multivariate logistic regression analysis used to identify variables associated with death (n = 35 survivors
and 8 nonsurvivors). SAPS II scoreincluded in models with myeloperoxidase, lactoferrin, CD62L, CD11b,
CD10, and CD16 expression (MFI), neutrophil count, and percentage of CD10%™CD16%™ neutrophils
measured at d6-8. SAPS II score was calculated after admission. “Statistically significant (P < 0.05).
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Figure 4. Survival curve. Kaplan-Meier survival curves were established
after stratification by myeloperoxidase expression at d6-8 (MFI = 3;
Youden index). A significant difference was measured between the

2 curves (P = 0.040, log-rank test).

CD10M™CD16%™ subset [12]. This suggests that these neutro-
phils might participate in the deleterious role of immunosup-
pression after septic shock. In particular, it is well known that
primary innate immunodeficiencies affecting neutrophil func-
tion such as oxidative burst and chemotaxis lead to severe
pathologic entities characterized by an increased susceptibility to
infections. Thus, it is tempting to speculate that neutrophil
alterations could participate in the increased risk of nosocomial
infection observed in septic patients. This aspect needs to be
further evaluated in experimental studies, recapitulating in mice
the results we observed in patients and including additional
microbiological experiments such as bacterial killing or
clearance.

Finally, not all neutrophil functions were altered in our study.
In particular, the phagocytosis capacity was preserved. Likewise,
the activation capacity was also conserved in patients during
sepsis-induced immunosuppression compared with controls. We
observed a similar increased CD11b and decreased CD62L
expression on neutrophils after either IL-8 or fMLP stimulation.
Likewise, when measuring STAT5 phosphorylation in response
to increasing concentrations of GM-CSF, no differences were
noted between patients and controls. This suggests that
neutrophils from septic shock patients remain responsive to
stimulation. This could be interesting in the perspective of
immunoadjuvant therapies that are now emphasized in the
treatment of septic patients.

Our study had some limitations. First, because of the difficulty
in conducting such functional tests in the clinic, the sample size
of our cohort was relatively modest. Considering the limited
amount of blood, it was difficult to perform each experiment on
every patient. Therefore, the observed dysfunctions and their
link to deleterious outcomes need to be confirmed in larger
clinical studies. In addition, healthy volunteers were not strictly
age-matched to the septic shock patients; thus, we could not
definitely rule out an effect of age on our results. Because the
effects of age on neutrophil function seem to be multifaceted
(i.e., some functions have been reported to be decreased and
others might be augmented, which remains a matter of debate
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[20-22]), this aspect needs to be specifically explored further in
a dedicated study of age-matched patients and controls. Finally,
despite the increasing data on the subject, we did not investigate
the link between myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) and
our results. Therefore, this aspect deserves further investigation,
in particular, regarding the definition of a consensual pheno-
typing procedure for MDSCs in humans.

CONCLUSIONS

Taken together, in this extensive study of neutrophil phenotype
and function during sepsis-induced immunosuppression, our
results have highlighted a markedly altered neutrophil chemo-
taxis and oxidative burst and an increased number of immature
circulating granulocytes in patients with septic shock. Both
aspects were associated with an increased risk of death after
septic shock. The association of selected parameters with
subsequent mortality requires confirmation in a larger clinical
study. In addition, the importance of neutrophil alterations
during sepsis-induced immunosuppression could be evaluated in
animal models.
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II.  IDENTIFICATION OF CD177 AS THE MOST DYSREGULATED PARAMETER IN A
MICROARRAY STUDY OF PURIFIED NEUTROPHILS FROM SEPTIC SHOCK PATIENTS

Julie Demaret, Fabienne Venet, Jonathan Plassais, Marie-Angélique Cazalis, Hélene Vallin, Arnaud
Friggeri, Alain Lepape, Thomas Rimmelé, Julien Textoris and Guillaume Monneret.

Intensive Care Med Exp — submitted

a) Contexte

Suite a notre précédent travail, nous avons voulu compléter I'étude des neutrophiles lors du

choc septique avec une approche transcriptomique.

b) Description de I’étude

L’objectif principal de ce travail était de réaliser une étude transcriptomique de neutrophiles
purifiés provenant de patients en choc septique et de volontaires sains afin d’identifier les génes
différentiellement exprimés. Une étude complémentaire en cytométrie en flux a également été

réalisée.

¢) Conclusion

En comparant le transcriptome de neutrophiles purifiés de patients en choc septique et de
volontaires sains, nous avons identifié 364 genes up-régulés et 328 genes down-régulés chez les
patients. Ces génes sont impliqués dans la maturation cellulaire, I'apoptose, le recrutement, le
chimiotactisme et les propriétés bactéricides des PNN. De maniére intéressante, le CD177 est apparu
comme le parameétre le plus dérégulé. Ces résultats ont ensuite été confirmés en cytométrie en flux
et corrélés avec une diminution d’expression du CD10. Le role du CD177 dans la pathophysiologie du
choc septique et le potentiel intérét de I'utiliser comme biomarqueur de maturation ou d’activation

des neutrophiles reste a étre vérifié.
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ABSTRACT

Sepsis represents the host’s systemic inflammatory response to an infection. In this condition,
immune response associates a marked inflammatory response and the delayed development of
severe dysfunctions affecting both innate and adaptive responses. As neutrophils are the first line of
defense against infection, they are central to the pathophysiology of sepsis in first hours.

Nevertheless, their role during immunosuppression phase remains elusive.

The main objective of the current work was to perform a transcriptomic study on purified neutrophils
from septic shock patients (n = 9) so as to identify genes that are differentially expressed during the
first week after disease onset both (3-4 and 6-8 days) versus healthy donors. Then, 45 septic shock
patients were prospectively enrolled to confirm results at the protein level using flow cytometry.
Twenty healthy volunteers (HV) were also included for the whole study. By comparing the
transcriptome of purified neutrophils, we identified 364 up-regulated and 328 down-regulated genes
differentially expressed. Of them, CD177 mRNA, coding for an activation molecule in chemotaxis, had
the highest fold change modulation between patients and HV. This increase was then confirmed at
the protein level. There was a constant subset of neutrophils that did not express CD177. However,
when positive, septic neutrophils presented with significantly increased CD177 expression. Of note,
no association between CD177 overexpression and features of immunosuppression has been
highlighted. In addition, this up-regulation was negatively correlated with a decreased expression of

CD10, a characteristic of immature myeloid cells.

In conclusion, in this exploratory work, we shed light on the increased CD177 mRNA and protein
expressions in circulating neutrophils after septic shock. Considering the potential dual roles of
CD177 neutrophil (i.e., maturation / chemotaxis), negatively correlated in this study, its participation
in septic shock pathophysiology deserves further investigation. Furthermore, its potential as a

biomarker for sepsis would deserve to be investigated in large cohorts of patients.



HIGHLIGHTS: 3 to 5 bullet points (max 85 characters including spaces per bullet point)

e There is a differential gene expression of purified neutrophils from septic shock patients

when compared to healthy controls.

e (D177 appears as the most dysregulated parameter between both groups.

e Increased expression of CD177 in septic shock patients’ neutrophils is confirmed at protein

level by flow cytometry.

e A negative correlation exists between expressions of CD10 and CD177.

KEYWORDS: CD177, neutrophil, sepsis, transcriptomic, immunosuppression, maturation
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G-CSF: Granulocyte-Colony Stimulating Factor
HIV: Human immunodeficiency virus

ICU: Intensive Care Units
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1. Introduction

Sepsis is a life-threatening clinical emergency that occurs in 27 million people each year around the
world. The incidence of sepsis is still increasing, reaching 10 to 30% of Intensive Care Units (ICU)
admissions [1-3]. Septic shock (the most severe stage of sepsis) is associated with a high mortality
approaching 40% [4]. Immune response after sepsis associates a major inflammatory response
leading to organ dysfunctions and shock and the development of immune alterations affecting both
innate and adaptive immune responses. Sepsis directly or indirectly impairs the function of almost all
types of immune cells [5]. The intensity and duration of this immunosuppressive phase are

associated with increased mortality and nosocomial infections [6-8].

Neutrophils (PNN) are rapidly recruited to sites of infection, where they fulfill their life-saving
antimicrobial functions. Neutropenia-associated diseases show that they are indispensable for
controlling bacterial and fungal infections [9, 10]. It is not surprising that neutrophils participate in
the pathophysiology of severe septic syndromes [11, 12]. During sepsis pro-inflammatory phase,
recruitment of neutrophils from bone marrow is augmented. Moreover, neutrophil oxidative burst
and phagocytosis were found to be increased in patients whereas chemotaxis is strongly inhibited.
Notably, altered functions such as chemotaxis have been recently reported using microfluidic chip in
septic patients [13]. This overwhelming activation of neutrophils and reduced motility is thought to
participate in collateral tissue damage and ultimately multiple-organ failure, notably because of the
massive production by neutrophils of reactive oxygen species and pro-inflammatory cytokines at
sites distant of the initial infection.

On the other hand, an immunosuppressive neutrophil subset has recently been reported in the blood
of volunteers challenged with LPS [14-16]. In line, markedly altered neutrophil chemotaxis and
oxidative burst have been reported during the occurrence of sepsis-induced immunosuppression (3-7

days after sepsis onset) [17].



Given these recent and novel results on neutrophils in sepsis, the main objective of the
current work was to gain further insights on neutrophils during the delayed phase of
immunosuppression. To this goal, we performed a transcriptomics study on purified neutrophils
comparing mRNA expression levels of septic shock patients. We identified CD177 as the most
dysregulated parameter and confirmed this overexpression by flow cytometry. In addition, we
investigated putative links between CD177 and the existence of different subsets of neutrophils

regarding CD10 expression or usual features of immunosuppression.



2. Material and methods

2.1. Study population

Septic shock was defined according to the diagnostic criteria of the American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine [18] by an identifiable site of infection, persisting
hypotension despite fluid resuscitation requiring vasopressor therapy, and evidence of a systemic
inflammatory response manifested by at least two of the following criteria: a) temperature >38°C or
<36°C; b) heart rate >90 beats/min; c) respiratory rate >20 breaths/min; d) white blood cell count >
12 000/mm? or < 4000/mm?. Of note, this study started before the last revision of sepsis definitions
[19]. The exclusion criteria were patients under the age of 18 years old and subjects with aplasia or
immunosuppressive disease (e.g. HIV infection). During the follow-up, clinical and biological variables
were collected. The data collection included demographic characteristics (age, gender); admission
category (elective or emergency surgery, medicine); referral pattern (community-, hospital- or ICU-
acquired septic shock); microbiological findings (infection characteristics such as source and
identified microorganisms) and co-morbidities (such as chronic obstructive pulmonary disease,
chronic heart failure, malignant diseases, diabetes...). Two clinical scores were recorded: the initial
severity assessed by the Simplified Acute Physiology Score Il (SAPS I, range: 0-194) and the Sepsis-
related Organ Failure Assessment (SOFA, range 0-24) score at admission. Mortality was defined as
death occurring within 28 days after the onset of shock. Secondary ICU-acquired infections were

defined according to European definitions of European Centre for Disease Prevention and Control.

This work belongs to a global study on ICU-induced immune dysfunctions. It has been approved by
our Institutional Review Board for ethics (“Comité de Protection des Personnes”) which waived the
need for informed consent because this study was observational and biomarkers expressions were

measured on residual blood after completion of routine follow-up. This study is also registered at



French Ministry of Research and Teaching (#DC-2008-509) and recorded at the Commission
Nationale de I'Informatique et des Libertés.

The study group for the transcriptomic part (cohort A) consisted in nine septic shock patients
admitted to the intensive care units of the Lyon-Sud and Edouard Herriot University Hospitals
(France) sampled 3-4 days (D3-4) and 6-8 days (D6-8) after sepsis onset. Reference values and control
samples were obtained from 8 healthy volunteers (median age: 43 years, 5 women, 3 men) after
informed consent was obtained. Forty-five septic shock patients and 12 healthy controls (median
age: 37 years, 7 women, 5 men) were then prospectively enrolled in the phenotypic study (cohort B).
Peripheral blood was collected in sampling tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
or heparin at three time points after diagnosis: day 1-2 (D1-2), D3-4 and D6-8. The onset of septic
shock was defined as the beginning of vasopressor therapy.

As to confirm that patients presented with immunosuppression, monocyte HLA-DR
expression (mHLA-DR) was assessed by flow cytometry (FC500; Beckman-Coulter, Miami, FL) at D3-4,
as previously described [20]. mHLA-DR nadir is known to occur at this time point [21]. Results are
expressed as number of antibodies bound per cells (AB/C) [21]. Absolute lymphocyte counts and

percentages of regulatory T lymphocytes (Treg) at D3-4 were also reported [22].

2.2. Neutrophil isolation from patients and healthy volunteers

Heparinized blood sampled at D3-4 were first diluted (1:2) with phosphate-buffered saline,
layered over Ficoll-Paque (Biochrom, Germany) and centrifuged. Neutrophils were then aspirated
and collected; after a washing step and red blood cell lysis (Versalyse, Beckman Coulter), purity was
determined by flow cytometry using LDS 751 (Life Technologies, Carlsbad, CA). Human neutrophil
Enrichment Kit (Stem Cell, Canada) was used to purify neutrophils following the manufacturer’s
recommendations. 5.10" cells/well (dilution in recommended buffer: PBS + 2% Fetal Bovine Serum or

0.5% BSA+ 1mM EDTA) were plated into a 96-untreated U-bottom plate (Corning, NY) and 50ul/ml of



EasySep™ Human Enrichment Cocktail were added for 10 min. Incubation with 100ul/ml of EasySep™
D Magnetic Particles for 5 min preceded the action held by the EasyPlate™ magnet when placing the
plate onto the magnet for 10 min. The supernatant contained the enriched neutrophils (purity: <1%
of CRTH2 positive cells among enriched purified neutrophils). Granulocytes were suspended in
Qiagen RLT Buffer (Qiagen, the Netherlands) containing 1% B-mercaptoethanol and stored at -80°C

until RNA isolation.

2.3. RNA isolation and Microarray analysis

RNA was isolated from neutrophils using Qiagen RNAeasy Plus Mini RNA isolation kit
according to the manufacturer’s protocol. The integrity and quality of the total RNA was assessed on
an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Germany). cDNA (complementaryDNA) was
synthesized from 50 ng total RNA using the WT-Ovation™ System (NuGEN, San Carlos, CA).
Fragmented cDNA was end-labeled with a biotin-conjugated nucleotide analog (DLR-1a; Affymetrix,
Santa Clara, CA) by using terminal transferase (Roche Diagnostics, Germany). Fragmented and
labeled cDNA was hybridized for 18 h at 50°C. Hybridization was performed using GeneChip’ Human
Genome U133 Plus 2.0 arrays (Affymetrix). The microarrays were read with the GeneChip Scanner
3000 (Affymetrix). Normalization processing and quality controls were performed using
R/Bioconductor (R version 3.0.0 (2013-04-03)) (R Development Core Team — 2009 [23]). We
performed quality controls at both probe and probeset levels [24]. Raw expression profiles were
normalized using the GC-RMA algorithm (R/Bioconductor). To reduce the number of probesets, we
applied a filtering process based on the MAS5.0 p-values. The raw data have been deposited in the
NCBI’s repository GEO (#GSE64457). Functional enrichment analyses were performed with ClueGO
[25] and Cytoscape [26], using Gene Ontology Biological Process ontology. Benjamini-Hochberg

correction was used to take into account multiple testing.



2.4. Flow cytometry

CD177 staining was performed on EDTA blood samples using Phycoerythrin (PE)-labeled anti-
CD177 (clone MEM-166 — purchased from BioLegend, San Diego, CA), Alexa fluor 647 (A647)-labeled
anti-CRTH2 (clone BM16 — BiolLegend) and PE-Cyanine7 (PC7)-labeled anti-CD10 antibodies (clone
ALB1 — purchased from Beckman Coulter, Brea, CA). After 15min of incubation with the antibodies,
red blood cells were lysed using Versalyse Solution (Beckman Coulter). The gating strategy is
explained in Fig. 1. In parallel, we performed another staining with Allophycocyanin (APC)-labeled
anti-CD10 (clone ALB1 — Beckman Coulter). Samples were run on a NAVIOS flow cytometer (Beckman
Coulter). Results are expressed as mean of fluorescence intensities (MFI) or percentages of subsets

of cells among total neutrophils.

2.5. Statistical analysis

Results are expressed as medians and interquartile range (IQR) of percentages of cells, MFI
and for clinical parameters. Non-parametric Mann-Whitney U test was used to compare results
between septic patients and healthy volunteers. Non-parametric Wilcoxon paired test was
performed to evaluate overtime evolution within a group. Correlations were studied using the
Spearman’s correlation coefficient test. We performed statistical analyses using SPSS (version 19.0,
SPSS, Chicago, IL) and GraphPad Prism (version 5.03, GraphPad Software, La Jolla, CA) software. For
microarray analysis, we performed two moderated t-tests using the Limma R package [27, 28] to
compare healthy volunteers to septic shock patients for the two time points. P-values were adjusted
for multi-testing with Benjamini-Hochberg correction. P-values were considered significant when
lower than 0.05. Functional transcriptomic analyses were performed using IPA software (Ingenuity
Systems, Redwood City, CA). We performed a core analysis with differentially expressed genes using
Affymetrix probeset ID. Probeset ID were mapped to their corresponding gene and molecular objects

in the Knowledge Base.
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3. Results
3.1. Clinical and biological characteristics of the patients

Blood samples were obtained from two cohorts: the transcriptomic cohort including 9 septic
shock patients (cohort A) and the phenotypic cohort including 45 patients (cohort B). Clinical and
biological characteristics for both cohorts are listed in Table 1. Among the patients, median values
for SAPS Il and SOFA scores at onset of shock were 78 [IQR 60—84] and 12 [IQR 8-15], respectively in
the cohort A and 62 [IQR 52-77] and 10 [IQR 7-12] respectively in the cohort B. Three patients died
within 28 days (mortality = 33%) and secondary nosocomial infections were diagnosed in 4 (44%)
patients with septic shock in the cohort A. Seventeen (38 %) died after 28-day follow-up and 9 (20%)
patients developed secondary nosocomial infections in the cohort B. At D3-4, septic shock patients
presented with previously described characteristics of injury-induced immunosuppression with a
reduced mHLA-DR expression, low CD4+ lymphocyte count and an increased percentage of
circulating Treg cells in comparison with normal values, in both cohorts (Table 1). Overall, patients

present with common immunologic features of septic shock.

3.2. Transcriptional study

In order to get an overview of neutrophil transcriptional response after sepsis, we performed
microarray analyses on purified neutrophils from 9 septic shock patients and 8 healthy volunteers
(cohort A). Neutrophils’ gene expression was compared between septic shock patients at D3-4 and
D6-8 and healthy donors. We found that 364 up-regulated genes and 328 down-regulated genes
were differentially expressed at both time points (Fig. 2A - Supplementary Tables 1 and 2). This
signature was enriched (Fig. 2B) in several key functions of neutrophils (response to oxygen peroxide,
regulation of reactive oxygen species) or linked to the host response (response to cytokine, pattern
recognition receptor signaling pathway, positive regulation of cell death). Interestingly, most of the

differentially expressed genes are evolving in an expected way according to sepsis literature [11, 12].
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We observed a decreased expression in genes involved in neutrophil apoptosis (STK4, Caspase 8), in
cell recruitment and chemotaxis (CREB1, RICTOR, SH3BP2, TPST, MMP9), and an increased
expression in genes linked to neutrophils’ antimicrobial properties (ARG1, STOM, ADAM9). CD177
appeared as the most striking parameter with an increased expression in septic shock patients
compared to healthy volunteers both at D3-4 and D6-8 (D3-4: fold change = 36.24 — p < 0.0001 - Fig.

3A / D6-8: fold change = 38.29 — p < 0.0001 — Fig. 3B).

3.3. CD177 cell surface expression

As observed in literature [29], two subsets of circulating neutrophils appeared : one positive
and one negative for CD177 expression (Fig. 4A). This was observed both in healthy controls and
septic shock patients. However, we observed a trend of slight increase in percentage of CD177
positive cells in septic shock patients, especially at D6-8, compared to healthy volunteers with a raise
over time (Fig. 4A).

Interestingly, and as observed by microarrays, CD177 expression (MFI) measured in CD177
positive cells was significantly increased in neutrophils from patients with septic shock at D1-2 (p <
0.0001), D3-4 (p < 0.0001) and at D6-8 (p = 0.0004) relative to those from healthy volunteers. A
significant decrease over time was observed between D1-2 and D6-8 samples (p = 0.0007 - Fig. 4B).

As CD177 expression on neutrophils has been shown to be associated with their maturation
state [30, 31], we studied its link with maturation markers on these cells. CD10 expression on
neutrophils was thus measured in the same samples. As observed previously in sepsis [17, 32], we
highlighted a lower CD10 expression on circulating neutrophils from septic patients (D1-2 p < 0.0001
— D3-4 p < 0.0001 — D6-8 p = 0.0135), with increasing expression over time in paired samples (Fig.
4C). While no differential CD10 expression on CD177 negative versus CD177 positive neutrophils in
patients was observed; we noted a negative correlation between CD177 expression and CD10

expression (Fig. 4D —r = -0.4978, p < 0.0001).
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In order to explore the potential association of modulation of CD177 with
immunosuppression, we correlated CD177 expression (MFI) measured in CD177 positive cells with
common hallmarks of sepsis-induced immunosuppression such as decreased expression of HLA-DR,
low CD4+ lymphocyte count and an increased percentage of circulating Treg cells, in cohort B.
However, we did not reach any significant correlation. We obtained the same results when
correlations were performed with outcomes such as mortality, secondary nosocomial infections or

clinical scores (SOFA, SAPSII).

13



4. Discussion

Sepsis is usually characterized as the association of both pro and anti-inflammatory responses to an
infection with the occurrence of sepsis-induced immunosuppression [6].

Neutrophils are essential for innate immunity and resistance to pathogens [9]. The morbidity and
mortality from infections rise dramatically in patients with quantitative or qualitative neutrophil
defects, providing clinical confirmation of the important role of normal neutrophils for human health
[33]. These cells are classically characterized by their ability to act as phagocytic cells, to release lytic
enzymes from their granules and to produce reactive oxygen intermediates with antimicrobial
potential [9, 10, 34]. Although they actively remove invading pathogens during infection, they also
contribute to the development during septic shock of multiple organ failure through their excessive
inflammatory activation, aberrant recruitment, and dysregulated interactions with the vascular
endothelium [11, 12].

Limited data is available about their phenotype and functions during the immunosuppressive phase
of sepsis. Interestingly, an immunosuppressive neutrophil subset has been recently reported in the
blood of volunteers challenged with LPS [14, 16]. Pillay et al. showed that this neutrophil subset
exhibited suppressive effects on T-cell proliferation, a response that was mediated by neutrophil
expression of Mac-1 and locally released reactive oxygen species into the immunological synapse
between neutrophils and T cells [14]. In addition, it has been recently reported that circulating
neutrophils present with phenotypic, functional, and morphologic alterations a few days after sepsis
onset (during immunosuppressive phase). In particular, septic shock patients presented with
significantly decreased chemotaxis and oxidative burst [17]. Altered chemotaxis has been also
recently highlighted using a microfluidic chip in septic patients [13]

The main goal of the current study was to perform a transcriptomic study on purified neutrophils by

comparing mRNA expression levels between septic shock patients sampled during delayed sepsis-
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induced immunosuppression and healthy volunteers. Given the complexity of the signaling network
in sepsis, a whole-genome expression profile could provide new insights [35].

This current work revealed differentially expressed genes between purified neutrophils from patients
and controls. Of them, we showed alterations in pathways involved in cell maturation, decreased
apoptosis (STK4, Caspase 8), cell recruitment and chemotaxis (CREB1, RICTOR, SH3BP2, TPST,
MMP9), and increased antimicrobial properties (ARG1, STOM, ADAM9) of neutrophils. Of note,
arginase 1 (ARG1) inhibits T-cell proliferation by degrading extracellular arginine, which results in
decreased responsiveness of T cells to CD3/TCR stimulation. In humans, ARG1 is stored in inactive
form within granules of neutrophils and gets activated on release and can be also produced by
myeloid-derived suppressor cells [36]. ARG1 gene expression was up-regulated in patients’ samples
(D3-4: fold change = 7.17 — p < 0.0001 / D6-8: fold change = 6.15 — p < 0.0001), highlighting the
involvement of a potential mechanism of immunosuppression.

Interestingly, we identified CD177 mRNA as the most dysregulated parameter between purified
neutrophils from patients and healthy controls (D3-4: fold change = 36.24 — p < 0.0001 / D6-8: fold
change = 38.29 — p < 0.0001). It agrees with results obtained in healthy donors injected with LPS [37].
CD177 is a 58- to 64-kDa glycosylphosphatidylinositol-anchored glycoprotein expressed exclusively by
neutrophils [38, 39]. Some teams discovered its primary structure by sequencing the NB1 and PRV-1
genes, which later turned out to be two alleles of a single CD177 gene [40-42]. In line with the
literature highlighting a role of CD177 in the acute neutrophil response to an infection through
neutrophil adhesion and transendothelial migration and that neutrophil CD177 mRNA levels are
elevated in several conditions associated with increased neutrophil counts such as severe sepsis [43,
44], we investigated the CD177 expression on neutrophils on septic shock patients at protein level.
The surface expression of CD177 is unique in that only a subset of neutrophils expresses this protein
on the cell surface, with the mean size of the CD177 positive subpopulation ranging from 45% to 65%

[29]. In line, we only observed a slight rise regarding the percentage of CD177 positive cells.
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Nevertheless, the mean fluorescence intensity was much higher in the CD177 positive cells of septic
patients. Of note, to our knowledge, it is the first time that an overexpression of CD177 is shown in
septic shock patients by flow cytometry.

There was no correlation with usual features of immunosuppression (mHLA-DR, percentage of Treg,
CD4 count). Moreover, highest values of CD177 were found at day 1 and then declined during the
usually described immunosuppressive phase. Thus, there was no argument to hypothesize a link
between CD177 and sepsis-induced immunosuppression.

Interestingly, mean fluorescence intensities of CD10 and CD177 positive cells are negatively
correlated. A decreased expression of CD10 on granulocytes, as observed here, is characteristic of
immature myeloid cells [45].

Passamonti et al. observed that neutrophils isolated from the bone marrow of normal donors or
from their peripheral blood after G-CSF administration have elevated CD177 mRNA levels suggesting
that gene expression is higher at initial stages of neutrophil maturation [31]. These results were
confirmed by flow cytometry after the administration of 10 days of G-CSF to healthy volunteers.
CD177 (NB1) expression increased after two days of treatment [44]. In another context, de Kleijn et
al. found, in a human experimental endotoxaemia model, that gene transcription profile during early
systemic inflammation suggests a combination of early activation of circulating neutrophils and a
mobilization of young neutrophils from the bone marrow, particularly shown by an up-regulation of
CD177 expression [37]. Hu et al. revealed that CD177 protein measured by flow cytometry was the
most expressed by band cells [30]. Interestingly, immaturity of neutrophils is associated with
mortality in sepsis. Therefore, we could consider CD177 overexpression as a marker of neutrophil
maturation. An increased number of immature circulating granulocytes (CDlOdimCDlsdim neutrophils)
has been previously reported and associated with an increased risk of death after septic shock [17].
Likewise, Guérin et al. associated the existence of the CD10°™CD16%™ subset with prediction of the

early deterioration of patients with sepsis [32].
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On the other hand, while there was a constant subset of neutrophils that did not express CD177,
when positive, septic neutrophils presented with increased values in their CD177 expression. This
could be due to the presence of neutrophil subsets with different properties. Of both, one could be
dedicated to rapid response to infections. Indeed, CD177 should be involved in the adhesion of
neutrophils to endothelial cells and their transendothelial migration by interacting with PECAM-1
[46]. It has been reported that CD177 is up-regulated on the neutrophil surface upon stimulation and
in several conditions associated with increased neutrophil counts, including during severe bacterial
infections [47], and following granulocyte-colony-stimulating factor treatment [43, 44]. CD177 could
be hypothesized as a marker of activation such as CD64, which has been shown to be a highly
sensitive and specific marker for systemic infection and sepsis in adults, children, and neonates [48].
However, to our knowledge, no study has been performed so far to evaluate the putative differential
functional properties of both CD177 subsets (negative and positive populations). Our study
presented some limitations. First, the sample size of our cohorts was quite modest. Therefore, the
observed dysfunctions and their link to deleterious outcomes that we could not highlight here need
to be investigated in larger clinical studies. In addition, healthy controls were not strictly age-
matched to the septic shock patients. However, Pellegrina et al. conducted a genome-wide
expression analysis of circulating neutrophils form old and young septic patients and CD177 did not

appear as dysregulated between both populations [49].

In conclusion, whereas no association has been reported with immunosuppression, our results have
highlighted for the first time an up-regulated transcriptomics and phenotypic expression of
neutrophil CD177 in septic shock patients compared to healthy volunteers. It was associated with a
decreased expression of CD10. On one hand, CD177 could be considered as a marker of activation.
On the other hand, up-regulation of CD177 could translate the immaturity of the cells. As this work

was exploratory, some functional studies are needed to delineate the exact role of this CD177
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overexpression in sepsis between activation/maturation. Further studies are also required to
investigate its potential as a sepsis biomarker. In addition, as persistence of immature cells is
associated with mortality, the quantification of this CD10%™/CD177°"" nheutrophil subset deserves to

be further evaluated in larger cohorts of patients.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1: Gating strategy and representative histograms

Neutrophils (PNN) were first gated based on SSC/FSC histogram (A). Expression of CRTH2 was
assessed in order to identify and exclude eosinophils (eosino) (B). Mean fluorescence intensity (MFI)
and percentage of CD177 positive cells was measured on [PNN AND NOT (eosino)] (C).

FIGURE 2: Transcriptomics study

Venn diagrams represent gene expression (up-regulated and down-regulated) compared between
purified neutrophils (purity: <1% of CRTH2 positive cells among enriched purified neutrophils) from
septic shock patients (n=9) and healthy donors (n=8) at D3-4 and D6-8 (A). B: Graphical
representation of functional enrichment analysis. ClueGO plugin for Cytoscape was used to select
significantly (corrected p-value < 0.01) enriched keywords from GO biological Process ontology.
These keywords were grouped together according to the number of share genes. Colours indicate
clusters of biological functions, and node size is proportional to the number of genes associated with
each keyword.

FIGURE 3: Representation of the most up- and down-regulated genes between patients and controls
Meta-plots show the twenty first up-regulated and down-regulated genes when studying controls
(n=8) versus septic patients (n=9) at D3-4 (A) and at D6-8 (B).

FIGURE 4: CD177 and CD10 expressions

The percentage (A), the mean fluorescence intensity (B) of CD177 positive cells and the mean
fluorescence intensity of CD10 are reported for septic shock patients sampled at D1-2 (n=39), D3-4
(n=32), D6-8 (n=18) and healthy volunteers (n=10) as median + interquartile range. The
nonparametric Mann-Whitney U test was used to compare results between groups. **p < 0.01.
Correlation between mean fluorescence intensity of CD177 positive cells and mean fluorescence

intensity of CD10 (D) is represented for 99 values (39 D1-2 septic patients — 32 D3-4 septic patients —
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18 D6-8 septic patients — 10 healthy volunteers — r = - 0.4978 — p < 0.0001 — Spearman’s correlation

coefficient test).
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TaBLE 1: Demographic, clinical and immunological data for septic shock patients.

P Cohort A Cohort B
ARAMETERS =9 =45
Age at admission (years) 71 [66-78] 72 [63-80]
Gender - Male, n (%) 6 (67) 34 (76)
Main admission category

Medical, n (%) 9 (100) 25 (56)
Surgery, n (%) 0(0) 20 (44)
Number of comorbidities

0, n (%) 3(33) 5(11)
>1,n (%) 6(67) 40 (89)
SAPS II 78 [60-84] 62 [52-77]
SOFA score 12 [8-15] 10 [7-12]
McCabe score

1, n (%) 4 (44) 28 (62)
2, n (%) 5 (56) 11 (24)
3, n (%) 0 6 (13)
28-day non survivors, n (%) 3(33) 17 (38)
Infection diagnosis, n (%)

Microbiology 5 (56) 24 (53)
Radiology 2(22) 6(13)
Surgery 0(0) 11 (24)
Microbiologically documented, n (%)

Bacilli gram - 4 (40) 21 (50)
Cocci gram + 4 (40) 14 (33)
Fungi 2 (20) 0(0)
Other 0(0) 7(17)
Type of infection, n (%)

Community acquired 5 (56) 29 (64)
Nosocomial 4 (44) 16 (36)
Site of infection, n (%)

Pulmonary 2 (22) 15 (33)
Abdominal 0(0) 13 (29)
Others 7(78) 17 (38)
Secondary nosocomial infections, n (%) 4 (44) 9(20)

Immunologic parameters
mHLA-DR Day 3-4 (AB/C)

7415 [1276-8781]

4935 [3369-7264]



Absolute CD4+ T cell count (Day 3-4) 521 [227-715] 422 [189-594]
Percentage of Treg (Day 3-4) 6.5 [4.8-13.4] 8.2[2.1-10.8]

Blood samples were obtained from two cohorts: the transcriptomic cohort (cohort A) with 9 septic
shock patients and the phenotypic cohort (cohort B) with 45 patients. Continuous data and biological
parameters are presented as medians and interquartile ranges [Q1-Q3]. For clinical parameters,
categorical data are presented as number of cases and percentages among the total population in
brackets. SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score Il) and McCabe scores were calculated after
admission. SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) score was measured after 24h of ICU stay.
mHLA-DR was expressed as numbers of anti-HLA-DR antibodies bound per monocyte (AB/C) (Normal
value from age-matched healthy volunteers is >15 000 AB/C). Count of CD4+ lymphocytes (cells/ul),
percentage of T regulatory lymphocytes (Treg) and monocyte HLA-DR were measured 3 or 4 days

after the onset of shock.
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Figure 3

A. Comparison between septic shock patients at D3-4 and healthy volunteers
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3. DISCUSSION

Malgré des progrés dans sa prise en charge, le sepsis représente toujours la premiére cause
de déces dans les services de réanimation (1). La réponse immunitaire au cours du choc septique
associe une réponse inflammatoire initiale importante responsable de I'état de choc et le
développement secondaire d’altérations du systéme immunitaire (3). De plus, un lien existe entre
I'intensité et la durée de I'état d’immunosuppression d’une part et le risque de développement
d’infection nosocomiale secondaire et de déces chez les patients d’autre part. Il est donc nécessaire
de mieux comprendre la réponse immunitaire des patients septiques afin de proposer des
thérapeutiques individualisées et adaptées (15). Il faut pour cela améliorer les outils de monitorage
et étudier de maniere exhaustive les différents acteurs de I'immunité innée et adaptative. De
nombreuses études portent d’ailleurs sur leurs altérations, associées parfois a des issues cliniques
défavorables (15).

Néanmoins, a ce jour, peu d’éléments sont connus sur le role des polynucléaires neutrophiles
dans la phase immunosuppressive du choc septique dans la mesure ol les études publiées ces
derniéres années se sont surtout focalisées sur les altérations des PNN lors de la phase précoce pro-
inflammatoire du choc. Cependant, des travaux récents leur conférant des propriétés
immunosuppressives ont mis en relief une potentielle implication des neutrophiles dans la phase
anti-inflammatoire du choc (5-8).

L’objectif principal de ce travail de thése était donc d’étudier les altérations phénotypiques et
fonctionnelles des polynucléaires neutrophiles chez des patients en choc septique sur des
prélevements tardifs, pendant la phase d'immunosuppression (J3-4 et J6-8 apres le début du choc),

en comparaison a des volontaires sains.

En paralléle, nous avons évalué différents protocoles de cytométrie en flux afin d’améliorer
le monitorage des patients et de maniere plus générale, la recherche translationnelle. Cet aspect,

plus technologique, représente le premier point de discussion.

I.  AMELIORATIONS DES OUTILS EN RECHERCHE TRANSLATIONNELLE

Les méthodes d’analyse des cellules individuelles sont essentielles pour la compréhension
des fonctions des cellules normales et la possibilité de modulation des cellules pathologiques. La
cytométrie en flux (CMF) est née du besoin d’automatisation du comptage des constituants
cellulaires du sang. Elle est ainsi devenue une technique standard afin de détecter a haut débit, des
marqueurs protéiques sur des cellules individualisées. Elle est désormais adoptée aussi bien en
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recherche qu’en routine clinique. Néanmoins, elle peut également étre chronophage, en particulier
pour les marquages intracellulaires ou les phosphoantigénes. De plus, une étape importante dans la

validation de la CMF comme outil d’étude est de s’assurer de sa robustesse et de sa standardisation.

a) Améliorations techniques

En collaboration avec Immunotech, nous avons eu la possibilité de développer et tester pour
la premiére fois de nouveaux protocoles de marquages intracellulaires, adaptés a la cytométrie en

flux.
Nous avons d’abord évalué le marquage FOXP3.

Les lymphocytes T régulateurs constituent une sous-population cellulaire importante dans la
régulation immunitaire. lls sont capables de supprimer les réponses immunitaires pathologiques
dirigées contre des antigénes extérieurs ou du soi. De maniére plus spécifique, les Treg pourraient
jouer un réle dans la réponse immunitaire et seraient affectés par un traumatisme ou un sepsis
(158). Ceci grace a leur implication directe avec des composants de I'immunité innée et adaptative.
De plus, I'analyse des Treg est de plus en plus considérée dans le développement de nouvelles
stratégies d’'immunothérapies. Par conséquent, une quantification précise pendant le protocole de
traitement est cruciale. Il existe des marqueurs de surface de substitution plus ou moins
représentatifs comme |'expression de la chaine a du récepteur a I'lL-2, le CD25 ou la faible expression
du récepteur a I‘IL-7, CD127 (368). Néanmoins, le marqueur de référence des Treg reste leur facteur
de transcription FOXP3 (forkhead box protein 3) (369). La nécessité de perméabiliser les cellules afin
d’atteindre FOXP3 rend leur étude plus hasardeuse. En effet, non seulement cette technique prend
du temps, mais elle est responsable de perte cellulaire, d’'une réduction de la fluorescence conjuguée
aux anticorps aboutissant a une quantification imprécise.

A partir de cette problématique, nous avons montré la robustesse d’un nouveau protocole
de perméabilisation en cytométrie en flux, en sang total (370). Il présentait de nombreux avantages :
une technique en une étape réalisée en seulement 90 minutes, pas besoin de controle isotypique
grace a son meilleur pouvoir discriminant. Cette méthode apparait adéquate pour une utilisation en

routine et dans des études cliniques prospectives en sang total.

Le développent d’anticorps phospho-spécifiques dirigés contre des épitopes uniques a
constitué une étape importante dans I'analyse des phosphoantigenes par cytométrie en flux et ouvre
la voie sur des perspectives d’études fonctionnelles. De plus, des marquages multiparamétriques,

incluant a la fois des marqueurs de surface et intracellulaire, permettent I'étude ciblée d’événements
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dans des sous-populations cellulaires données (371). Pourtant, encore ici, le besoin de
perméabilisation cellulaire et de purification est chronophage et les résultats demeurent
difficilement reproductibles et donc standardisables. Nous avons réussi a détecter la phosphorylation
de STAT5 en une étape, sur sang total, dans des échantillons cliniques (372). De plus, nous avons
utilisé le marquage intracellulaire de FOXP3 précédemment développé afin de mesurer
spécifiguement la phosphorylation de STAT5 dans les lymphocytes T régulateurs et dans les cellules
CD4+FOXP3- en réponse a des cytokines. Ce nouveau test fonctionnel sur sang total est réalisable en
70 minutes (372). Ce travail illustre l'intérét d’'une approche de cytométrie en flux dans le
monitorage des réponses pharmacologiques en pratique clinique quotidienne. A partir de cette
étude préliminaire, nous avons par la suite investigué la réponse ex vivo de sous-populations
lymphocytaires de patients en choc septique aprés stimulation par des doses croissantes de rhiL-7
grace a la mesure de la phosphorylation de STAT5 par cytométrie en flux. De maniére intéressante,
elle était significativement plus faible chez les patients non-survivants (373). Méme si ce protocole ne
peut pas tout a fait étre considéré comme un test fonctionnel a proprement parler (comme la
mesure de la prolifération lymphocytaire ou la production de cytokines), il permet d’examiner la
réponse cellulaire immédiate a une cytokine donnée. Ainsi, une telle méthode pourrait représenter
un outil biologique innovant en pratique clinique quotidienne pour monitorer la réponse
pharmacologique des cytokines a la suite de I'administration de biothérapies dans différents

contextes et notamment pour I'IL-7 impliquée dans plusieurs essais cliniques.

b) Standardisation du monitorage clinique

Les molécules du complexe HLA-DR font partie du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe Il. Elles participent a la présentation de I’antigene aux lymphocytes, étape clé du
déclenchement de la réponse immunitaire spécifique. La diminution de leur expression est proposée
comme étant le reflet d’'une perte de fonctionnalité. De plus, il a été montré que la perte de HLA-DR
a la surface des monocytes (mMHLA-DR) est également associée a leur incapacité a produire des
cytokines inflammatoires (374). Ainsi, étudier I'expression de mHLA-DR constitue un test facile a
réaliser et est le reflet de la fonctionnalité des monocytes. En conditions normales, tous les
monocytes d’un sujet sain expriment les molécules d’HLA-DR alors que lors de I'immunodépression
acquise en réanimation, on observe une baisse de cette expression dans les premiers jours suivant
I’agression primaire. A I'heure actuelle, la perte d’expression du HLA-DR a la surface des monocytes
est largement étudiée et est proposée comme marqueur de défaillance immune post-agression (128,

375). Dans de nombreuses études, la survenue d’infections nosocomiales et/ou la mortalité sont
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associées a une diminution persistante de mHLA-DR (sepsis, polytraumatismes, brQlures, arrét
cardiaque...) (129). Au cours du choc septique, la perte d’expression de mHLA-DR est corrélée a la
sévérité et a une évolution défavorable (141). La mesure de mHLA-DR aurait donc une valeur

pronostique (129).

Afin de pouvoir I'utiliser comme biomarqueur pronostique, il est nécessaire de standardiser
ces éléments, surtout en vue d’études multicentriques. Nous avons pour cela, réalisé une étude
clinique inter-laboratoires entre Lyon et Grenoble. Les prélévements ont été techniqués
simultanément entre les deux sites, avec le méme protocole de marquage. Les résultats ont ensuite
été analysés sur deux cytometres différents (Navios et FACS CANTO Il). Méme si ce travail aurait
mérité d’étre réalisé sur une cohorte plus importante, il souligne la robustesse de cette méthode et
son intérét dans des études multicentriques (376). Le mHLA-DR peut ainsi étre considéré comme un
biomarqueur capable d’identifier les patients candidats pour une thérapie immunostimulante. Sur la
base de cette technique, un PHRC est actuellement en cours, étudiant I'administration de GM-CSF
chez des patients en choc septique avec une expression de mHLA-DR inférieure a 8 000 (AB/C,

nombre d’anticorps fixé par cellule) en France (NCT02361528).

L'IL-7 semble étre un bon candidat dans le traitement du choc septique. Dans les essais
cliniques (175, 377), cette cytokine a été utilisée dans le traitement des patients présentant des
lymphopénies idiopathiques ou des pathologies induites par une lymphopénie sévere (patients
infectés par le VIH avec lymphopénie persistante en dépit d’une thérapie antirétrovirale efficace). A
I’'heure actuelle, les premiers résultats sont prometteurs. L'IL-7 induit une augmentation rapide de
cellules T circulantes (l'effet est stable plusieurs mois), une augmentation de la diversité du
répertoire et une diminution du pourcentage de Treg circulants. Plus de 500 patients ont regu de I'IL-
7 dans différentes situations cliniques et aucun effet indésirable notoire n’a été signalé. Ainsi, en
considérant les altérations lymphocytaires observées chez les patients septiques, I'IL-7 est
récemment apparue comme une molécule possible dans le traitement des états septiques séveres.
L'IL-7 fait d’ailleurs actuellement I'objet d’un essai clinique multicentrique (Lyon constitue I'un des 2
centres frangais) incluant des patients lymphopéniques (Valeur absolue lymphocytes < 0.9 G/I)
(NCT02640807). Les effets biologiques de I'lL-7 sont médiés via le récepteur hétérodimérique IL-7R,
composé d’une chaine a (CD127) et d’une chaine commune a d’autres récepteurs de cytokines (yc ou
CD132). Des formes de CD127 soluble (CD127s) ont été rapportées chez des sujets sains et
leucémiques : il s’agirait de variants tronqués d’épissage ayant perdu le domaine transmembranaire

et une partie du domaine intracellulaire (378). La forme soluble de CD127 garde cependant la
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capacité a lier I'lL-7. En vue de l'utilisation de I'lL-7 pour traiter les patients septiques, nous avons
ainsi étudié s'il existait une association entre le CD127s et I'occurrence d’événements indésirables et
donc si celui-ci pouvait constituer un biomarqueur d’intérét pour la stratification des malades (379).
Nous avons réalisé une étude mesurant le CD127s par une méthode ELISA sur une cohorte de 70
patients en choc septique et 41 volontaires sains (379). Nos résultats mettent en avant I'intérét de la
mesure du CD127s plasmatique dans l'identification d’un groupe de patients a risque plus important
de déces. Grace a une étude complémentaire plus poussée sur les corrélations et aspects
fonctionnels, nous pourrions imaginer d’utiliser ce biomarqueur dans la stratification des patients
dans des essais cliniques utilisant des thérapies immunoadjuvantes comme I'IL-7. Une étape
importante pour ['utilisation future du CD127s comme biomarqueur est d’optimiser le test ELISA
utilisé et ainsi permettre sa standardisation. Ce travail d’optimisation a été réalisé au sein du
laboratoire commun de recherche HCL-BioMérieux et a été validé sur une cohorte de confirmation

plus importante (cohorte MIP-réa, n=750 patients, article en préparation)

Ainsi, la premiere partie de ce travail a porté sur des aspects plus techniques de
standardisation et de mise au point de protocoles, notamment en cytométrie en flux. La nécessité de
travailler avec des outils performants et optimisés est une étape importante dans la recherche
translationnelle. Méme si nos travaux manquaient parfois d’effectifs (études de type preuve de
concept) et donc certainement de puissance statistique, nous avons pu montrer l'intérét de
nouvelles approches. Ces outils méritent maintenant d’étre évalués dans des cohortes plus

importantes.

. ETUDE DES PNN AU COURS DE LA PHASE IMMUNOSUPPRESSIVE DU CHOC SEPTIQUE

Les polynucléaires neutrophiles sont indispensables a la défense contre les micro-
organismes. Grace a leur réle de sentinelle, ils constituent la premiere ligne de défense du systeme
immunitaire inné. Néanmoins, peu d’études ont été réalisées jusqu’ici sur I'exploration de
potentielles altérations phénotypiques et fonctionnelles des PNN dans le choc septique. La plupart
d’entre elles portent sur des prélévements précoces aprés le début du choc et les données restent
parcellaires et controversées (139, 313). Des données récentes de la littérature (5-8) proposent un
nouveau réle immunosuppresseur des PNN, suggérant I'implication potentielle de ces cellules dans la
physiopathologie du choc septique. C'est dans ce contexte que nous avons réalisé une étude
observationnelle prospective des altérations phénotypiques, fonctionnelles et transcriptomiques des
neutrophiles lors de la phase immunosuppressive du choc septique. Cette étude s’est effectuée sur
une cohorte de patients prélevés quelques jours apres le début du choc comparés a des volontaires
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sains. L'objectif était d’explorer les principales fonctions des PNN : activation, chimiotactisme,

phagocytose et métabolisme oxydatif.

Alors que la plupart des études existantes mettent en avant une « hyper » activation des PNN
au début du choc (139), nos résultats lors de la phase immunosuppressive montrent plutét une
diminution de la capacité de migration des PNN ainsi qu'une diminution de la production de
composés bactéricides (especes réactives de I'oxygéne, myéloperoxydase, lactoferrine) alors que la
réponse aux cytokines (IL-8 et GM-CSF) et la phagocytose (apres stimulation par E. coli)

n’apparaissent pas altérées.

a) Chimiotactisme

En conditions normales, la L-sélectine, présente a la surface des neutrophiles interagit avec
des molécules de faible affinité a la surface des cellules endothéliales. Cette interaction permet aux
neutrophiles de s’attacher faiblement et ainsi de « rouler » sur la paroi du vaisseau, emportés par le
flux sanguin. Si les PNN entrent en contact avec un produit proinflammatoire ou infectieux (LPS,
fMLP), ils s’activent et expriment a leur surface des molécules d’adhésion de forte affinité : les
intégrines. Simultanément, les cellules endothéliales vont alors exprimer des molécules d’adhésion
de la superfamille des immunoglobulines (I-CAM, V-CAM). Cette nouvelle interaction permet aux
neutrophiles de se fixer fermement a la paroi du vaisseau sanguin et de traverser ensuite la couche
de cellules endothéliales, guidés par un gradient de chimioattractants (IL-8, C5a)(202). Dans notre
cohorte, nous observons une diminution de I'expression de la L-sélectine CD62L et de l'intégrine
CD11b. Peu de littérature existe sur la mesure de I'expression du CD62L et du CD11b sur des
prélevements plus tardifs (i.e., pendant 'immunosuppression). Néanmoins, les résultats des travaux
réalisés pendant la phase pro-inflammatoire du sepsis montrent plutét une augmentation du CD11b.
Elle est d’ailleurs associée a un risque de défaillance d’organes (380) ou a la sévérité (136). Muller
Kobold et al. soulignent également, sur des patients en sepsis, un lien entre I'expression augmentée
du CD11b et la mortalité avec une expression plus importante chez les survivants (330). Le CD11b et
le CD62L sont également considérés comme des marqueurs d’activation. En effet, 'augmentation
d’expression du CD11b associée a une perte d’expression du CD62L caractérise des PNN activés
(381). Nous avons ainsi mesuré ces variations d’expressions apres une stimulation avec du fMLP ou
de l'IL-8 et le méme schéma d’expression était retrouvé chez les patients dans la phase
immunosuppressive post-choc septique et les volontaires sains. Les neutrophiles des patients

semblaient toujours « activables ». Ainsi, la diminution d’expression observée dans notre cohorte est
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plus souvent retrouvée. Par exemple, Rogowski et al. mettent en avant cette down-régulation chez

des patients présentant des contextes inflammatoires variés (382).

Les chimiokines tiennent un role important dans le recrutement et I'activation des PNN.
L'interleukine-8 est un acteur essentiel pour la migration des neutrophiles dans de nombreux
contextes inflammatoires chez I'homme et I'animal (4). La réponse a I'IL-8 est médiée par
I'interaction avec deux récepteurs de haute affinité : CXCR1 et CXCR2. Ces récepteurs ont différents
ligands présentant des affinités variables : alors qu’ils interagissent avec I'lL-8 avec une affinité
équivalente, CXCR2 fixe également d’autres chimiokines telles que GRO-a (CXCL1), GRO-B (CXCL2) et
GRO-y (CXCL3). Chishti et al. ont montré une diminution de I'expression de CXCR2 jusqu’a 5 jours
aprés le début du choc par rapport a une cohorte de volontaires sains, alors que I'expression de
CXCR1 reste inchangée (136). Nous avons choisi d’étudier en parallele I'expression des deux
récepteurs et la migration des PNN en réponse au fMLP, a I'IL-8 et GRO-a. Nous observons une
diminution de I'expression des récepteurs chez les patients ainsi qu’entre les 2 prélevements pour un
méme patient. A J3-4, nous pouvons également noter une réduction du nombre de neutrophiles
ayant migré aprés stimulation avec un chimioattractant. Cette altération du chimiotactisme en
réponse a I'lL-8 et GRO-a peut étre en partie expliquée par la diminution des récepteurs CXCR1 et
CXCR2 a la surface des PNN. Pourtant, alors que I'expression des récepteurs aux chimiokines est
diminuée entre les prélévements a J3-4 et J6-8, on ne retrouve pas d’altération significative du
nombre de neutrophiles ayant migré en réponse a I'IL-8 et GRO-q, a J6-8. Il est a noter qu’une étude
de I’évolution dans le temps du chimiotactisme entre les 2 préléevements, comme réalisée pour les
récepteurs aux chimiokines, n’est pas possible dans notre étude car il s’agit de patients différents a
13-4 et J6-8. |l serait également intéressant de doser les chimiokines chez ces patients afin d’évaluer
si un rétrocontrole existe. Des cytokines comme le TNF-a, présentes au début du choc, sont capables
de diminuer I'expression des CXCRs in vitro (383). Néanmoins, d’autres mécanismes sont
certainement en jeu puisque les neutrophiles des patients répondent également moins bien au fMLP
(méme aJ6-8 — p =0.051).

Dans I’ensemble, les paramétres de chimiotactisme étudiés dans notre cohorte sont

diminués.

b) Phagocytose

Une fois activés par des produits bactériens ou des médiateurs endogenes, les neutrophiles
traversent les cellules endothéliales pour phagocyter et détruire les pathogenes. Dans de

nombreuses études, une augmentation de la phagocytose a été démontrée chez les patients en
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sepsis ou en choc septique lors de la phase précoce (138), mettant en avant une augmentation de
I'activité des PNN au début du choc. Cependant, d’autres auteurs mettent en évidence une
diminution (353) voire aucune altération de la phagocytose (384). Dans notre cohorte de patients
guelques jours aprés le choc, la phagocytose n’est pas significativement différente par rapport aux
volontaires sains et entre les 2 prélevements. Taneja et al. obtiennent ce méme résultat chez des
patients en sepsis sévere mais décrivent une différence dans I'activité phagocytaire des neutrophiles
en fonction de leur maturité ; en effet, dans cette étude, les PNN immatures des patients auraient
une phagocytose diminuée comparée aux PNN matures. Ainsi, I'activité phagocytaire moindre des
PNN immatures contrebalancerait la phagocytose plus importante des neutrophiles matures (354).
Drifte et al. ont aussi montré une capacité phagocytaire diminuée pour les neutrophiles immatures
comparés aux PNN matures chez des patients en sepsis et en SRIS (135). Etant donné que nous
mettons également en évidence dans notre cohorte de patients en choc septique, une population de
PNN immatures avec un phénotype CD10CD16, nous pourrions expliquer la phagocytose non
altérée dans notre cohorte de la méme fagon. Les capacités de phagocytose des différentes sous-
populations pourraient s’équilibrer. Il aurait fallu réaliser des expériences supplémentaires en
ajoutant des anticorps anti-CD10 et anti-CD16 dans I'étude de la phagocytose ou réaliser un tri de
sous-populations au préalable. Néanmoins, cette solution parait plus complexe étant donné Ia
fragilité des neutrophiles. Nous aurions pu aussi corroborer nos résultats avec d’autres techniques
d’étude de la phagocytose ou en utilisant différents stimulants. Cependant, les neutrophiles de nos
patients restant activables par fMLP, I'IL-8 ou le GM-CSF, leur capacité phagocytaire est peut-étre

tout simplement également conservée.

c) Métabolisme oxydatif/lactoferrine

Le métabolisme oxydatif représente I'un des plus importants mécanismes de défense
impliqués dans le contréle des infections bactériennes (199). La mise en place du métabolisme
oxydatif est nécessaire au début d’une infection pour essayer de contenir le pathogene mais la
persistance de cette activité peut aussi étre délétére pour I'organisme comme le montrent les
pathologies décrites dans la premiere partie. Plusieurs études portant sur des prélevements
précoces, montrent une augmentation de la production d’ERO chez des patients en sepsis, sepsis
sévere et choc septique (137). Santos et al. comparent la production d’ERO en réponse a P.
aeruginosa et S. aureus chez des patients a JO et J7 et observent une diminution du métabolisme
oxydatif a J7 uniquement avec S. aureus (357). Dans notre cohorte, apres une stimulation par E. coli,

nous observons également une diminution de l'index de stimulation (rapport des intensités
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moyennes de fluorescence des PNN positifs dans le tube stimulé avec Escherichia coli et des PNN
négatifs du tube contréle non stimulé) et donc du métabolisme oxydatif a J3-4 et J6-8.

La myéloperoxydase est une enzyme présente en quantité importante dans les granules
primaires des PNN. Grace a son activité de peroxydase, elle exerce une forte activité
antimicrobienne. Une étude réalisée sur 100 patients déficients en myéloperoxydase a montré que
ces derniers étaient plus sensibles aux infections séveres et aux pathologies inflammatoires
chroniques (385), soulignant I'importance de cette enzyme. Ainsi, la diminution de Ia
myéloperoxydase intracellulaire observée chez nos patients a J3-4 et J6-8 peut en partie expliquer
I"affaiblissement du métabolisme oxydatif que nous avons pu apprécier. Sugitharini et al. montrent
également une diminution d’expression de la MPO dans un contexte de sepsis néonatal (386) et
I’associent a un défaut de clairance bactérienne. De plus, la MPO est impliquée dans la formation des
NETs (226, 387) et une diminution de son expression pourrait étre délétere a un autre mécanisme de
destruction des pathogénes.

En paralléle, une diminution de I'expression intracellulaire de la lactoferrine, contenue dans
les granules secondaires, est observée a J3-4 et J6-8. Cette glycoprotéine se lie au fer et possede des
propriétés bactériostatiques et bactéricides. Cette diminution reste donc en accord avec les
altérations fonctionnelles observées dans notre cohorte. L’activité antimicrobienne directe et la
capacité d’atténuer les réponses inflammatoires sévéres de la lactoferrine ont d’ailleurs été étudiées
dans des modeéles animaux de sepsis (388, 389). Les résultats prometteurs ont ouvert la voie sur
I'intérét d’utiliser cette molécule chez I'homme. Des études chez les enfants prématurés dans des
services de réanimation spécialisés dans la néonatalité ont également donné des résultats
intéressants. En effet, dans une étude clinique randomisée, I'administration de lactoferrine bovine
par voie entérale chez des enfants de tres faible poids de naissance a démontré une réduction dans
I'incidence de sepsis tardif ou d’infection fungique invasive (390, 391). Elle a donc été ensuite testée
dans le traitement des enfants plus agés et chez les adultes. Ainsi, une forme recombinante de la
lactoferrine, la talactoferrine (TLF) a été testée dans une étude de phase Il impliquant 194 patients
en sepsis avec au moins une dysfonction d’organe, versus placebo (392). Les patients recevant la TLF
par voie orale ont présenté une réduction de la mortalité a 28 jours (mais pas a 6 mois). De plus,
cette diminution était plus marquée chez les patients présentant une sévérité plus prononcée avec
un score APACHE-II supérieur a 25. A partir de ces résultats, une phase Il/Ill a été entamée (efficacité
et inocuité de la TLF chez les patients en sepsis). Néanmoins, |'étude a été stoppée prématurément

étant donné le taux de mortalité plus élevé dans le groupe recevant de la talactoferrine.
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En conclusion, on observe une nette diminution des composés antibactériens lors de la phase

immunosuppressive du choc septique.

d) Réponse aux cytokines

Il est également intéressant d’étudier la réponse des PNN a une éventuelle stimulation par
des chimiokines ou cytokines. En effet, lors de la réponse inflammatoire, les neutrophiles se situent
au ceeur d’échanges avec les autres cellules du systéme immunitaire. Les PNN constituent a la fois
une source et une cible pour une variété de molécules pro-inflammatoires (cytokines : IL-1, TNF-q,
chimiokines : IL-8, facteurs de croissance : GM-CSF, G-CSF) et exercent par conséquent une partie de
leur activité pro-inflammatoire par une voie d’autorégulation. Nous avons étudié la réponse des PNN
des patients aprés une stimulation a des gradients d’IL-8 et de fMLP en mesurant I'expression du
CD11b. En effet, lors de I'activation des PNN, on observe une augmentation du CD11b a la surface
des neutrophiles. Ainsi, les neutrophiles des patients a J3-4 présentent une augmentation de
I'expression du CD11b en réponse aux gradients d’IL-8, parallele a celles des volontaires sains.

Nous avons également évalué la phosphorylation de STATS, un facteur de transcription, en
réponse a des doses croissantes de GM-CSF recombinant humain (GM-CSFrh). De méme, on ne
retrouve aucune altération de la réponse des neutrophiles des patients a J3-4 et J6-8 par rapport aux
volontaires sains. Ainsi, les PNN des patients semblent rester activables par différents types de
stimuli. Il serait intéressant d’étudier I'expression du récepteur au GM-CSF (CD116) a la surface des
PNN chez les patients. Dans une étude de Pangault et al., une diminution de I'expression de ce
récepteur a la surface des monocytes chez des patients en choc septique ou en sepsis simple était
associée aux marqueurs de sévérité (SAPS Il, intensité et nombre de défaillances d’organes). Cette
diminution était plus importante chez les patients en choc septique et ceux présentant un
évenement défavorable (déces, infection nosocomiale secondaire)(393). Nous pourrions par
exemple, comparer I'expression de ce récepteur a la surface des PNN et des monocytes chez les
patients et les volontaires sains et la confronter a la réponse au GM-CSFrh via la phosphorylation de

STATS.

e) Marqueurs d'immaturité et phénotype immunosuppresseur

L'étude phénotypique a mis en évidence des différences d’expression de plusieurs
marqueurs cellulaires montrant |'apparition de sous-populations de PNN. Nous observons
notamment une diminution de I'expression de la L-sélectine CD62L, du récepteur aux IgG FCyRlll
(CD16) et de la néprilysine (CD10) a la surface des PNN.

En particulier, pour un grand nombre de patients, une sous-population distincte
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CD10°™CD16"™ a été mise en évidence. Le CD16 et le CD10 sont des marqueurs de maturité des
neutrophiles et il est a noter que lors de la phase pro-inflammatoire du choc septique (394), il existe
un recrutement important de neutrophiles au niveau du pool marginé et de la moelle osseuse,
expliquant la présence de PNN immatures. C'est pourquoi nous avons voulu évaluer le stade de
maturité de cette sous-population grace a une étude morphologique. Le tri cellulaire a permis
d’isoler différentes sous-populations phénotypiques puis la lecture des lames au microscope optique
a mis en évidence des différences de segmentation du noyau et des granulations. Les PNN immatures
CD16°“™CD10%™ semblent étre hyposegmentés par rapport aux PNN matures CD16"€"CD10°"", Nous
observons donc la présence d’une population de PNN immatures en accord avec la littérature.
Néanmoins, son faible pourcentage (< 10 %) ne permet pas a lui seul, d’expliquer les altérations
fonctionnelles observées chez les patients. Il serait intéressant d’étudier la fonctionnalité des
différentes sous-populations, et notamment les PNN immatures CD16°™"CD10%™, en cytométrie en
flux grace a un marquage multi-couleurs avec nos marqueurs d’intérét (le CD16 et le CD10). Nous
pourrions comparer leur fonctionnalité avec celle des PNN matures CD16”"CD10°" comme décrit
par Drifte et al. (135). En effet, Drifte et al. ont étudié les fonctions immunitaires des neutrophiles
matures et immatures en se basant sur le phénotypage de CD16 (expression du récepteur FcyRlll)
chez des patients en sepsis ou présentant une réponse systémique inflammatoire et des volontaires
sains. lls ont montré que les PNN circulants des patients étaient dans I'ensemble moins matures que
ceux des contrdles et que ces PNN immatures étaient globalement moins efficaces (chimiotactisme,
bactéricidie, phagocytose diminués) comparés aux PNN matures. Il reste encore a déterminer si
I'immaturité des neutrophiles lors du sepsis a une incidence clinique importante sur les défenses

immunitaires des patients.

Pillay et al. ont récemment mis en évidence une sous-population de neutrophiles présentant
des propriétés immunosuppressives et un phénotype distinct (Pillay JCI 2012). En effet, trois heures
apreés l'injection de LPS en intraveineux chez des volontaires sains, plusieurs sous-populations de PNN
apparaissaient dont des neutrophiles CD16°"CD62L"™ capables d’inhiber la prolifération des
lymphocytes T. Dans la cohorte de patients septiques, nous avons également noté une diminution du
CD62L et I'apparition de cette sous-population chez certains patients. Apreés tri et lecture sur lame,
cette sous-population immunosuppressive apparait hypersegmentée et dégranulée. Néanmoins, la
faible fréquence et le pourcentage limité de cette sous-population chez les patients septiques ne
nous a malheureusement pas permis de faire des analyses spécifiques plus poussées. De plus, alors
qgue la moelle osseuse libere des neutrophiles immatures, la problématique de la demi-vie de ces

sous-populations mériterait d’étre abordée. En effet, les PNN semblent étre des cellules a courte
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durée de vie. Méme si, on observe une diminution de |'apoptose et une recrudescence du
recrutement, leur implication dans la régulation immunitaire est difficile a concilier avec leur
longévité. Tak et al. ont réévalué la production des PNN dans la moelle osseuse, leur circulation, le
pool marginé, ainsi que |'apres-circulation a partir de la littérature et de nouvelles expériences.
Cependant, l'utilisation de traceurs toxiques ou la fragilisation des PNN par manipulation ex vivo
affectent les cinétiques et il est ainsi difficile de conclure sur une différence de demi-vie entre des

sous-populations (198).

Pillay et al. assimilent le réle de la sous-population immunosuppressive CD16'CD62L" aux
cellules myéloides suppressives (MDSC). Les MDSC ont été caractérisées pour la premiére fois dans
des modeéles murins tumoraux et chez des patients atteints de cancer. Cette population hétérogene
de cellules myéloides immatures présente une activité suppressive via un contact cellulaire proche.
Compte tenu de la physiopathologie du choc septique, des études récentes se sont intéressées au
potentiel réle des MDSC dans I'immunosuppression, notamment dans la réponse inadaptée des
lymphocytes T, observée chez les patients atteints de choc septique. De plus, I'expansion et
I’activation des MDSC étant stimulées par différents facteurs inflammatoires, ces cellules pourraient
étre impliquées deés la phase pro-inflammatoire du sepsis. Delano et al. (395) ont mis en évidence
pour la premiére fois I'augmentation du nombre de cellules Gr-1* CD11b" dans la rate, les ganglions
lymphatiques et la moelle osseuse dans un modéle murin de sepsis polymicrobien. De plus, ce
nombre reste élevé pendant 12 semaines. Ces cellules représentent une population hétérogene de
progéniteurs de la lignée myéloide immatures, en prolifération et produisent des quantités
importantes de médiateurs inflammatoires. Cette expansion cellulaire implique la voie de
signalisation de Myd88. Dans ce modeéle, les cellules Gr-1" CD11b" contribuent a I'inhibition de la
production d’IFN-y par les lymphocytes T CD8+ et a la polarisation de la réponse d’un profil Thl vers
Th2, inhibant ainsi les cellules T. Enfin, ils mettent en évidence des différences phénotypiques des
MDSC au cours du processus inflammatoire. Ren et al. (396) se sont intéressés a la localisation des
MDSC 7 jours post CLP. lls ont montré que les cellules Gr-1" CD11b" s’accumulent et restent dans le
foie, et présentent un phénotype immature, plutét hétérogene. De plus, ces MDSC sont capables
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4+ de maniére concentration-dépendante via la
sécrétion d’oxyde nitrique synthase et non via l'arginase. Du reste, si on induit une insuffisance
hépatique 2h apres le transfert de MDSC provenant du foie de souris septique chez une souris
normale, cela permet d’en diminuer la mortalité. Un autre mécanisme entre en jeu dans l'inhibition
des cellules T par les MDSC aprés un stress traumatique. En effet, dans un travail de Makarenkova et

al. (261), on trouve ici les cellules Gr-1" CD11b" dans la rate et I'inhibition des cellules T par inhibition
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de la prolifération, diminution de la production d’interleukine 2 et diminution d’expression du
récepteur T (TCR) se fait via la production d’arginase. Le mécanisme d’action des MDSC n’est donc
pas le méme dans les différents processus inflammatoires. Dans un article de 2011, Cuenca et al.
(397) soulignent le réle paradoxal des MDSC dans le sepsis et trauma. En effet, ils notent que les
MDSC pourraient étre un composant physiologique de linflammation plutét qu’une réponse
pathologique au développement d’une tumeur. De plus, les MDSC présentent des différences
morphologiques et fonctionnelles selon les tissus et les conditions inflammatoires. Brudecki et al.
(398) ont voulu développer ce point en proposant des modeles murins de sepsis précoce (jour 3) et
tardif (jour 12). lls mettent ainsi en évidence que le transfert de MDSC GR-1" CD11b" provenant de
sepsis précoce ou tardif affecte différemment la réponse inflammatoire in vivo et la survie. Lors du
transfert de MDSC de souris avec un sepsis précoce, la production de cytokines pro-inflammatoires
augmente et la survie est diminuée alors que le transfert de MDSC de souris avec un sepsis tardif
aboutit a 'accumulation des cytokines anti-inflammatoires avec un meilleur taux de survie. De plus,
ils montrent que des mécanismes inflammatoires différents existent selon la phase du sepsis : les
cellules Gr-1" CD11b" de souris avec un sepsis précoce produisent des quantités importantes d’oxyde
nitrique tandis que les MDSC de souris avec un sepsis tardif ont une activité arginase augmentée. Il
existe donc des changements séquentiels lors du processus inflammatoire du sepsis, la population
hétérogene de MDSC devient plus immature et adopte un profil anti-inflammatoire. Une autre étude
(399) met aussi en avant les différences entre les MDSC prélevés 3 jours (J3) aprés le début du sepsis
et ceux prélevés 10 jours apres (J10). Dans les 2 cas, les MDSC sont capables d’inhiber la prolifération
des cellules T mais celles prélevées a J10 sécrétent plus de cytokines en réponse a une stimulation au
LPS et libérent plus d’espéces réactives de I'oxygéne en réponse a I'lL-6. Les cellules Gr-1" CD11b"
isolées a J3 se développent mais ne sont pas capables d’étre activées avant J7-10. De plus, les MDSC
prélevées a J10 sont capables d’atténuer localement les cytokines inflammatoires, de faciliter la
clairance bactérienne et améliorent donc la survie. Les MDSC pourraient alors avoir un effet
protecteur dans le sepsis. Ceci rejoint le travail de Sander et al. (400) qui ont montré que I’expansion
des MDSC lors du sepsis peut avoir un effet bénéfique en inhibant la libération de cytokines pro-
inflammatoires et donc en contrélant la réponse inflammatoire. lls ont également mis en évidence
qgue la production de protéines hépatiques de la phase aigué (APP) comme le sérum amyloide A
(SAA), dépendante de gp-130, favorise la mobilisation et la survie des MDSC, reflétant ainsi le lien
entre les hépatocytes et les cellules de I'immunité innée au bénéfice du contréle de I'infection. De
plus, Guérin et al. soulignait la présence de granulocytes CD10°™CD16"™ associée a la prédiction

d’une détérioration du sepsis, mais également identifié au sein de cette population, des MDSC
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CD14"8CD24"* capables d’inhiber les lymphocytes T en co-culture. Cette population était également

associée avec une lymphopénie des T CD3+ et T CD4+ (8).

Les morphologies et caractéristiques des différentes sous-populations de neutrophiles sont
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représentées dans la Figure 23 suivante.
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Figure 23 : Représentation schématique des sous-populations de neutrophiles circulants présentes lors d’'une

inflammation séveére (401)

Les MDSC constituent ainsi une population hétérogéne intéressante dans
I'immunosuppression post-septique. Néanmoins, beaucoup d’éléments restent encore a découvrir
concernant les MDSC, notamment leur phénotypage chez ’homme. Ci-dessous, un tableau résumant
les différents phénotypes mis au point a ce jour pour les identifier dans plusieurs types de cancer

(402).
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MDSC subtype Phenotype Patients References
M-MDSC (D14" HLADR v DLECL, melanoma, colon cancer, Tadmer [48|, Filipazzi | 26], Poschie (47, Zhao [12],
HCC, NSCLC, RCC Hoechst [46], Mao |11}, Arihara | 27|, Huang | 36], van
Cruijsen |54|
(D147 IL4Ra Melanoma, colon cancer Mandruzzato |21
D14 Ch33" (D3 (warian cancer Obermajer |30/
CD11b* HIA-DR ™ D14 Melanoma Weide [49]
Lin HLA-DR (D14° Melanoma Meyee |55]
(D11b* HIA-DR™ CD14' C033° Melanema Rudolph [25]
HLA-DR CD33" @15 4 RCC Ko | 18]
(CD33" HLA-DR ~ Lin- CD15 HNSCC, NSCLC, BC Almand |23]
D11k’ CD14" HLA-DR CD124° CD33° BC Verma [16]
Lin CO110™ HLA-DR CDN4° (D35 Melanoma Jordan |50]
(D45* Lin- HLADR ™ CD14* CD15%  Melanoma Schilling | 15]
(DEGL CD33" (D116 arginasel
i 1 ohid
D14° HLA-DR ™ CD11b* CD33* HMSCE Vasguez-Dunddel |25]
(D34 arginase 1" Ros™
G-MDSC @5 Pancreatic cancer, colon cancer, Schmietau [43]
BC
11b* CO14 RCC, 6C Rodriguez |17, Ochoa |39, Wang |22
(D66L™ 5500 Head and neck cancer, lung Brandau | 14|
cancer, bladder cancer, carcinoma
of urerer
D15 CD11b (D14 RCC Zea [440]
M11h' o4 (D33° MM Ramachandran (50|
(DEEDL CO33™ HLA-DR Head and neck cancer Trellakis [13]
HLA-DR-CD33"* CD15" CD14 RCC ¥ao | 18]
(D15 CD33" CD11b CD14 NSCLC Liu [41]
(D15 CD33° CD11b" HLADR BC Mundy-Bosse [45]
(D11h* CO33" HLA-DR CD14 Esophageal cancer Jiag (42]
(D14 HLA-DR-CD11b" (D337 HCC Kalathil (61|
0116* C014 - HLA-DR "™ M33* HULE) Gorgun [52]
15
CD11b" CD14 (DBER" CDN24° D157 BC Verma [ 16]
Lin- CO11h* HLA-DR - CB14- CD33° Melanoma Jordan |50]
(D45" Lin HLA-DR CD14 €DI5" Meianoma Schilling [ 15]
(DEGL" CD33° O 1L argnasel”
o6 Mo
Fibrocytes C011b" HLA-DR CD11c™ D123 Pediatnic sarcomas Zhang (18]

o4

MDSC unclassifisd m34° HMSEC Lathers |7], Young | 10}, Pandic |8], Young | 9], Garrity

[11], Pak |8]

(D33" HLA-DR RCC Ko |53], Feng [24]

33 Conb” NSOLC Srivastava |59

D11h" HIA-DR Pancreatic cancer Annels [57]

CD33° HLA-DR Lin '™ Renal cancer, HCC, SCLC Mirza [51),Shen |37, iclozan [52)

CD11bh" HLA-DR CD3Y RCC Wang 56|

D11v” CO33" HLA-DR - CD11¢ Skin 5CC Gehad [32]

Lin~ CD45" CD33°
Lin '™ HIA-DR CD115" €033

Ovarian Cancer

Colon cancer, pancrearic cancer,
esophageal cancer, GC, BC,
Sarcoma

Cui (20
Zhang [4], Gabitass | 28], Diaz-Montero [2]

HLA-DR Lin~ B7-2 CD40 HNSCC, NSCLC, BC Almand 3]
HLA-DR CD33" (D15 (D14 Lin RCC Ko [18]
(D45' CO13* CD3I3* (D14 D15 BC u [44]

Tableau 7 : Différents phénotypes des MDSC humains (402)

f) Mortalité

En s’intéressant a la mortalité a 28 jours dans notre cohorte de 43 patients, avec un nombre
aussi faible de non survivants (n = 8, 19%), peu de parameétres se révelent différents entre les
survivants et les non survivants. Ainsi, les paramétres immunologiques classiquement décrits comme
prédicteurs de la mortalité (mHLA-DR a J3-4, pourcentage des Treg, valeur absolue des T CD4 a J3-4)
ainsi que les scores de sévérité SOFA et SAPSII ne sont significativement pas différents entre ces deux
groupes de patients. Ceci peut s’expliquer par la taille de la cohorte et la sévérité clinique. Nous

parvenons aux mémes conclusions concernant la prédiction d’infections nosocomiales secondaires.
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Néanmoins, parmi les paramétres étudiés, la myéloperoxydase mesurée a J6-8 semble étre le
meilleur marqueur indépendant, prédicteur de mortalité a J28 (régression logistique / Modéle de
Cox : Odds ratio : 8.39 — p-value = 0.033 — Intervalle de confiance a 95% : 1.185-59.441). De plus, la
présence de PNN immatures CD10%™CD16%™ 3 J6-8 est associée a une mortalité plus élevée (log-rank
test p = 0.040).

Des analyses complémentaires sur une cohorte additionnelle plus importante sont

nécessaires pour mieux évaluer l'intérét potentiel de ces deux biomarqueurs.

g) Etude transcriptomique

Considérant la complexité du réseau de signalisation des PNN, un profil d’expression du
génome complet est primordial (403). Ainsi, un objectif de cette these était également d’étudier la
réponse transcriptomique de neutrophiles purifiés (via I'’étude de 'ARNm) de patients en choc
septique. L’expression des génes été comparée entre les patients prélevés a J3-4 et 16-8 et les
volontaires sains. Dans notre cohorte, 364 génes étaient up-régulés et 328 étaient down-régulés chez
les patients. Apres une étude fonctionnelle de ces génes différentiellement exprimés, les variations
observées étaient concordantes avec la littérature du sepsis. En effet, nous avons observé une
diminution d’expression des genes impliqués dans I'apoptose des neutrophiles (STK4, Caspase 8...),
dans leur recrutement et le chimiotactisme (CREB1, RICTOR, SH3BP2, TPST, MMP9) et une
augmentation d’expression des génes a l'origine des propriétés antimicrobiennes (ARG1, STOM,
ADAMS9...). Par ailleurs, l'arginase 1 (ARG1) a pour propriété d’inhiber la prolifération des
lymphocytes T en dégradant I'arginine extracellulaire, aboutissant a une réponse réduite des T a une
stimulation CD3/TCR. Chez ’lhomme, I'’ARG1 est stockée sous forme inactive dans les granules des
neutrophiles et s’active lors de sa libération. Elle peut également étre produite par les MDSC (404).
L'expression du géne de I’ARG1 est augmentée dans les échantillons des patients, soulignant ainsi la

potentielle implication d’'un mécanisme immunosuppresseur.

h) Intérét du CD177

De maniére intéressante, dans notre cohorte, CD177 semble étre le geéne le plus
différentiellement exprimé entre les patients en choc septique et les volontaires sains. En effet, on
observe une augmentation d’expression du CD177 chez les patients. Ceci est concordant avec la
littérature qui souligne une implication du CD177 dans la réponse des PNN a une infection ainsi
gu’une augmentation de I’ARNm du CD177 dans des pathologies séveres avec neutrophilie comme le
sepsis sévere (405, 406). CD177 semble étre impliqué dans I'adhésion des neutrophiles au niveau des
cellules endothéliales et dans la migration transendothéliale grace a son interaction avec PECAM-1
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(407). Nous avons également retrouvé une augmentation d’expression du CD177 au niveau
protéique dans la cohorte de patients en choc septique. En particulier, les intensités de fluorescence
de CD10 et CD177 étaient négativement corrélées. Comme décrit précédemment, une diminution
d’expression de CD10 est caractéristique des cellules myéloides immatures (394). Passamonti et al.
ont observé que les PNN isolés de la moelle osseuse de volontaires sains ou a partir de sang
périphérique aprés une administration de G-CSF, présentaient un niveau d’expression de '’ARNm de
CD177 plus élevé. Ceci souligne une expression génique plus élevée de CD177 dans les stades
précoces de la maturation des neutrophiles (408). Ces résultats ont été confirmés par cytométrie en
flux apres I'administration de G-CSF pendant 10 jours a des volontaires sains. En effet, I'expression
du CD177 augmentait aprés 2 jours de traitement (409). de Kleijn et al. ont mis en avant, dans un
modele expérimental d’endotoxémie humaine, que lors d’une inflammation systémique précoce, le
profil d’expression génique suggere une combinaison d’activation des PNN circulants avec la
mobilisation de neutrophiles issus de la moelle osseuse, notamment caractérisés par une up-
régulation de CD177 (410). Enfin Hu et al. ont observé I'émergence graduelle de CD177 sur la
membrane des PNN lors de la maturation dans la moelle osseuse. Surtout, dans cette étude, CD177
était le plus exprimé dans les band cells (411). Ainsi, on peut considérer I'intérét de CD177 comme
marqueur de la maturation des neutrophiles sortants de la moelle osseuse. De plus, CD177 peut étre
évalué comme marqueur d’activation qui augmente dans un contexte d’inflammation/infection,
comme le CD64, un indicateur sensible et spécifique des infections systémiques et des sepsis chez
I’adulte, I'enfant et le nouveau-né (329). Le CD177 pourrait donc étre considéré comme marqueur
diagnostique au début du développement de I'inflammation/infection. Néanmoins, ce point mérite

des études plus poussées et dédiées, impliquant différentes pathologies inflammatoires.
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4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le coeur de cette thése, basé sur I'étude des polynucléaires neutrophiles, a permis de mettre
en évidence des altérations phénotypiques, fonctionnelles et transcriptomiques chez les patients en
choc septique lors de la phase immunosuppressive en comparaison a des volontaires sains. Nous
avons également pu souligner la présence, chez les patients septiques, de sous-populations de PNN
présentant des différences morphologiques. Néanmoins, un des objectifs de notre travail qui était de
retrouver la sous-population CD16""CD62L ™ décrite par Pillay et al. chez des patients en SRIS, n'a
pas été atteint. En effet, elle était peu représentée, ne nous permettant pas de réaliser des analyses
complémentaires. En revanche, une population de PNN immatures CD10™CD16%™ a été retrouvée
plus fréquemment dans notre cohorte. Par conséquent, la contribution des sous-populations,
notamment des PNN immatures, dans le contexte de I'immunosuppression induite par les états
septiques séveres, mérite d’étre approfondie, en particulier au niveau fonctionnel (i.e., marquages
multi-couleurs en cytométrie en flux). Nous pourrions également comparer le phénotypage et les
propriétés de nos sous-populations avec MDSC. Cette population hétérogéne de cellules myéloides
immatures présente une activité suppressive et des études récentes s’interrogent sur leur potentielle
implication dans I'immunosuppression, notamment dans la réponse inadaptée des lymphocytes T,

observée chez les patients atteints de choc septique.

L'intérét du CD177 comme marqueur d’activation et de maturité des neutrophiles mérite
également d’étre investigué dans des cohortes plus importantes impliquant différents contextes
inflammatoires/infectieux. De plus, la perte de myéloperoxydase et lactoferrine, la diminution du
chimiotactisme, la présence de cellules immatures et leur lien avec la mortalité et les MDSC
pourraient contribuer au contexte d’'immunosuppression présent chez les patients en choc septique.
Ainsi, en lien avec cette notion d’'immaturité, le role spécifique du CD177 reste a élucider. Au final,

les pistes d’exploration futures convergent donc vers la population de neutrophiles immatures.

Comme nous I'avons documenté dans la premiére partie et avec nos travaux personnels, les
outils de monitorage s’améliorent et il est maintenant possible d’envisager des travaux de plus
grande envergure en recherche translationnelle. La meilleure caractérisation des patients sur le plan
immuno-inflammatoire sera probablement un des facteurs de réussite de I'immunomodulation

adjuvante.

172



5. ANNEXES

ANNEXE | :

e Inter-laboratory assessment of flow cytometric monocyte HLA-DR expression in clinical

samples. Cytometry B Clin Cytom. 2013 Jan-Feb;84(1):59-62.

e Assessment of a novel flow cytometry technique of one-step intracellular staining: example

of FOXP3 in clinical samples. Cytometry B Clin Cytom. 2013 May;84(3):187-93.

e STATS phosphorylation in T cell subsets from septic patients in response to recombinant

human interleukin-7: a pilot study. J Leukoc Biol. 2015 Apr;97(4):791-6.

e Elevated plasmatic level of soluble IL-7 receptor is associated with increased mortality in

septic shock patients. Intensive Care Medicine 2014 Aug;40(8):1089-96.
ANNEXE Il :

e Altérations phénotypiques et fonctionnelles des polynucléaires neutrophiles dans les états

septiques séveres. Revue Francophone des Laboratoires. Mai 2014, n°462:65-71.

e Intracellular flow Cytometry improvements in clinical studies. Methods in Molecular Biology —

in press

173



ANNEXE |

174



Brief Communication

Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 84B:59-62 (2013)

Inter-Laboratory Assessment of Flow
Cytometric Monocyte HLA-DR Expression in
Clinical Samples

Julie Demaret,'* Alexandre Walencik,’ Marie-Christine Jacob,’ Jean-Francois Timsit,*
Fabienne Venet,"? Alain Lepape,”’ and Guillaume Monneret"*
1Hospices Civils de Lyon, Hopital Edouard Herriot, Laboratoire d’ Immunologie, Lyon F-69003, France
2EAM 4174, HCL-Université Claude Bernard Lyon 1, Lyon, France
3Centre Hospitalo-Universitaire Albert Michallon, Laboratoire d’immunologie, Grenoble, France
“Université Grenoble 1, UFR Santé, Albert Michallon Hospital, Medical ICU, Grenoble, France
®Hospices Civils de Lyon, CH Lyon-Sud, Réanimation, Lyon, France

Background: Diminished expression of human leukocyte antigen DR on circulating monocytes
(mHLA-DR) is a reliable indicator of immunosuppression in critically ill patients, predictive of both
adverse outcome and septic complications. The objective of the present work was to test, in an inter-
laboratory clinical study, a standardized protocol for mHLA-DR measurement by flow cytometry.

Methods: mHLA-DR was assessed in fresh whole bhlood according to a standardized staining protocol.
Cells were analyzed on different flow cytometers (FC500, Navios, FACS Canto II) in different laboratories
(Lyon and Grenoble). Results were expressed as numbers of antibodies bound per cell (AB/C).

Results: Correlations between results were excellent (Pearson and interclass correlation coefficients >
0.98). Coefficients of variations for intra-assay precision ranged from 1.9 to 3.2%. Conclusion: The
present report highlights the robustness of this standardized flow cytometric protocol for mHLA-DR mea-
surement in multicentric clinical studies. © 2012 International Clinical Cytometry Society
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After severe stress/injury, the development of a state
of immunosuppression is now a well-documented phe-
nomenon in intensive care unit (ICU) patients. This
might directly participate in detrimental outcome and in
lowering patients’ resistance to secondary infections
(1,2). Therefore, it is now hypothesized that restoring
immune functions in ICU patients could represent a
major therapeutic avenue (3). Preliminary clinical trials
in the field, testing either IFN-g or GM-CSE have shown
promising results (4-6). Nevertheless, a crucial aspect is
our capacity to identify only the most immunosup-
pressed patients (i.e., who could benefit the most from
immunostimulating therapies).

To date, a diminished expression of human leukocyte
antigen-DR on circulating monocytes (mHLA-DR) meas-
ured by flow cytometry is consensually accepted as a

© 2012 International Clinical Cytometry Society

reliable indicator of immunosuppression in critically ill
patients (2). In terms of functionality, monocytes with
low HLA-DR expression are known to be unable to
mount a pro-inflammatory response to any subsequent
bacterial challenge or to properly present antigens to T
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cells (2,7). In terms of clinical information, decreased
mHLA-DR has been shown to be predictive of both
adverse outcome and septic complications after trauma,
surgery, pancreatitis, burn, and septic shock (8-11).
Recently, mHLA-DR has been used to stratify the
administration of GM-CSF in a clinical trial including a
small cohort of septic patients (6). This biomarker-guided
GM-CSF therapy appeared safe and effective in restoring
monocytic immunocompetence and shortening the dura-
tion of mechanical ventilation and hospital/ICU stay (6).
Therefore, the next challenge would be to design a multi-
centric clinical trial to test this hypothesis in a large
cohort of patients. However, a prerequisite is to ensure a
standardized flow cytometric protocol for mHLA-DR mea-
surement, so as to obtain reproducible results between
centers. Regarding this aspect, pre-analytical requirements
have been published in 2002 (12). Then, an international
group of experts established a consensually accepted
standardized protocol in 2005 (13). Using this standar-
dized protocol, the objective of the present work was to
assess the reproducibility of flow cytometric mHLA-DR
measurements in an inter-laboratory clinical study.

MATERIALS AND METHODS
Cell Preparation and Flow Cytometric Analysis

Samples of peripheral blood were collected in EDTA
anticoagulant tubes. The protocol (thereafter called
“standardized protocol”) has been extensively described
in 2005 (13). Briefly, whole blood (50 pL) was stained
with 20 pL of QuantiBrite HLA-DR/Monocyte mixture
(QuantiBrite anti-HLA-DR PE (clone L243)/Anti-mono-
cytes (CD14) PerCP-Cy5.5 (clone M®P9), Becton Dickin-
son San Jose, CA, USA) at room temperature for 30 min
in a dark chamber. Alternatively, cells were stained with
FITC-labeled anti-CD14 (BeckmanCoulter, Miami, FL) and
PE-labeled anti-HLA-DR (clone L243, Becton Dickinson-
Pharmingen, San Jose, CA) at room temperature for 30
min in a dark chamber according to a previously used
protocol (thereafter called “alternate protocol" (11)).
Samples were then lysed using the FACS Lysing solution
(Becton Dickinson) for 15 min. After a washing step,
cells were analyzed on three different flow cytometers:
FC500, Navios (BeckmanCoulter) and FACSCanto-II (Bec-
ton Dickinson). A lyse-no wash procedure was also eval-
uated for some samples. Monocytes were first gated out
from other cells on the basis of CD14 expression and
mHLA-DR expression was then measured on their sur-
face (mono-parametric histogram) as median of fluores-
cence intensity related to the entire monocyte
population (as recommended by manufacturer). These
results were then transformed in AB/C (number of anti-
bodies fixed per cell) thanks to calibrated PE-beads (BD
QuantiBriteTM - PE Beads, Becton Dickinson) that were
run on each flow cytometer.

Results obtained with FC500 and Navios flow cytome-
ters, both located in the same laboratory in Lyon (Immu-
nology Laboratory, HOp. E. Herriot), were first
compared. In this case, cell stainings (i.e., standardized

and alternate protocols) were performed within 2 h
after blood collection. Every sample was obtained from
our routine workout (17 septic shock patients, 12 HIV-
infected patients, and 13 healthy donors). In a second
experiment, comparison was made between results
obtained in Lyon (Navios) and Grenoble (FACSCanto-II)
according to the standardized protocol. Samples were
obtained in Lyon ICU (z = 5), Grenoble ICU (n = 6)
and from healthy donors (z = 3). As there is a 90 min-
drive between the cities of Lyon and Grenoble, samples
were collected on the same day as follows. First, Lyon
samples were obtained at 8:30am immediately placed on
ice and driven to Grenoble. Meanwhile, in Grenoble,
samples were collected at 9:30am and stored on ice. At
10:00am in Grenoble, every sample (i.e., from Lyon and
Grenoble) were split in two aliquots. The first batch of
aliquot was driven to Lyon on ice, the second stayed on
ice in Grenoble. Finally, at 12:00am, staining procedure
was simultaneously started in both centers after phone
call to ensure a perfect synchronization.

Statistical Analysis

Correlations were evaluated using the Pearson’s corre-
lation coefficient and intra-class correlation coefficient
tests. The statistical analyses were performed using SPSS
software (version 16.0, SPSS, Chicago, IL).

RESULTS

FC500 (Alternate Protocol)/Navios
(Standardized Protocol) Comparison

In a previous study (11), we set up a homemade pro-
tocol based on the same principle as the standardized
procedure for mHLA-DR measurement (i.e., monocyte
identification through CD14 expression / PE-HLA-DR -
clone 1243, Becton for HLA-DR expression measurement
and QuantiBrite beads for calculation of AB/C) but with-
out using the ready-to-use QuantiBrite mixture. As a first
step, we compared this protocol run on a FC500 flow
cytometer to the standardized protocol run on a Navios
analyzer. For this purpose, we included 42 samples.
Results are shown in Figure 1A. An excellent correlation
was obtained between protocols (y = x + 582, r: 0.98,
P < 0.001) without any outlier.

Navios (Lyon) / FACSCanto-1l (Grenoble) Comparison

In a second step, we compared results of clinical sam-
ples stained according to the standardized protocol but an-
alyzed simultaneously in two different laboratories on flow
cytometers provided by different manufacturers (Navios -
BeckmanCoulter and FACSCanto-Il - BectonDickinson).
Again, we observed an excellent correlation (y = 1.05x +
258, 1 0.99, p < 0.001 and intra-class correlation coeffi-
cient: 0.996, p < 0.001). Indeed, results were thus found
to be identical between centers (Fig. 1B).

Wash/No Wash Procedure and Method Precision

As the necessity for a washing step before data acqui-
sition on flow cytometers was not definitely established

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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Fic. 1. Comparison of FC500 (alternate protocol) and Navios (standardized protocol) results in a same laboratory. 47 blood samples from patients
(12 HIV-infected and 17 ICU patients) and 13 healthy donors were either treated according to homemade staining procedure (11) or the standar-
dized protocol (13). Cells were washed after staining. Results were expressed as number of antibodies bound per cell (AB/C). B. Comparison of
Navios — Lyon (standardized protocol) and FACS Canto Il - Grenoble (standardized protocol) results. 14 blood samples from ICU patients (n = 11)
and healthy donors (n = 3) were treated according to standardized procedure (13). Cells were washed after staining. Results were expressed as num-
ber of antibodies bound per cell (AB/C).c. No wash procedure results comparison (standardized protocol, Navios — Lyon and FACS Canto Il — Greno-
ble). 14 blood samples from ICU patients (n = 11) and healthy donors (n = 3) were treated according to standardized protocol (13). Cells were not
washed after staining. Results were expressed as number of antibodies bound per cell (AB/C). b. Wash-induced loss of mHLA-DR in Grenoble and
Lyon (standardized protocol). The effect of a washing step was evaluated by calculating the percentage of mHLA-DR loss in comparison with the no
wash procedure. 14 blood samples from ICU patients (n = 11) and healthy donors (n = 3) were treated according to standardized protocol (13).
Cells were either washed or not after staining. Results were expressed as number of antibodies bound per cell (AB/C) and as logarithmic regression.

in the 2005 standardized protocol (13), we assessed
again this aspect in both centers. As shown in Figure
1D, the wash procedure decreases mHLA-DR values.
This loss was more pronounced for the lowest mHLA-
DR wvalues. Nevertheless, when comparing results
obtained in both centers with the “no wash” protocol,
we again observed an excellent correlation (7: 0.99, p <
0.001 and intra-class correlation coefficient: 0.994, p <
0.001, Fig. 1C). In addition, in Lyon, the intra-assay pre-
cision was evaluated in the “wash” protocol by two
ways: one sample stained once and analyzed five times
or one sample stained five times and analyzed five times.
Importantly, this showed that, by using the “wash” pro-
cedure, the intra-assay coefficients of variations (CVs)
ranged from 1.9 to 3.2%.
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DISCUSSION

The major result of the present report is to show the
excellent correlation between mHLA-DR results obtained
in two different laboratories when the standardized pro-
tocol is performed according to previously described
pre-analytical recommendations (e.g., staining < 2 h af-
ter sampling or < 4 h at +4°C (12,13)). Measured on
clinical samples, this observation was valid between lab-
oratories, between different flow cytometers (Beckman-
Coulter and Becton-Dickinson) and was even found
when performed with slightly different staining proce-
dures (alternate versus standardized protocols). To the
best of our knowledge, such an inter-laboratory assess-
ment on fresh clinical samples has never been per-
formed since publication of the standardized protocol in
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2005 (13). In the original paper, only two clinical sam-
ples were sent to participating laboratories and staining
was started > 24 h after sampling (13). In this study,
coefficients of variation (i.e., values from different labo-
ratories) were found at 20% (mHLA-DR around 11,000
AB/C) and 15% (for mHLA-DR around 35,000 AB/C).
Meanwhile, some multicentric studies have been pub-
lished. However, whereas patients’ inclusions were mul-
ticentric, mHLA-DR measurements were all performed in
a single laboratory (6,14).

As initially reported (13), we observed that the final
washing step before cell acquisition induces a decrease
in mHLA-DR expression while both protocols remained
well correlated. As, in some cases, this loss may not be
reproducible due to non-specific antibody binding
caused by inflammation-induced up-regulation of Fc-y
receptors - which is obviously the case in ICU patients
- the wash procedure may be preferred. Furthermore,
this step clearly diminishes the non-specific background
and thus ameliorates cell identification on dot plots.
This may explain that we obtained an almost perfect
regression line (slope equals 1, intercept at the origin of
the »- and x-axes) when comparing results obtained
using the wash protocol between centers (Fig. 1B). In
line, regarding the wash procedure, intra-assay precision
CVs were found below 5% which is excellent for such a
manual technique. As far as we know, most groups that
have published on mHLA-DR (and that we have con-
tacted during completion of the manuscript) are cur-
rently performing this wash procedure, which is actually
not significantly time consuming. Collectively, these data
indicate that, although requiring one additional working
step, the final wash step is preferable.

To date, the main indication of mHLA-DR measurement
is to identify ICU patients at increased risk of nosocomial
infections/death. One promising application in the future
is to help these immunosuppressed patients in restoring
their immune defenses. As an example, decreased mHLA-
DR expression has recently been used to stratify the
administration of GM-CSF in a small cohort of septic
patients (6). This biomarker-guided GM-CSF therapy has
been demonstrated to be safe and effective for restoring
monocytic immunocompetence and shortening the time
of mechanical ventilation and hospital/ICU stay (6).
Patients were included into this prospective, randomized,
double-blinded, placebo-controlled trial on the basis of a
low mHLA-DR (i.e., below 8000 AB/C) on two consecu-
tive days. The next step would be to conduct multicen-
tric studies to validate these promising GM-CSF effects on
larger cohorts of patients by using this standardized
mHLA-DR procedure providing reproducible results
between centers.

More generally, regarding the measurement of mHLA-
DR after severe stress, a key challenge will be to delin-
eate, for each subgroup of ICU patients (i.e., burn,
trauma, sepsis, pancreatitis), the best thresholds defining
the risk of secondary infection / death. Indeed, it is very
likely that these thresholds will be different between sep-
tic shock, trauma or burn patients. Obviously, such per-

spective will rely on the use of flow cytometry, which is
now ready for clinical applications when standardized
protocols are properly designed and validated (15-17).

In conclusion, the present report and previous results
(13) highlight the robustness of this standardized flow
cytometry protocol for mHLA-DR measurement in multi-
centric studies.
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Background: By measuring multiple parameters on a single-cell basis, flow cytometry is a potent tool
to dissect the phenotypes and functions of cell subsets. However, hecause this technique may be time-
consuming, particularly for intracellular staining, it could be problematic for its use in daily routine or
in large cohorts. Recently, a novel reagent has heen developed to perform intracellular staining in one
step. The objective of our study was thus to assess this new method in comparison with the reference
technique by focusing on FOXP3 staining in clinical samples.

Methods: Peripheral blood was collected from 15 HIV-1-infected patients, 5 critically ill patients, and
5 healthy volunteers and stained using the two different methods. Different subsets of FOXP3 positive
cells were investigated by flow cytometry.

Results: When comparing results obtained with the two techniques, no statistical differences hetween
the percentages of CD4+F0XP3+, CD4+CD25+F0XP3+, and CD4+CD25+CD127—-F0OXP3+ cells were
observed. Besides, a strong correlation between percentages of CD4+FOXP3+CD25+CD127— lympho-
cytes measured with both techniques was found in patients (r: 0.843, P < 0.001, intra-class correlation
coefficient: 0.820, P < 0.001). Importantly, flow cytometry stainings obtained with the one-step method
were very robust with an excellent intra-assay precision, a better discriminative power and correct sta-
bility and reproducibility of the staining even after blood storage.

Conclusions: With a strong correlation between the percentages of FOXP3+ Tregs when compared
with the reference method, a better staining quality, a shorter realization time and no need of isotype
control, this one step procedure may represent an important improvement for a daily routine use of intra-
cellular staining. © 2013 International Clinical Cytometry Society
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Flow cytometry is considered as a powerful tool for
cellular analysis, either for studying cell phenotypes or
various immune cell functions (1). However, several
issues exist when considering flow cytometric intracellu-
lar stainings, especially in the context of a daily routine
use and in clinical research protocols including large
cohorts of patients for whom samples need to be proc-
essed immediately (2). In particular, this technique is
time-consuming due to permeabilization and multiple
washing steps and most importantly, results are usually
poorly reproducible and hardly standardizable. This ren-
ders intracellular flow cytometry use poorly suitable for
multicentric clinical studies.

Recently, a novel reagent has been developed to per-
form flow cytometry intracellular staining in one step
(including permeabilization and staining). The aim of
this study was thus to test the robustness of this reagent
in daily routine conditions in clinical samples.

Accumulated evidence suggests the essential functions
of regulatory T cells (Treg) in the pathophysiology of
many clinical conditions such as autoimmune diseases
(3), transplantations (4), severe septic shock (5), cancer
(6), HIV infection (7), and in the development and main-
tenance of immunologic tolerance (8). However, very
few studies have been conducted in large prospective
clinical cohorts. This could be partly explained as Treg
can only be precisely identified by flow cytometry using
intracellular FOXP3 staining, the key transcriptional
factor for Treg (9,10). Even if other phenotypes (such as
CD4+CD25+ or CD4+CD25+CD127—) are known to
be good surrogate identification strategy for Treg (11),
FOXP3 remains to date, the only marker to appropriately
identify those cells (9,12).

In this study, we thus assessed the quality and repro-
ducibility of FOXP3 intracellular staining by using this
novel one-step protocol in comparison with the well-
accepted reference method in clinical samples.

MATERIAL AND METHODS
Study Population

HIV-1-infected patients from the Hospices Civils de Lyon
HIV cohort, located in Croix-Rousse Hospital and intensive
care unit (ICU) patients from Lyon-Sud Hospital and
Edouard Herriot Hospital (Hospices Civils de Lyon, Lyon,
France) were included. Samples were collected in EDTA
anticoagulant tubes. Analyses were performed on available
residual blood after routine analyses were performed.

Fifteen HIV-l-infected patients [men = 10 (67%),
median age = 50 years, inter-quartile range (IQR):
38-69] were included. They all received highly active
anti-retroviral therapy (HAART) [median treatment dura-
tion = 7.65 years, IQR: 3.03-11.03] and were aviremic
with a viral load (VL) at baseline below 50 copies/ml
(Abbott RealTime HIV-1 assay and m2000 RT system
platform). Their median CD4+ cell count at baseline
was 573 cells/mm® [IQR: 391-761].

Five ICU patients were included [men = 2 (40%),
median age = 70 years, IQR: 29-79]. Three of them met

criteria for septic shock diagnosis of the American Col-
lege of Chest Physicians/Society of Critical Care Medi-
cine (13) and two were trauma patients (Injury Severity
Score: ISS > 25).

Five healthy volunteers [men = 2 (40%), median age
= 34, IQR: 26-56], all members of the laboratory staff,
were also included after informed consent was given.

No statistical differences were observed in clinical
data for age (P = 0.317) and gender (P = 0.342) among
HIV patients, ICU patients, and healthy donors.

Reference Method of Intracellular Staining

Samples were stained with Anti-Human Foxp3 Stain-
ing Set following manufacturer’s recommendations
(eBioscience, San Diego, CA). As already described (14),
samples were first stained using surface markers: anti
human phycoerythrin (PE)-labeled anti-CD127, PE-Texas
Red (ECD)labeled anti-CD4 and PE-Cyanine5 (PC5)-
labeled anti-CD25 antibodies (Beckman Coulter, Hialeah,
FL) and incubated for 15 min. Samples were then lysed
using Versalyse lysing solution (Beckman Coulter) for 15
min. After a washing step, permeabilization was per-
formed using Fix/Perm Buffer for 40 min. Following
three more washing steps with permeabilization buffer
and incubation with this buffer and normal rat serum
for 15 min (blocking step), the FoxP3 intracellular
staining using anti human FoxP3-FITC antibody (clone
PCH101, eBioscience) was performed for 30 min.
Samples were finally washed two times with permeabili-
zation buffer. Rat IgG2a isotype control was used to
evaluate non-specific staining.

One-Step Method of Intracellular Staining

The PerFix-no centrifuge assay Kit from Beckman
Coulter was assessed. Staining of fresh whole blood was
performed using PElabeled anti-CD25, PE-Cyanine7
(PC7)-labeled anti-CD127, Alexa fluor 647 (AF647)-
labeled anti-FoxP3, and Pacific Blue (PB)-labeled anti-
CD4 (Beckman Coulter). FoxP3-antibodies (clone 259D)
were purchased from BioLegend (San Diego, CA).
According to the manufacturer’s instructions, samples
were first fixed with the fixative reagent and incubated
for 15 min. Then, aliquots were simultaneously perme-
abilized thanks to the permeabilizing reagent and stained
with fluorochrome-conjugated antibodies. After 60 min
of incubation, samples were washed once with PBS and
secondly with a solution containing formaldehyde.

One-Step Method Robustness

To study intra-assay precision, two sets of analyses
were performed: (i) one sample stained 10 times and
analyzed 10 times (ii)) one sample stained once and ana-
lyzed 10 times. To assess the stability of the staining,
expression of the markers was measured immediately
after staining, then 2 h and 24 h later for five patients.
To assess the effect of blood storage before staining,
results from fresh whole blood or obtained after blood
storage for 24 h at 4°C and at room temperature for
three patients were compared.
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Fic. 1. Examples of plots representing co-expression of FOXP3 and CD25 or FOXP3 and CD127 in CD4+ cells. Cells were first gated on
SSC/CD4 (left histogram).

Flow Cytometric Data Acquisition and Analysis

Cytometry analyses were performed on a NAVIOS
flow cytometer using the NAVIOS software (Beckman
Coulter). FOXP3 expression was examined in three dif-
ferent CD4+ subsets as followed: CD4+, CD4+CD25+,
and CD4+CD25+CD127— lymphocytes.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SPSS
(version 17.0; SPSS, Chicago, IL) and GraphPad Prism
(version 5.03, GraphPad Software, La Jolla, CA) software.
Normality of the parameters was assessed using the
Kolmogorov-Smirnov test. T-test, Wilcoxon test for con-
tinuous variables and exact Fisher test for categorical
variables were performed. Correlations were studied
using the Pearson’s correlation coefficient test and the
intra-class correlation coefficient (ICC). The Bland-
Altman approach was also used to assess the agreement
between the methods. P-values were considered signifi-
cant when lower than 0.05.

RESULTS

As Treg, independently of FOXP3 expression, are
usually described as either CD4+CD25+ or CD4+
CD254-CD127— lymphocytes, FOXP3 expression was
evaluated in these different subsets. Examples of plots
representing co-expression of either FOXP3 and CD25
or FOXP3 and CD127 in CD4+ gated cells are shown in
Figure 1.

No statistical differences between the percentages
of CD4+FOXP3+, CD4+CD25+FOXP3+, and CD4+
CD25+CD127—FOXP3+ lymphocytes measured with
the two techniques were observed. This was true for
the overall patient population as well as in each group
individually (Table 1). In line, a strong correlation
between percentages of CD4+FOXP3+ cells obtained
with the two different techniques was identified in
the global population (r: 0.763, P < 0.001, ICC: 0.759,
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P < 0.001). Likewise, percentages of CD4+CD25+
FOXP3+ (r: 0.715, P < 0.001, ICC: 0.659, P < 0.001)
and CD4+CD25+CD127—FOXP3+ lymphocytes (7
0.843, P < 0.001, ICC: 0.820, P < 0.001) (Fig. 2) were
nicely correlated between reference and one-step proce-
dures. Moreover, Bland-Altman plots revealed good
agreement between both methods regardless of the phe-
notype (Fig. 2).

We then compared the cell separation/discriminative
power of these two techniques for FOXP3+ lympho-
cytes gating. The signal to noise ratio was calculated for
each technique by comparing the mean of fluorescence
intensity (MFI) of FOXP3 positive versus negative cells
among CD4+ lymphocytes (MFI ratios and differences).
Interestingly, significantly different discriminative power
was identified between these two techniques in each
study group and in the whole study population (Table
1). We indeed observed that FOXP3+ cell identification
after one-step intracellular staining was largely easier
than with the reference method (Fig. 3).

When testing intra-assay precision, we observed that
coefficients of variation (CV) of the percentage of
CD4+FOPX3+ cells measured with the one-step tech-
nique ranged from 4 to 5.8%. Similar results were
obtained when percentages of CD4+CD25+FOXP3+
lymphocytes were measured (CV between 3.3 and
6.4%).

When testing stability of the staining, we did not
observe any statistical difference. We observed in five
patients that mean percentage of CD4+FOXP3+ cells
was 7.6% (standard deviation, SD: 1.7) at 70, 7.1% (SD:
1.1) at 742 h, and 7.4% (SD: 1.4) at T+24 h (Fig. 4a). In
the same patients, the mean MFI ratio between FOXP3—
and FOXP3+ cells among CD4+ lymphocytes was 10.5
(SD: 2.2) at 70, 10.3 (SD: 1.5) at 742 h, and 9.6 (SD: 2)
at T+24 h (Fig. 4b). Similar results were obtained with
other phenotypes of Treg (CD4+CD25+FOXP3+ and
CD4+CD25+CD127—FOXP3+). These results indicated
an excellent staining stability.
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Table 1

Percentages of Positive Cells Among CD4+ Lymphocytes and Mean of Fluorescence Intensity (MFI) of FOXP3 for

Different Treg Phenotypes

Reference method One step method P
Percentages among CD4+ cells
FOXP3+ HIV 9.26 [7.09-10.44] 10.66 [9.62-12.27] 0.072
ICU 11.85[9.11-17.32] 12.65 [9.68-16.53] 0.98
HV 11.92[9.45-12.53] 11.65[10-12.08] 0.99
Total 10.08 [7.89-11.89] 11.29[9.80-12.5] 0.257
FOXP3+ CD25+ HIV 7.27 [5.28-9.09] 6.91 [5.27-8.16] 0.492
ICU 10.51 [6.96-14.86] 9.04 [5.85-10.32] 0.314
HV 5.96 [5.69-7.83] 6.73[6.41-8.11] 0.481
Total 7.34 [5.63-9.44] 6.97 [5.97-8.59] 0.33
FOXP3+ CD25+ CD127— HIV 5.62 [4.63-6.46] 6.32 [5.83-7.13] 0.192
ICU 9[6.07-12.7] 8.9 [6.35-10.68] 0.753
HV 5.72 [5.03-6.83] 6.18 [5.22-7.28] 0.666
Total 5.74 [4.83-7.92] 6.32 [5.84-8.46] 0.529
Mean of Fluorescence Intensity
MFI Difference: FOXP3+ minus FOXP3— HIV 1.81 [1.60-2.01] 7.40 [6.16-9.52] <0.001
ICU 2.6 [1.57-3.16] 10.59 [6.51-17.43] 0.019
HV 1.27 [1.16-1.36] 9.94 [5.67-101] 0.003
Total 1.63 [1.36-2.03] 7.52 [6.18-10.13] <0.001
MFI Ratio: FOXP3+ versus FOXP3— HIV 3.17 [2.71-3.46] 10.84 [9.82-12.19] <0.001
ICU 4.92 [3.3-5.35] 12.64 [11.24-17.29] 0.001
HV 2.78 [2.64-2.94] 12.5[10-12.76] <0.001
Total 3.17 [2.74-3.46] 11.81[10.35-12.58] <0.001

Results were obtained in HIV-infected patients (HIV, n = 15), critically ill patients (ICU, n = 5), healthy volunteers (HV, n = 5)
and in the whole cohort (Total, n = 25). Results are presented as median and IQR (inter quartile range) between brackets. P values

were calculated using student T-test.

Finally, when blood storage before staining was tested,
we did not observe any statistical difference. The mean
percentage of CD4+FOXP3+ cells for three patients
were respectively, 7.0% (SD: 0.8) at 70, 6.9% (SD: 1.6)
after storage for 24 h at 4°C, and 7.1% (SD: 0.9) after 24
h storage at room temperature (Fig. 4¢). The mean MFI
ratio between FOXP3— and FOXP3+ cells among CD4+
population for these patients was found to be very
stable at 10.7 (SD: 3.1) at 70, 11.7 (SD: 3.2) after 24 h
storage at 4°C, and 10.6 (SD: 2.1) after 24 h storage at
room temperature (Fig. 4d). We obtained the same
results considering other phenotypes of Treg (CD4+
CD25+FOXP3+ and CD4+CD25+4CD127—FOXP3+).

DISCUSSION

The main result of our study is to show that Treg
percentages obtained using reference and one-step
techniques are well correlated. This was observed
whatever the phenotype used for Treg identification
(i.e., FOXP3+ cells among CD4+, CD4+CD25+, or
CD4+CD25+CD127— lymphocytes). Another important
result was that flow cytometry staining obtained by
using one-step intracellular staining appeared as a robust
technique with good intra-assay precision and adequate
staining stability even after blood storage.

Interestingly, this novel technique presents with
better advantages than reference technique.

Indeed, this one-step intracellular staining procedure
offers several improvements. Intracellular FOXP3 stain-
ing with this technique takes about 90 min to complete
(CD4, CD25, CD127, and FOXP3 stainings) whereas 200
min are needed for the usual reference method. This is

due to the steps of permeabilization and staining (extra
and intracellular) that are done at the same time in the
one-step technique therefore shortening additional incu-
bation times and wash/centrifugations cycles. Impor-
tantly, this diminished number of washing cycles did not
impact the non-specific background fluorescence that
could have been expected to be amplified. In contrast,
the signal to noise ratio between FOXP3+ and FOXP3—
cells was even improved with the one-step approach
(Table 1). This enables for a better discrimination of the
positive FOXP3 cells amongst CD4+ population with
the one-step method. This is without the requirement of
an isotype control use. In contrary, such specific cell
separation appears as virtually impossible in some
patients with the reference technique (Fig. 2).

Therefore, specifically regarding FOXP3 staining in
clinical samples, our results open new perspectives of
Treg investigation either in large prospective clinical
studies or in daily routine. This could also be relevant
for the study of different Treg subsets such as cells co-
expressing CD45RA, CD38, or CTLA4 (15,16). Moreover,
this new technique obviously allows for the staining of
other intracellular markers whatever the cells/pheno-
types considered and could be of major interest for vari-
ous users of flow cytometry.

Our study presents some limitations. In particular,
two different fluorochromes and two different clones
were used for intracellular FOXP3 staining in the com-
pared techniques. This could partly explain the differ-
ence in discriminative power between the methods. For
example, some studies have pointed out that the clone
used in the reference method was associated with a

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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higher level of non-specific staining compared with
other clones (17,18). This obviously needs to be con-
firmed in a subsequent study. Moreover, we only studied
the correlation between the methods in three different
pathologic situations. This novel method may therefore
not be suitable in other clinical conditions. Thus,
these preliminary results should be validated in a larger
cohort of patients and in other clinical contexts.

Cytometry Part B: Clinical Cytometry

Besides, standardization of this novel technique should
be elaborated on.

CONCLUSION

By comparing a one-step intracellular staining proce-
dure with a reference protocol, we obtained a strong
correlation between percentages of FOXP3+ Treg. More-
over, with a better staining quality, a shorter realization
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time and no isotype control requirement, this one-step
procedure appears adequate for a daily routine use and
in prospective clinical studies. This one-step procedure
of intracellular staining therefore may represent an im-
portant improvement in the study of intracellular mole-
cules by flow cytometry in clinical studies.
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ABSTRACT

Septic shock is characterized by lymphocyte alterations
associated with increased risk of nosocomial infections
and mortality. IL-7, a cytokine required for T cell survival,
is thought as a novel therapy for septic patients with
severe lymphopenia. We assessed CD4* lymphocyte
responsiveness to rhiL-7 in septic shock patients ex vivo.
Thirteen septic shock patients and 10 controls were
included. The MFI of pSTATS5, a key signaling molecule for
IL-7, was measured by flow cytometry in CD4*FOXP3—
(Tests) and CD4*FOXP3* (T,egs) lymphocytes after whole-
blood incubation with increasing doses of rhiL-7. The
basal level of pSTATS5 in nonstimulated T cells was higher
in patients. However, the maximal activation level in
response to the highest doses of rhiL-7 was similar in
both groups. Importantly, low doses of rhiL-7 preferen-
tially activated Te¢ versus T,eq in patients and nonsurvi-
vors tended to present with decreased pSTATS
expression. This pilot study is the first to highlight, in
septic patients, the interest of pSTAT5 measurement in
whole blood for the monitoring of rhiL-7 therapy. Such

a method could represent an innovative, biologic tool for
monitoring leukocyte pharmacological responses to
biotherapies in daily clinical practice in other clinical
contexts. J. Leukoc. Biol. 97: 000-000; 2015.

Introduction

Severe sepsis and septic shock are major health care problems
and represent the leading cause of mortality in ICUs. Despite
improved treatment algorithms that have resulted in an
increasing number of patients surviving the early inflammatory
phase of the disease, the mortality rate in these patients is still
high [1, 2]. Importantly, it is reported that a majority of deaths
occurs after the first 3 days of the disorder [3]. At this time, it is

Abbreviations: AF647 = Alexa Fluor-647, FOXP3 = forkhead box P3, ICU =
Intensive Care Unit, MFI = mean of fluorescence intensity, mHLA-DR = HLA-
DR expressed on monocytes, pSTATS = phosphorylated STATS, rh =
recombinant human, SAPS Il = Simplified Acute Physiologic Score I, SOFA =
Sequential Organ Failure Assessment score, T = effector T lymphocyte,
Treg = regulatory T cell

0741-5400/156/0097-0001 © Society for Leukocyte Biology

well established that septic patients develop severe immune
alterations (innate and adaptive), of which the intensity and
duration are correlated with viral reactivation and increased risk
of death or nosocomial infections. Therefore, immunotherapy
may represent an interesting treatment to restore patients’
immunity [3].

IL-7 is an indispensable cytokine for growth, proliferation, and
differentiation of CD4" T cells [4]. As a drug, rhIL-7 is currently
being assessed in various clinical conditions with the objective of
rejuvenating T cells. In clinical trials, rhIL-7 has been used to
treat patients with lymphopenia and lymphopenia-driven dis-
eases. In addition, this cytokine is currently undergoing clinical
testing as an immune-enhancing agent in patients with cancer,
HIV-1 infection, and progressive multifocal leukoencephalop-
athy [5-7].

As sepsis-induced lymphocyte alterations share many similar-
ities with immune dysfunctions observed in these clinical
conditions [3, 8], rhIL-7 has been proposed as a potential
candidate for treating septic patients with severe lymphocyte
alterations [3, 9]. In mouse models of septic shock, IL-7 was
shown to be protective against secondary infections and to
improve survival [10, 11]. In septic patients, rhIL-7 ex vivo
incubation totally restored normal lymphocyte functions [9].

Interestingly, recent clinical and experimental studies have
suggested that depending on its dosage, rhIL-7 may have
differential effects on T.g versus CD4" Tiegs- This has been
related to the different levels of expression of its receptor
(CD127; IL-7Ra chain) on these T cell subsets [4]. As Tregs are
hypothesized to play a deleterious role during sepsis-induced
immunosuppression [12], there is a great interest in testing this
differential response in septic patients.

In this study, we assessed the ex vivo responses of septic
shock patients” T cell subsets to increasing doses of rhIL-7
compared with healthy volunteers by measuring

1. These authors contributed equally to this work.

2. Correspondence: Immunology Laboratory, Hopital E. Herriot, Hospices
Civils de Lyon, 5 places d’Arsonval, 69437 Lyon Cedex 03, France. E-mail:
guillaume.monneret@chu-lyon.fr
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intracellular pSTATbS by flow cytometry in cells as native as
possible (in fresh whole blood).

MATERIALS AND METHODS
Study population

The study group consisted of 13 septic shock patients (diagnostic criteria of

the International Guidelines for Management of Severe Sepsis and Septic
Shock [13]), admitted to the surgical or medical ICUs of Saint-Etienne and
Lyon University hospitals. Ten healthy volunteers were included in the study
after informed consent was given (median age, 45; 6 women and 4 men). This
work belongs to a global study on ICU-induced immune dysfunctions. It has
been approved by our Institutional Review Board for ethics (“Comité de
Protection des Personnes”) and registered at the French Ministry of Research
and Enseignement (#DC-2008-509). It is also recorded at the Commission
Nationale de I'Informatique et des Libertés.

The exclusion criteria were patients under the age of 18 yr old and subjects
with aplasia or immunosuppressive disease (e.g., HIV infection). Septic shock
was defined by an identifiable site of infection, persisting hypotension despite
fluid resuscitation requiring vasopressor therapy, and evidence of a systemic
inflammatory response manifested by at least 2 of the following criteria: 1)
temperature >38°C or <36°C; 2) heart rate >90 beats/min; 3) respiratory
rate >20 breaths/min; or 4) white blood cell count >12,000/ mm® or <4000/mm®.
Severity was assessed by the SAPS II, calculated at inclusion in the protocol.
Development of organ dysfunction was assessed by the SOFA (range: 0-24),
measured after 24 h of ICU stay. Mortality was defined as death occurring
within 28 days after the onset of shock, which was defined as the beginning of
vasopressor therapy. The immunosuppressive state of septic patients was
verified by measuring decreased mHLA-DR expression, low CD4"
lymphocyte count, and elevated T,.g percentage, as described
previously [14].

Flow cytometry staining

EDTA anticoagulated blood was collected once from patients at day 3 or day 4
after diagnosis of septic shock. The staining of fresh whole blood was
performed as described previously [15]. The preanalytical procedure was
exactly the same between healthy volunteers and septic shock patients. Blood
samples were stimulated with increasing concentrations of rhIL-7 (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) to measure pSTAT5 in CD4" T cell subsets
with the PerFix EXPOSE kit (Beckman Coulter, Hialeah, FL, USA). Staining
was performed by use of Pacific Blue-labeled anti-CD4, PE-labeled anti-
pSTAT5 (Beckman Coulter), and AF647-labeled anti-FOXP3 (Clone 259D;
BioLegend, San Diego, CA, USA) antibodies. It takes 90 min to complete the
entire protocol (both intra and cell surface staining, lysis, and wash steps).

Analyses were performed on a NAVIOS flow cytometer by use of NAVIOS
software (Beckman Coulter). pSTAT5 expression was measured in both CD4"
T populations: Tiq (CD4'FOXP3* cells) and CD4"FOPX3 ™~ cells (which are
a mixture of effector, memory, and naive CD4" T cells and which we will
abbreviate as Teg as opposed to Ty,), selected among CD4" lymphocytes
(Fig. 1A and B). MFIs were reported for each subset (Fig. 1C).

A

Figure 1. Gating strategy and representative

Statistical analysis

Results (MFI) are expressed as means = sp. MFIs were compared between
T cell subsets by use of the nonparametric Mann-Whitney U-test and Wilcoxon
test. Based on the percentages of maximal effect, the EC5, were calculated for
each cytokine in Tycg and Teg. ECyo were then compared by use of extra sum-
of-squares F-test. Statistical analyses were performed with GraphPad Prism
Software (version 5.0; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). P < 0.05 was
considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Septic syndromes represent the first cause of mortality in ICUs
[2]. Although a huge effort has been expended during the last
20 yr to find new, specific therapies, the mortality of septic
patients remains considerable. It is now well established that
septic patients develop innate and adaptive severe immune
alterations. Besides, intensity and duration of these alterations
are linked with increased risk of death and development of ICU-
acquired infections [16]. Consequently, immune-stimulating
therapies are now considered in the treatment of sepsis [14, 17,
18]. Interestingly, several studies supported the hypothesis that
IL-7, a cytokine required for T cell development and differen-
tiation, could represent an innovative therapy in the treatment of
sepsis [3, 6, 19, 20]. IL-7R (i.e., CD127) is differently expressed
on Ty and Teg, explaining why rhIL-7 may have differential
effects on these T cell subsets. With the consideration of the
putative, harmful role of T,., during sepsis-induced immuno-
suppression, it was of interest to assess this differential response
in septic patients. Thus, the main goal of this pilot study was to
compare the ex vivo responses of septic shock patients and
healthy volunteers’ T cell subsets with increasing rhIL-7
concentrations by measuring intracellular pSTAT5 in whole
blood by flow cytometry.

Thirteen septic shock patients were included in this study. Five
of them died (31.5%) after 28 days follow-up. Clinical charac-
teristics are listed in Table 1. Patients were sampled once at day 3
or day 4 after the onset of shock, as previous studies showed that
sepsis-induced lymphocyte anergy is maximal at this time-point
[14]. Indeed, we observed that patients presented with low CDh4"
T cell counts, elevated T, percentage, and decreased mHLA-
DR expression (Table 1).

We observed typical dose responses for pSTATD) to rising doses
of rhIL-7 in Teg and Teg in patients and healthy volunteers.
Moreover, maximal respdnses to the highest rhIL-7 concen-
trations were similar between septic patients and controls, and no
difference in plateau effects was observed (Fig. 2). This
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TABLE 1. Demographic, clinical, and immunological data for
septic shock patients

Overall septic shock

parameters patients, n =13
Age at admission (yr) 78 (65-79)
Gender—male, n (%) 10 (76.9)
SAPS II at diagnosis of shock 51 (46-72)
SOFA at diagnosis of shock 9 (7-12)
28 day nonsurvivors, n (%) 5 (38.5)
Main admission category

Medical, n (%) 7

Surgery, n (%) 6
Number of comorbidities

0, n (%) 3 (23.1)

=1, n (%) 10 (76.9)
Macabe score at diagnosis of shock

0, n (%) 10 (76.9)

1, n (%) 2 (15.4)

2, n (%) 1 (7.7)
Infection diagnosis, n (%)

Radiology 3 (23.1)

Microbiology 7 (53.8)

Surgery 2 (15.4)
Microbiologically documented, n (%)

Bacilli gram— 7 (53.8)

Cocci gram+ 1(7.7)

Fungi 0

Other 0
Type of infection, n (%)

Community acquired 10 (76.9)

Nosocomial 3 (23.1)
Site of infection, n (%)

Pulmonary 4 (30.8)

Abdominal 4 (30.8)

Others 5 (38.5)

Immunologic parameters
CD4 days 3-4 (cells/ul)
Treg (%)
mHLA-DR Days 3—-4 (antibody
bound per cell)

278 (146-540)
7.9 (6.9-16.5)
3927 (3017-8643)

important result shows that rhIL-7 can still activate circulating
CD4" lymphocytes during sepsis-induced immunosuppression.
This result agrees with a previous report showing that anergic/
exhausted septic patients’ lymphocytes were rejuvenated by
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ex vivo IL-7 treatment (i.e., restoration of proliferation and
IFN-y production) [9].

A second noteworthy result is that basal levels of pSTAT5
expression in nonstimulated cells were significantly higher in
CD4" lymphocytes from septic patients compared with controls
(Fig. 2; Tegr, P=0.0004; T,eq, P=10.0006). This increased pSTAT5
expression in circulating lymphocytes from patients might be the
consequence of the major cellular activation occurring during
the very first hours of septic shock (cytokine storm).

Regarding rhIL-7 stimulation with the lowest dose (1 pg/ml),
both healthy volunteers’ Teg and Thregs Were activated (Fig. 3A
and B; Teg, P = 0.002; T,eq, P = 0.002). Importantly, we
observed that depending on its dosage, rhIL-7 could stimulate
preferentially Teg over T, in septic shock patients. Indeed, the
lowest concentrations of rhIL-7 (1 pg/ml) significantly
activated T (Fig. 3C; P=0.027) but had no effect on Treg
(Fig. 3D; P=0.151) subsets. This is of utmost importance, as T g,
are known to play a deleterious role during sepsis-induced
immunosuppression. These results are in accordance with results
reported in clinical trials. In HIV-infected patients, Lévy et al. [5]
observed that the relative frequency of T,., decreased signifi-
cantly for the rhIL-7-treated subjects at day 28, whereas other
CD4" subsets had greater expansions. Similar results were
observed by Sporteés et al. [7] in subjects with refractory
malignancy. In these studies, no major adverse effect was
recorded for IL-7. Regarding septic shock, Unsinger et al. [10]
observed in mice models of fungal sepsis that IL-7 improved
survival, increased CD4" and CD8" cells’ absolute counts, and
improved proliferation and activation of CD4" T cells. In
line, in septic shock patients presenting features of severe
immunosuppression, ex vivo IL-7 administration restored all
altered lymphocyte functions, e.g., proliferation and IFN-y
production [9]. In this preclinical study, the authors pointed out
that the rhIL-7 intracellular pathway remained active in
immunosuppressed septic patients.

One intriguing development of the present results was that
despite similar kinetic responses in both T cell subsets (Fig. 4A
and B), nonsurviving patients exhibited significantly lower
STAT5 expression. Indeed, EC5, were not significantly
different between survivors and nonsurvivors for T.¢ or Treg
(Teg: ECs0 survivors, 0.001 ng/ml, and EC5, nonsurvivors,
0.0025 ng/ml, P=0.163; T,.z: ECsq survivors, 0.005 ng/ml, and
EC50 nonsurvivors, 0.015 ng/ml, P = 0.100). However, lower

Treg

Figure 2. rhIL-7 dose effects on pSTAT5 in T cells
from septic patients and healthy controls. MFI of
PSTATS5 expressions in Tegs (A) and in Tyegs (B)
from septic shock patients (open triangles, n = 13)
and healthy volunteers (closed circles, n = 10) in
response to rhIL-7 challenge. Results are presented
as means and sp. *P < 0.05 (Mann-Whitney tests)
for a given rhIL-7 concentration.
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pSTATD expressions were observed in nonsurvivors (Fig. 4A
and B; Teg: rhIL-7, 1 pg/ml, P=0.045, Teg: rhIL-7, 10 ng/ml,
P=0.019; T,cq: vhIL-7, 1 pg/ml, P = 0.045, T, ., rhIL-7,

10 ng/ml, P=0.093). Even at high rhIL-7 dosage, they could
not reach activation levels seen in healthy donors. We also
found that stimulation with the lowest concentration of rhIL-7

induced an activation of Teg in survivors (Fig 4D; P = 0.047),
whereas no significant difference was observed between
baseline and lowest rhIL-7 stimulation in nonsurvivors (Fig 4C;
P=0.438). One may hypothesis that this could be related to the
newly described phenomenon of cellular exhaustion, in which
upon strong activation, lymphocytes progressively lose their
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effector functions. However, this aspect needs to be confirmed
by additional study investigating simultaneously pSTAT5
expression, effector function (proliferation and cytokine
production), and negative coregulator protein expression
(e.g., CTLA-4 or programmed cell death 1) in lymphocytes
from septic shock patients. Indeed, further work should be
performed to investigate whether pSTAT5 might represent

a surrogate marker of lymphocyte functions (such as
proliferation, cytokine secretion, etc.).

By nature, a pilot study presents with limitations (in this case,
few patients, controls not matched in age), but 1 of our
objectives was, as a first step, to establish the feasibility of
conducting this kind of pharmacological approach in the whole
blood of patients. As results appear to be of interest, further
works should be conducted in larger cohort of patients with serial
sampling to assess immune response over time evolution, while
considering the effect of age on a putative STAT5 overexpression
and including critically ill, nonseptic patients as controls. In
addition, the exact role of T,., during sepsis remains a matter
of debate. Authors report different effects (deleterious or
protective) depending on time and model of experimental
sepsis [21-23]. This aspect has not been investigated in the
present work.

Finally, the present report illustrates the value of this simple
flow cytometric approach for monitoring pharmacological
responses to drugs used in daily ICU practice. Direct treatment of
whole blood, including surface (e.g., CD4) and intracellular
staining (here, phosphoantigen and FOXP3), represents a true
improvement in the field. Although this protocol cannot be
considered as a typical functional test (e.g., equivalent to the
measurement of lymphocyte proliferation or cytokine produc-
tion), it functionally assesses the immediate cellular response to
a given cytokine. On the basis of discrepant results between
survivors and nonsurvivors, we may also envisage this method for
identifying the more immune-depressed patients. In addition,
this approach might be of considerable interest to monitor the
effects of recombinant cytokines used in a clinical setting and to
get further insights into a cell’s activation status, in addition to
the usual measurement of cell count, as performed previously.
This may be particularly interesting with respect to rhIL-7, which
has been proposed by some authors as a good candidate to treat
patients surviving the first hours of septic shock, who present with
major lymphocyte alterations [18].

In conclusion, we showed here the capacity of rhIL-7 to ex vivo
activate CD4" lymphocyte subsets from septic shock patients
through pSTAT5 measurement. Importantly, we have reported
here a differential response of T versus T, from patients
exposed to rhIL-7 at low concentration and observe
significantly lower Ty STATS expression in patients who
were going to die. In lieu of validation in a larger cohort of
patients, the present report indicates that such results, obtained
in <90 min, may serve to monitor rhIL-7 therapy efficacy
in future clinical studies.
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Abstract Purpose: Adjunctive
immunoadjuvant therapies are now
proposed in the treatment of septic
patients that develop immune dys-
functions. However, a prerequisite is
to identify patients at high risk of
death that would benefit from such
therapy. Knowing that rhIL-7 is a
putative candidate for septic shock
treatment, we evaluated the associa-
tion between increased plasmatic
level of soluble CD127 (sCD127, IL-
7 receptor alpha chain) and mortality
after septic shock.

Methods: sCD127 plasmatic level
was measured in 70 septic shock
patients sampled at day 1-2 (D1) and
day 3-4 (D3) after the onset of shock
and 41 healthy volunteers.

Results:  Compared with survivors,
non-survivors presented with

Introduction

Despite improvement in patient care and the implemen-
tation of Surviving Sepsis Campaign guidelines, septic
syndromes are still associated with a high risk of death in

significantly higher sCD127 concen-
trations at D1 and D3 (p < 0.001 and
p = 0.002). At DI, the area under the
receiver operating characteristic curve
for sCD127 level association with
mortality was 0.846 (p < 0.0001).
Kaplan—Meier survival curves illus-
trated that mortality was significantly
different after stratification based on
D1 sCD127 level (log rank test, haz-
ard ratio 9.10, p < 0.0001). This
association was preserved in multi-
variate logistic regression analysis
including clinical confounders (age,
SAPS II and SOFA scores, odds ratio
12.71, p = 0.003). Importantly,
patient stratification on both D1
sCD127 value and SAPS 1II score
improved this predictive capacity (log
rank test, p = 0.0001). Conclu-
sions: Increased sCD127 plasmatic
level enables the identification of a
group of septic shock patients at high
risk of death. After confirmation in a
larger cohort, this biomarker may be
of interest for patient stratification in
future clinical trials.

Keywords IL-7 receptor - CD127 -
Septic shock - Mortality - Biomarker

intensive care units (ICU) [1]. Indeed, a recent epidemi-
ological study including more than 25,000 patients in the

USA and in Europe showed that overall hospital mortality
from severe sepsis or septic shock is still over 30 % [2].
In line with this, one in 1,200 Americans will die of
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severe sepsis this year and this is despite numerous clin-
ical trials testing various adjuvant therapies and including
thousands of patients [3].

One proposed explanation for the failure of these
clinical trials was the absence of patient selection
before the initiation of such adjunctive therapies.
Indeed septic syndromes represent a group of hetero-
geneous diseases (from chronic pulmonary infection to
purpura fulminans or peritonitis) with various germs
(Gram-positive or Gram-negative bacteria or even
fungi) occurring in patients with various clinical history
(age, comorbidities like type I diabetes or hyperten-
sion). Moreover, host immune response to septic shock
is heterogeneous as well: from massive cytokine release
and cytokine storm to immune suppression [3-7].
Therefore, biomarker-based patient stratification is now
strongly recommended as a prerequisite to drug
administration in the design of future clinical tri-
als testing adjunctive therapies in septic shock [8].
Such biomarkers of host response to infection
should help the clinicians to (1) identify the most
severe patients (at high risk of death or secondary
nosocomial infection), (2) stratify patients before the
initiation of targeted therapy, and (3) follow response
to treatment.

Among adjunctive treatments now proposed in the
therapeutic arsenal of sepsis are immunoadjuvant thera-
pies [4, 8, 9]. Indeed, it is now well accepted that septic
patients develop immune alterations that affect both
innate and adaptive immune responses and whose
intensity and duration are linked to increased risk of
death and ICU-acquired infections [10]. In particular,
one such therapy is recombinant human IL-7 (thIL-7) as
four studies in mice recently described its beneficial
effects on mortality and sepsis-induced immune dys-
functions [11-14]. rhIL-7 is currently undergoing
clinical trials notably to treat patients with cancer or
chronic viral infections such as HIV or HBV infections.
So far, this immunostimulant treatment has been well
tolerated [15]. Moreover, we recently showed that
ex vivo rhlL-7 treatment of septic patients’ cells sig-
nificantly restored sepsis-induced lymphocyte functions
to a normal response [16].

The biological activities of IL-7 are mediated by its
binding to a specific cell surface receptor partly con-
sisting of the IL-7Ra chain (CD127). Soluble forms of
IL-7Ra (sCD127) have been reported and recent stud-
ies associated their concentration with the pathogenesis
of autoimmune diseases [17-19]. As IL-7 is to be
tested in septic patients, we investigated whether its
soluble receptor (i.e., sCD127) may be associated with
clinical deleterious outcomes, and thus could constitute
a potential biomarker for patient stratification. In the
current study, we assessed the potential value of
sCD127 as a predictor of mortality or nosocomial
infection.

Methods
Study population

Seventy consecutive septic shock patients, according to
the diagnostic criteria of the American College of Chest
Physician/Society of Critical Care Medicine [20], who
were alive 3 days after the onset of shock were included
in this study (Table 1). This inclusion criterion was cho-
sen because IL-7 (or any other potential immunoadjuvant
therapy) is thought to be used in a delayed step of the
disease (i.e., after day 3) [4]. Additional information is
available in the electronic supplementary material (ESM).

Biological analyses were performed on residual blood
after completing routine follow-up performed in the ICU.
EDTA-anticoagulated tubes were collected at two time
points after septic shock onset: day 1-2 (D1) and day 3-4
(D3). Reference values and control samples were
obtained from a cohort of 41 healthy volunteers after
informed consent was given.

Results

Seventy consecutive septic shock patients were included
in this study. Fifty-six (80 %) were still alive after 28-day
follow-up (10 in-ICU and 4 in-hospital deaths). No sta-
tistical difference was observed regarding gender, number
of comorbidities, McCabe score, ventilation, use of va-
sopressors, or renal replacement therapy between
survivors and non-survivors (Table 1). However, a sig-
nificant difference was observed between these patients
when considering age (p = 0.041), initial SAPS II
(» = 0.001) and SOFA scores (p = 0.026). Reference
values and control samples were obtained from a cohort
of 41 healthy volunteers (median age 42 years, 23
women, 18 men).

As a first step, we measured plasmatic IL-7 concen-
tration to assess whether it can predict, by itself, mortality
or nosocomial infection in septic shock patients. Although
very close to the detection limit of our technique, plas-
matic IL-7 concentrations were significantly increased in
septic shock patients versus healthy volunteers at D1 and
D3 (p < 0.001, Fig. 1a in ESM). However, no evolution
of IL-7 concentrations over time could be detected
between D1 and D3 in patients and no difference was
observed between survivors and non-survivors, or
between patients developing or not developing secondary
ICU-acquired infection (data not shown).

Despite the absence of difference at D1 (p = 0.99), we
observed a small decrease of plasmatic sCD127 levels
between healthy volunteers and septic shock patients at
D3 (p = 0.03). Interestingly, a significant decrease in
sCD127 concentrations was noted between D1 and D3
after septic shock (p < 0.001, Fig. 1a).
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Table 1 Clinical characteristics of the 70 septic shock patients

Parameters Overall septic shock patients Survivors Non-survivors p value
n="170 n =56 (80 %) n =14 (20 %)

Age at admission (years) 67 [56-76] 64 [55-74] 71 [67-77] 0.041
Gender—male, n (%) 45 (64.3) 36 (64.3) 9 (64.3) 1
Main admission category

Medical, n (%) 34 (48.6) 27 (48.2) 7 (50) 1
Surgery, n (%) 36 (51.4) 29 (51.8) 7 (50)

Number of comorbidities

0, n (%) 40 (57.1) 30 (53.6) 10 (71.4) 0.366
>1, n (%) 30 (42.9) 26 (46.4) 4 (28.6)

SAPS 11 52 [42-65] 50 [39-60] 66 [52-77] 0.001
SOFA score 10 [8-13] 10 [8-12] 13 [10-17] 0.026
McCabe score

1, n (%) 44 (62.8) 36 (64.3) 8 (57.2) 0.196
2, n (%) 20 (28.6) 17 (30.3) 3(21.4)

3, n (%) 6 (8.6) 3(5.4) 3(21.4)
Infection (n, %)

Diagnosis

Radiology 10 (14.3) 7 (12.5) 3(21.4) 0.505
Surgery 9 (12.9) 7 (12.5) 2 (14.3)
Microbiologically documented

Bacilli Gram— 37 (52.9) 29 (51.8) 8 (57.1) 0.772
Cocci Gram+ 27 (38.6) 23 (41.1) 4 (28.6) 0.542
Fungi 6 (8.6) 4 (7.1) 2 (14.3) 0.592
Other 7 (10) 5 (8.9) 2 (14.3) 0.621
Type of infection

Community acquired 39 (55.7) 32 (57.1) 7 (50) 0.766
Nosocomial 31 (44.3) 24 (42.9) 7 (50)

Site of infection

Pulmonary 27 (38.6) 19 (34) 8 (57.2) 0.192
Abdominal 29 (41.4) 26 (46.4) 3(21.4)

Others 14 (20) 11 (19.6) 3(21.4)
Ventilation D34 64 (91.4) 50 (89.3) 14 (100) 0.337
Vasopressors D3—4 50 (71.4) 39 (69.6) 11 (78.6) 0.742
Renal replacement therapy D34 15 (21.4) 9 (16.1) 6 (42.9) 0.062
Secondary nosocomial infections, n (%) 22 (31.4)
In-ICU mortality, n (%) 10 (14.3)
Post-ICU mortality, n (%) 4 (5.7)
Immunologic parameters

mHLA-DR day 34 (AB/C) 5,396 [2,159-10,033] 8,041 [2,237-10,854] 5,024 [1,949-6,688] 0.428
Lymphocyte count D3—4 (10°/1) 0.84 [0.54-1.38] 0.90 [0.66-1.42] 0.59 [0.43-1.07] 0.120

Blood samples were obtained from 70 septic shock patients after
the onset of shock. For clinical parameters, categorical data are
presented as number of cases and percentage of the total population
in brackets. Continuous data and biological parameters are pre-
sented as medians and interquartile ranges [Q1-Q3]. SAPS II
(Simplified Acute Physiology Score II) and McCabe scores were
calculated after admission. SOFA (Sequential Organ Failure

No correlation between plasmatic sCD127 and IL-7
concentrations was found at day D1 or D3 (respective
Spearman’s rank correlation coefficients, r = —0.148 and
r = —0.066). Similarly, no significant correlation
between sCD127 levels and mHLA-DR, SOFA or SAP-
S II scores was observed at D1 or D3 (data not shown).
Moreover, no statistical difference was observed for
sCD127 measurements when comparing patients with or
without comorbidities and with nosocomial or commu-
nity-acquired septic shock at both time points.

When comparing sCD127 concentrations between
patients developing or not developing secondary ICU-

Assessment) score was measured after 24 h of ICU stay. mHLA-
DR (AB/C), number of anti-HLA-DR antibodies bound per
monocyte (normal value from age-matched healthy volunteers is
>15,000 AB/C). Continuous parameters are compared between
survivors and non-survivors using Mann—Whitney tests and Fish-
er’s exact tests were performed for categorical data

acquired infections, no statistical difference was observed
at D1 (p =0.60) or D3 (p = 0.28, Fig. 1b in ESM).
However, non-survivors presented with significantly
higher sCD127 concentrations at D1 (p < 0.001) and at
D3 (p = 0.002) compared with survivors (Fig. 1b).

The areas under the receiver operating characteristic
curves (AUC) for prediction of 28-day mortality were
calculated for sCD127, SAPS II, and SOFA scores. The
best AUC was observed for sCD127 concentration at D1
(0.846, [95 % CI] 0.741-0.951, p < 0.001, Fig. 2). At
D3, the AUC for sCD127 was 0.774 ([95 % CI]
0.618-0.930, p = 0.002). The AUC for SOFA and
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Fig. 1 Plasmatic concentration of soluble IL-7R a-chain (sCD127)
in septic shock patients. Plasmatic sSCD127 concentrations were
measured in septic shock patients (n = 70) at day 1-2 (D1-2, red
circles) and day 3—4 (D3-4, red squares) after the onset of shock in
comparison with healthy volunteers (HV, black triangles, n = 41)

SAPS II scores were, respectively 0.692 ([95 % CI]
0.531-0.853, p =0.027) and 0.770 ([95 % CI]
0.644-0.897, p = 0.002).

Logistic regression analyses were then performed to
assess if this marker remained independently associated
with mortality after septic shock. When considering
independently other usual clinical confounders such as
SOFA or SAPS II scores, higher sCD127 concentrations
at DI or D3 remained significantly associated with a
higher risk of death after septic shock (Table 2).

Using cutoff values determined on ROC curves based
on calculation of the minimum d (sCD127 at DI,
48.78 ng/ml; sCD127 at D3, 41.56 ng/ml; SAPS II, 59),
Kaplan—-Meier survival curves were established (Fig. 3a,
b). The survival rates of septic patients were significantly
different when stratified according to sCD127 concen-
trations at D1 and D3. Patients with lower sCD127
concentration had better survival compared with patients
with higher sCD127 concentration (log rank test, at DI,
p < 0.001, hazard ratio 9.10, [95 % CI] 2.92-28.35; at
D3, p<0.001, hazard ratio 1347, [95 % CI]
3.93-46.14). When using cutoff value of 59 for SAPS II,
we observed a statistical difference in the survival rates of
septic patients (p = 0.0082, log rank test, hazard ratio
4.61, [95 % CI] 1.48-14.31, data not shown).

Besides, using this threshold (sCD127 at D1, 48.78 ng/
ml), the sensitivity of sCD127 concentration for differentiat-
ing survivors from non-survivors was 79 % and its specificity
73 %. The positive predictive value (PPV) was 42 % and the
negative predictive value (NPV) 93 %. In comparison,
respective sensitivity and specificity for SAPS II score were
64 and 73 %. PPV and NPV were 38 and 89 %.

Interestingly, at D1, when stratified on the basis of the
combination of SCD127 concentration and SAPS 1I score,
the difference between the survival rates of patients was
even greater. Indeed, patients with lower sCD127 con-
centration and lower SAPS II had a significantly better
survival than patients with higher sCD127 concentration
and higher SAPS II (p < 0.001, log rank test, Fig. 2a in

B
150 A
‘D12 = (p34 | *
) .
p =0.002
. p<0.001
100 1 « — . vv
o (1]
- -
11 7,
u s v’
" Y
u" SV [
] e M
. PYOv vy
- AAAL‘AAAA
T T T
NS S NS

(a), and in survivors (S, blue, n = 56) versus non-survivors (NS,
green, n = 14) (b). Non-parametric Mann—Whitney U test was
used to compare results between groups. Non-parametric Wilcoxon
paired test was used to evaluate overtime evolution within a group
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Fig. 2 Receiving operating characteristic curves of SAPS II,
SOFA, and sCD127 at D1-2 for predicting mortality. Area under
receiver operating characteristic curves, 0.846 (p < 0.001) for
sCD127 D1, 0.770 (p = 0.002) for SAPS II, and 0.692 (p = 0.027)
for SOFA. Regarding sCD127 values, the best threshold calculated
on the basis of minimum d (minimum distance between ROC curve
and point of sensitivity and specificity = 1) was 48.78 ng/ml at D1.
For this cutoff value at day 1-2, positive predictive value was 42 %
and negative predictive value was 93 %

ESM). This was even conserved when sCD127 mea-
surement was delayed until D3 after the onset of shock
(p < 0.001, log rank test, Fig. 2b in ESM).

Discussion

The failure of several high-profile clinical trials in sepsis
testing various adjuvant therapies represents one of the
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Table 2 Multivariate analysis

Parameters included Threshold OR 95 % CI p*

in multivariate analysis

sCD127 D1-2 >48.78 8.97 2.10-38.36 0.003
SAPS II >59 4.18 1.07-16.33 0.040
sCD127 D1-2 >48.78 10.74 2.36-48.95 0.002
SOFA >13.5 0.82 0.17-4.00 0.811
sCD127 D34 >41.56 13.53 2.95-62.09 0.001
SAPS 11 >59 7.01 1.54-31.91 0.012
sCD127 D34 >41.56 10.35 2.47-43.40 0.001
SOFA >13.5 0.96 0.19-4.93 0.964

Multivariate logistic regression analysis was used to identify the
variables associated with death (n = 56 survivors and 14 non-
survivors). sSCD127 (D1-2 or D3-4) was included in models either
with SAPS II (Simplified Acute Physiology Score II) or SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) scores. SAPS II score was

greatest disappointments of the past 30 years [3]. Among
others, one explanation proposed for the failure of these
trials is that the heterogeneity of the septic patient pop-
ulation and of their pathophysiologic response was never
considered in the design of these clinical studies. Indeed,
septic syndrome affects a group of patients with different
etiologies (from pneumopathy to peritonitis) caused by
different germs (Gram-positive or Gram-negative bacteria
or even fungi) and with different medical history (with or
without comorbidities). Moreover, it is now clear that the
host immune response after septic shock is variable from
one patient to another and also evolves over time, being
associated with both an overwhelming cytokine release
called cytokine storm and the later development of sepsis-
induced immune dysfunctions [4, 5]. Therefore, the need
for patient stratification before the initiation of any ther-
apy targeting host response is now considered as
mandatory in the design of future clinical trials testing
such adjunctive therapies in sepsis [8].

To enable such stratification, robust and reliable bio-
markers identifying patients at high risk of death or
nosocomial infections are mandatory. One example is the
decreased expression on circulating monocytes of human
leukocyte antigen-DR (mHLA-DR), which has been
shown to be associated with increased risk of death or
secondary infections in various ICU clinical contexts
(septic shock, trauma, burn, pancreatitis, etc.) [8, 21].
Interestingly, the measurement of this marker is now
included for patient stratification in the design of clinical
trials evaluating immune-stimulating therapies such as
GM-CSF [22]. One limitation to the use of this biomarker
is that its measurement is performed by flow cytometry
which requires strict pre-analytical conditions and is not
available 24/7 in most clinical labs.

In the current study, knowing that IL-7 is to be
assessed in sepsis clinical trials, we tested the hypothesis
that plasmatic sCD127 (its soluble receptor) level mea-
surement might represent a robust and easy-to-measure
biomarker for identification of patients at high risk of

calculated after admission. SOFA score was measured after 24 h of
ICU stay

OR odds ratio, 95 % CI 95 % confidence interval

* Backward selection was used and a p value of 0.05 was consid-
ered as statistically significant

death after septic shock. The main result was to observe
the highest sCD127 levels in a group of patients pre-
senting with increased mortality.

CD127 constitutes the alpha chain of the IL-7 recep-
tor, a heterodimer comprised of CD127 and the common
cytokine receptor y-chain (CD132). As with many cyto-
kine receptors, a soluble form of the IL-7Ro chain
(sCD127) has been identified [23]. However, the origins
(alternative splicing and release of membrane-bound
form) and functions of plasmatic sCD127 as well as the
mechanisms regulating the level of CD127 expression on
the cell surface are not well known. The soluble protein
was shown to bind to IL-7 in solution and is known to be
involved in several aspects of the immune response
including inflammation, cellular proliferation, and apop-
tosis [24, 25]. In addition, studies have pointed out that
sCD127 could be a marker of immunopathogenesis in
several diseases such as HIV infection, multiple sclerosis
[26], leukemia [26, 27], systemic lupus erythematosus
[17], and type 1 diabetes [18].

In the current study, we observed a significant asso-
ciation between increased sCD127 plasmatic level and
increased risk of death after septic shock. Moreover,
maximal difference in sCD127 concentrations between
survivors and non-survivors was observed as early as D1
after the onset of shock. This is interesting because most
biomarkers of host immune response usually present with
predictive value in regard to deleterious outcome later on
after the onset of shock (as is the case for mHLA-DR).
Therefore, increased sCD127 could thus prove to be a
very early biomarker usable for patient stratification
rapidly after septic shock. Moreover, as suggested by
experts in the field, as the immune response after sepsis is
a rapidly evolving phenomenon, the dynamic measure-
ment of sCD127 over time could be more informative
than a single measurement [28]. Although we may
hypothesize that sCD127 is a consequence of tremendous
lymphocyte activation, the reason for this amplified
increase in non-survivors remains to be investigated.
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Fig. 3 Survival curves. Kaplan—-Meier survival curves were estab-
lished on the basis of sCD127 cutoff values at day 1-2 (48.78 ng/
ml) (a) and day 3—4 (41.56 ng/ml) (b). A significant difference was
measured between the two curves (a: p < 0.001, log rank test,
hazard ratio 9.10, [95 % CI] 2.92-28.35 at day 1-2. b: p < 0.001,
log rank test, hazard ratio 13.47, [95 % CI] 3.93-46.14 at day 3-4)

In addition, the association between increased sCD127
and higher risk of death was preserved in multivariate
analysis including clinical confounders such as SOFA and
SAPS 1I scores. This suggests that the predictive value of
this biomarker is independent of patients’ initial severity
and that this marker may be informative by itself. Most
interestingly, the combination of sCDI127 level and
SAPS II improved the predictive value compared with
each parameter considered alone. Thus, as proposed in the
PIRO (Predisposition, Infection, Response, Organ dys-
function) score, this highlights the interest of combining
clinical parameters and biomarkers of host response in a

single score to improve patient characterization and thus
their stratification [29].

Furthermore, as opposed to other parameters such as
mHLA-DR, sCD127 concentration may appear easy to
measure in plasma on routine automated tests which are
available in emergency laboratories. In fact, ELISA
techniques are commonly used for many biological
parameters in routine practice and sCD127 measurement
may be easily automated.

Thus our results suggest that this parameter may be
used for identification of a group of patients with a high
risk of death after septic shock. Such stratification strat-
egy is now highly recommended in the design of future
clinical trials testing immunoadjuvant therapies in sepsis.
Interestingly, one such immunostimulating drug proposed
for the treatment of septic shock patients is recombinant
human interleukin-7 (rhIL-7) whose receptor partly
comprises CD127. Indeed, since T lymphocyte anergy has
been shown to be a hallmark of sepsis-induced immune
dysfunctions, rhIL-7 has been proposed as a putative
therapeutic strategy in sepsis. IL-7 is a pluripotent cyto-
kine and plays a fundamental role in T cell development,
peripheral T cell homeostasis, and immune tolerance.
Importantly, IL-7 is currently undergoing numerous
clinical trials, including in patients with cancer or human
immunodeficiency virus 1 (HIV-1), and could represent
an innovative therapy in the treatment of sepsis [15].
Indeed, rhIL-7 treatment has been shown to act at mul-
tiple levels to improve host immunity during sepsis in
different studies in mice such as prevention of T cell
apoptosis and improvements in T cell trafficking and
functionality after bacterial or fungal sepsis. Beneficial
effects on mortality and sepsis-induced immune dys-
functions have been described with rhIL-7 treatment [11—
14]. We recently evaluated the interest of ex vivo rhIL-7
administration in septic shock patients. We showed that
the IL-7 pathway was not significantly altered and was
still functional in septic shock patients. Moreover, in this
study, ex vivo rhIL-7 treatment significantly restored
sepsis-induced lymphocyte functions to a normal
response [16]. Although we did not investigate the cor-
relation between high levels of sCD127 and the response
following ex vivo rhIL-7 administration, we believe that
this is worth assessing in a further study.

Our study has some limitations. First, these results
need to be confirmed in a larger ideally multicentric study
including important cohorts of patients. Furthermore,
other groups of septic patients should be included, as here
we focused on a specific group of patients still alive after
day 3. A prerequisite would be the optimization of
sCD127 ELISA measurement so as to allow its stan-
dardization. In addition, as this study was exploratory and
very preliminary, mechanisms responsible for plasmatic
sCD127 increase after septic shock (altered clearance in
the most severe patients, shedding from activated cells,
etc.) as well as the link between plasmatic sSCD127 level,
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Ilymphopenia, and lymphocyte anergy and/or its restora-
tion by rhIL-7 need to be evaluated in a dedicated study.
Understanding how sCD127 measurement could direct
rhIL-7 therapy would also deserve investigation in a
dedicated study, especially regarding sCD127 measure-
ment and lymphocyte alterations. Finally, healthy
volunteers were not age-matched with septic shock
patients. Nevertheless, as the main outcome was mortality
among septic patients, we hypothesize that this did not
interfere with the results.

To conclude, our results strongly support the hypoth-
esis that sCD127 measurement could represent a new
attractive biomarker for identification of a group of
patients presenting with higher risk of mortality. Upon

association studies showing a link between sCD127
measurement and sepsis-induced immune/lymphocyte
alterations and/or response to rhlIL-7 treatment, we can
imagine that in upcoming clinical trials evaluating new
immunoadjuvant therapies in sepsis (especially aimed at
rejuvenating the adaptive side of immunity), assessment
of sCD127 might be of help for patient stratification.
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LE POLYNUCLEAIRE DANS TOUS SES ETATS !

Altérations phénotypiques et fonctionnelles
des polynucléaires neutrophiles au cours

des états septiques séveres

Julie Demaret®®, Guillaume Monneret??, Fabienne Venetat*

Les syndromes septiques représentent un probléme majeur de santé publique
du fait de leur incidence en constante augmentation et du taux élevé de décés
associé. La forme la plus grave est le choc septique dont la mortalité approche
encore les 40 %. La réponse immunitaire au cours du choc septique associe
une importante réponse inflammatoire initiale responsable de I'état de choc
et le développement secondaire d’altérations du systéme immunitaire.

Les polynucléaires neutrophiles (PNN), sentinelles de I'immunité grace a leur
r6le de phagocytose et leur potentiel antimicrobien, possédent également un
r6le central dans la réponse immunitaire du fait d’interactions constantes avec
les cellules dendritiques, macrophages et lymphocytes via des cytokines. En
conséquence, il n’est pas étonnant que les PNN participent a la physiopa-
thologie des états septiques séveres.

Au cours de la phase pro-inflammatoire, on observe une augmentation du
nombre de PNN, dont une proportion importante de cellules immatures
circulantes d’origine médullaire, ainsi qu’une diminution de leur apoptose.
Leurs réponses fonctionnelles telles que le métabolisme oxydatif et la pha-
gocytose sont augmentées alors que leurs propriétés de chimiotactisme
sont fortement inhibées. Ceci serait a I'origine d’effets déléteres sur certains
organes, notamment le poumon. Ainsi, la production sur les sites distants de
I'infection par les PNN d’espéces réactives de I'oxygéne et de cytokines pro-
inflammatoires jouerait un réle majeur dans le développement de défaillances
d’organes chez les patients septiques.

Enfin, des données récentes de la littérature décrivent également un nouveau
r6le immunosuppresseur pour les PNN suggérant non seulement un nouvel
aspect de I'implication de ces cellules dans la réponse immunitaire mais
également dans la physiopathologie du choc septique.

Polynucléaires neutrophiles — sepsis — immunodépression.
[P Généralités

1.1. Les syndromes septiques
Les syndromes septiques sont classiquement définis comme
I’ensemble des manifestations immuno-inflammatoires
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Phenotypic and functional study of neutrophils
during severe septic syndromes

Septic syndromes still represent a major public health
challenge as they are the leading cause of death in
intensive care units. In particular, septic shock (most
severe form of septic syndromes) is associated with
a high mortality approaching 40%. Immune response
after septic shock associates a major inflammatory
response leading to organ dysfunction and shock and
the secondary development of immune dysfunctions
affecting both innate and adaptive immune responses.
Neutrophils are crucial components of the innate immune
response and the first line of defense against infection.
They also play a central role in initiation of adaptive
immune responses by secreting cytokines. It is not
surprising that neutrophils participate in the pathophy-
siology of severe septic syndromes.

During sepsis pro-inflammatory phase, recruitment of
neutrophils from bone marrow is augmented and is illus-
trated by the increased proportion of immature PNN in
circulating blood. This is also associated with a reduc-
tion in their apoptosis. Moreover, neutrophil oxidative
burst and phagocytosis were found to be increased in
patients whereas chemotaxis is strongly inhibited. This
overwhelming activation of neutrophils and reduced
motility is thought to participate in the development
of organ damage after sepsis, notably because of the
massive production by neutrophils of reactive oxygen
species and pro-inflammatory cytokines at sites distant
of the initial infection.

Interestingly, a novel aspect of neutrophils’ function in
immune response has recently been reported. Indeed,
immunosuppressive properties have been described for
PNN subsets both in murine models and in clinic. This
adds a new complexity about their involvement inimmune
response let alone in septic shock pathophysiology.

Neutrophils — sepsis — immunosuppression.

induites par un processus infectieux. Il existe différents
stades de gravité croissante: sepsis, sepsis sévere et
choc septique. Le sepsis est un véritable probleme de
santé publique, il est responsable de 10 a 30 % des
entrées en service de réanimation et son incidence est
en constante augmentation. Malgré des progrés dans
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Abréviations

CMV: cytomégalovirus

FcyR: récepteur au fragment constant des immunoglobulines
G (IgG)

fMLP: formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
IFN-g: interféron gamma

LPS: lipopolysaccharide

MDSC: cellules myéloides suppressives

NETs: neutrophil extracellular traps

NF-«B: nuclear factor kappa B

PAMPs: pathogen-associated molecular patterns
PMA: phorbol myristate acetate

PNN: polynucléaires neutrophiles

rhDNase: DNases recombinantes humaines

sTREM-1: soluble triggering receptor expressed on myeloid
cells-1
TLR: toll like receptor

sa prise en charge, il représente la premiere cause de
déces en service de réanimation avec un taux de morta-
lité variant de 45 a 63 % [1]. Une étude épidémiologique
récente réalisée sur une cohorte francgaise a permis de
mettre en évidence une incidence de 13,7 % et un taux
de mortalité de 42 % pour le choc septique [2]. Une autre
étude incluant plus de 25000 patients hospitalisés aux
Etats-Unis et en Europe a montré un taux de mortalité
d( au sepsis sévere et au choc septique toujours supé-
rieur a 30 % [3].

Le point de départ de I’état septique est la colonisation
locale de I’organisme par un microorganisme pathogene,
induisant une réaction inflammatoire locale. Sur le site
de I'infection, les macrophages résidents et cellules
dendritiques détectent la présence du pathogéne par
I’intermédiaire des toll like récepteurs (TLR) qui recon-
naissent des motifs présents sur la grande majorité
des bactéries, virus ou champignons regroupés sous
le terme de pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs). L’activation par les TLR initie une cascade
de réactions aboutissant a la translocation du nuclear
factor kappa B (NF-«kB) entrainant la sécrétion de cyto-
kines pro-inflammatoires dont I'lL-13, I'IL-6 et le TNF-a.
D’autres composants de I'immunité innée se mettent
simultanément en place tels que les polynucléaires neu-
trophiles ou le systeme du complément. Chez certains
patients, le sepsis se développe lorsque la réponse
anti-infectieuse initiale normale chez I’héte est ampli-
fiee et dérégulée. Les mécanismes indispensables au
niveau local pour combattre une infection deviennent
alors déléteres lorsqu’ils se propagent au niveau de
I’organisme. Cette amplification de la réponse immu-
nitaire au niveau systémique provoque des dommages
cellulaires et des dysfonctions d’organes conduisant au
sepsis sévere et pouvant s’aggraver en choc septique
voire méme conduire au décés précoce des patients
par défaillance multiviscérale [4].

Chez les patients qui survivent cette phase pro-inflam-
matoire initiale, une réponse anti-inflammatoire compen-
satrice se met en place [4] qui peut induire un état de
dépression immunitaire affectant les versants innés et
acquis de la réponse immunitaire. En effet, cette immu-
nosuppression post-septique est illustrée par des don-
nées récentes de la littérature montrant, chez les patients
survivants au 3¢ jour du choc septique, une non éradi-
cation du pathogene initial, une susceptibilité accrue au
développement d’infections nosocomiales secondaires
(P. aeruginosa, C. albicans), ou a des réactivations virales
(CMV, Herpes virus) généralement observées chez les patients
immunodéprimés [5, 6].
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1.2. Physiologie

des polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) représentent 60 a
75 % des globules blancs totaux. lls ont été décrits pour
la premiére fois par Paul Ehrlich a la fin du XIX® siecle.
Ces cellules sont caractérisées par un noyau plurilobé, la
présence de nombreux granules cytoplasmiques et une
affinité pour les colorants neutres. lls sont sécrétés par
la moelle osseuse et ont une durée de vie dans le sang
de quelques heures.

Les PNN sont indispensables a la défense contre les micro-
organismes. Grace a leur role de sentinelle, ils constituent
la premiére ligne d’action du systéme immunitaire inné.
En effet, les patients souffrant de déficits immunitaires
quantitatif ou qualitatif des neutrophiles (neutropénie
congénitale, granulomatose septique chronique, déficit
d’adhésion leucocytaire) sont souvent sujets a des infec-
tions séveres voire mortelles [7].

Si les micro-organismes parviennent a passer les bar-
rieres physiques telles que la peau ou les muqueuses,
ils accedent aux tissus et activent les cellules endothé-
liales qui vont alors attirer les neutrophiles circulants. La
migration des PNN vers le site de I'infection est une étape
importante dans le contréle de I’infection.

En conditions normales, les neutrophiles s’attachent fai-
blement aux cellules endothéliales grace a I'expression
constitutive de molécules de faible affinité, les sélectines
(L-sélectine, CD62L - ). Leur interaction leur
permet ainsi de « rouler » sur la paroi des vaisseaux,
emportés par le flux sanguin. Lors d’un contact avec un
composant bactérien, une cytokine inflammatoire ou une
chimiokine, les PNN expriment a leur surface des inté-
grines (CD11b/CD18) qui, grace a leur haute affinité pour
les molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1), permettent
une adhésion ferme a la paroi du vaisseau sanguin. Grace
a cette interaction, les PNN se fixent a la paroi du vais-
seau sanguin et traversent ensuite la couche de cellules
endothéliales via les jonctions serrées, guidés par un
gradient de chimioattractant (IL-8, fMLP, C5a - )-
En effet, les chimiokines ont un réle important dans le
recrutement et I’'activation des PNN. Linterleukine-8 est un
acteur essentiel pour la migration des neutrophiles dans
de nombreux contextes inflammatoires chez I’homme et
I’animal [7]. La réponse a I'lL-8 est médiée par l'interac-
tion avec deux récepteurs de haute affinité: CXCR1 et
CXCR2. Ces récepteurs ont différents ligands avec des
affinités variables; alors qu’ils interagissent avec I'lL-8
avec une affinité équivalente, CXCR2 fixe également
d’autres chimiokines telles que GRO-a (CXCL1), GRO-B
(CXCL2) et GRO-vy (CXCL3).
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Figure 1 — Role physiologique des polynucléaires neutrophiles dans la réponse anti-infectieuse

et réponse physiopathologique au cours du choc septique.
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Une fois que les PNN ont reconnu leur cible, ils émettent
des pseudopodes pour englober la bactérie dans une
vacuole de phagocytose. Différents mécanismes tels que
la dégranulation, la libération d’enzymes et de protéines
a activité bactéricide comme la myéloperoxydase ou la
lactoferrine, ou I’activation de la NADPH oxydase, sont
alors mis en ceuvre au niveau du phagolysosome pour
détruire la bactérie [8] (figure 1).

Lors de leur stimulation, les neutrophiles peuvent étre
également soumis au phénomene de NETose, une forme
active de mort cellulaire qui conduit a la libération de
chromatine décondensée dans le milieu extracellulaire.
Ces structures fibreuses, appelées neutrophil extracel-
lular traps (NETs) contiennent aussi bien des histones
que des protéines cytoplasmiques. La nature des méca-
nismes mis en jeu dans leur formation n’est pas encore
bien définie. Les NETs sont capables de piéger différents
pathogénes extracellulaires grace a de puissantes pro-
priétés antimicrobiennes et immunomodulatrices [9].

En étant 'une des premiéres cellules présentes sur le site
de l'infection, les neutrophiles possédent un role central
dans I'immunité. Ils sécrétent des cytokines et chimio-
kines nécessaires a I'initiation de la réponse immunitaire
adaptative. Les PNN sont notamment impliqués dans le
recrutement et 'activation des cellules dendritiques et

interagissent avec les lymphocytes [7]. Comparés a d’autres
types cellulaires tels que les macrophages, les neutro-
philes produisent de plus faibles quantités de cytokines
mais grace a un recrutement abondant au niveau du site
inflammatoire, leur contribution au pool total de cytokines
est conséquente.

En I'absence d’inflammation, les PNN circulent pendant
une courte période (durée de vie de quelques heures)
avant de devenir sénescents et d’étre éliminés par le foie,
la rate ou la moelle osseuse grace a des mécanismes
apoptotiques. Ce processus de mort cellulaire program-
mée est essentiel dans la régulation de I'homéostasie
des neutrophiles. Dés qu’ils arrivent au niveau du site de
Iinfection, leur durée de vie est prolongée par la présence
de médiateurs inflammatoires, comme le GM-CSF, ou
de chimiokines (IL-8, GRO-«). Bien que les neutrophiles
jouent un r6le majeur dans I’élimination des pathogénes,
ils peuvent également se montrer potentiellement déléteres
pour les cellules environnantes s’ils sont continuellement
stimulés. Leur survie peut étre a I'origine du développe-
ment de défaillances d’organes en produisant a I'excés
les médiateurs pro-inflammatoires et ainsi, nuire a I’hote.
Il est donc important que les PNN soient efficacement
éliminés en méme temps que les micro-organismes nocifs
a 'origine de leur activation [10].
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Des données récentes de la littérature décrivent un nou-
veau role pour les neutrophiles. En effet, Pillay et al. rap-
portent I"apparition d’une sous population de PNN avec
des propriétés immunosuppressives sur la prolifération
des lymphocytes T grace a la libération locale de peroxyde
d’hydrogéne au sein d’une synapse immunologique [11].
Une autre équipe a également mis en évidence la capa-
cité des neutrophiles a dégrader des cytokines par la
production d’une élastase et ainsi affaiblir la réponse
pro-inflammatoire [12].

Ces nouveaux travaux apportent une nouvelle complexité
sur 'implication des PNN dans la réponse immunitaire.

A Réle des polynucléaires
neutrophiles

dans la physiopathologie
des syndromes septiques

De par leur réle central comme premiére ligne de défense
anti-infectieuse, un certain nombre d’études s’est intéressé
au réle des PNN dans la physiopathologie du choc septique.

2.1. Phase pro-inflammatoire

En particulier, de nombreuses modifications phénoty-
piques et fonctionnelles des PNN ont essentiellement été
rapportées pendant la phase précoce des états septiques
séveres. Nous allons détailler ces altérations fonction par
fonction

2.1.1. Phénotypage

Les polynucléaires neutrophiles expriment a leur surface un
récepteur au fragment constant des immunoglobulines G
(FcyRlI et IgG), CD64, uniquement lorsqu’ils sont activés.
Ainsi, c’est en 1995 que la mesure en cytométrie en flux de
I’expression de CD64 a la surface des PNN a été proposée
comme marqueur diagnostique d’infection et de sepsis.
Gréace a une sensibilité et une spécificité élevées, il a été
évalué dans de nombreuses études en tant que biomar-
queur, ou composant de combinaisons de biomarqueurs,
dans les infections chez I'adulte et I’enfant [13]. A titre
d’exemple, dans une étude publiée par Muller Kobold et al.,
une importante augmentation d’expression du CD64 a
été rapportée chez des patients adultes en choc septique
comparés a des volontaires sains [14]. Des résultats simi-
laires ont été retrouvés chez les enfants et nouveaux nés.
De plus, I'association de niveaux d’expressions éleves de
CD64 a d’autres biomarqueurs pourrait ajouter une valeur
diagnostique intéressante comme suggéré par Gibot et al.
avec la combinaison CD64 - procalcitonine et STREM-1
(soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1)
dans le diagnostic du sepsis [15].

2.1.2. Myélémie

Le sepsis sévere ou toute autre réponse inflammatoire
systémique s’accompagne d’une augmentation de la
production de PNN au sein de la moelle osseuse, parfois
décuplée, et le recrutement dans la circulation sanguine
de neutrophiles immatures [16]. Ainsi, la présence de
PNN immatures dans le sang périphérique traduisant une
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activité de la moelle osseuse augmentée a été évaluée
dans plusieurs études comme marqueur diagnostique
dans le sepsis. Notamment, Nierhaus et al. ont souligné
la supériorité du pouvoir discriminant du compte de PNN
immatures pour différencier les patients infectés des non
infectés par rapport a des marqueurs fréquemment utili-
sés tels que la protéine C réactive ou I'interleukine-6, et
en particulier pendant les premiéres heures critiques [17].
Cependant, la capacité des PNN immatures a participer effi-
cacement a la défense immunitaire contre les pathogenes,
reste a définir. Drifte et al. ont étudié les fonctions immuni-
taires des neutrophiles matures et immatures en se basant sur
le phénotypage de CD16 (expression du récepteur FcyRlIl)
chez des patients en sepsis ou présentant une réponse
systémique inflammatoire et des volontaires sains [18].
lls ont montré que les PNN circulants des patients étaient
dans I’ensemble moins matures que ceux des contrdles et
que ces PNN immatures étaient globalement moins effi-
caces (chimiotactisme, bactéricidie, phagocytose diminués)
comparés aux PNN matures. Il reste encore a déterminer
si I'immaturité des neutrophiles lors du sepsis a une inci-
dence clinique importante sur les défenses immunitaires
des patients.

2.1.3. Apoptose

L’apoptose est impliquée dans I’élimination des cellules
sénescentes et est nécessaire a la résolution de I'inflam-
mation. En plus du phénomeéne de myélémie, I'absence de
régulation de ce processus de mort programmeée participe
a la physiopathologie du sepsis. En effet, la survie prolon-
gée des neutrophiles permet une réponse inflammatoire
robuste et protége donc I’héte d’une maniére plus efficace.
Cependant, elle est également a 'origine de développe-
ment de défaillances d’organes et augmente le risque
de mortalité suite a la production continue de radicaux
libres. Beaucoup se sont intéressés a cette thématique
a travers différentes techniques (annexin V, iodure de
propidium, TUNEL). Par exemple, dans une étude portant
sur une cohorte de patients avec des degrés de sepsis
différents et comparés a des volontaires sains, Fialkow
et al. ont démontré que I'apoptose des neutrophiles est
inversement proportionnelle a la sévérité [19]. De plus,
d’aprés Tamayo et al., dans un groupe de patients en choc
septique plus important, I'apoptose est toujours diminuée
chez les patients. En revanche, cette diminution n’est pas
statistiquement différente chez les non-survivants [20].

2.1.4. Adhésion et migration

En conditions normales, la L-sélectine est présente a la
surface des neutrophiles. Si les PNN entrent en contact
avec un produit pro-inflammatoire ou infectieux (LPS,
fMLP), ils s’activent et expriment a leur surface des molé-
cules d’adhésion de forte affinité: les intégrines (CD11b/
CD18). lIs se fixent alors aux molécules d’adhésion (I-CAM,
V-CAM) et traversent la couche de cellules endothéliales
guidés par un gradient de chimioattractants (IL-8) qui
se fixent sur les récepteurs correspondants (CXCR1 et
CXCR2) [7] . De nombreux auteurs tels que
Chishti et al. mettent en évidence dans une cohorte de
patients en choc septique, une augmentation de I’'expres-
sion du CD11b [21]. Une autre étude de Muller Kobold et al.



sur des patients en sepsis soulignent un lien entre I'ex-
pression augmentée du CD11b et la mortalité avec une
expression plus importante chez les survivants [14]. Néan-
moins, d’autres auteurs ne retrouvent pas ces modifications
d’expressions comme Martins et al. qui, dans leur cohorte
de patients en sepsis, sepsis sévéere et choc septique, ne
rapportent pas de différence d’expression pour le CD11b
et le CD11c¢ par rapport aux volontaires sains [22]. Concer-
nant I’expression des récepteurs aux chimiokines, Chishti
et al. ont montré une diminution de I'expression de CXCR2
jusqu’a 5 jours apres le début du choc par rapport a une
cohorte de volontaires sains, alors que I'expression de
CXCR1 reste inchangée [21]. Enfin, dans une étude de
Tavares-Murta et al. sur des patients septiques, une sup-
pression de la réponse aux stimuli de fMLP est notée et
est d’autant plus importante chez les non-survivants [23].
Au total, il semble que la capacité d’activation et de migra-
tion des PNN soit altérée dans la phase précoce du choc
septique.

2.1.5. Phagocytose
Une fois activés par des produits bactériens ou des média-
teurs endogeénes, les neutrophiles traversent les cellules
endothéliales pour phagocyter et détruire les pathogénes
. Les études évaluant la phagocytose des PNN
apres un choc septique montrent des résultats divergents.
Certaines études observent une phagocytose augmentée
des PNN chez les patients en sepsis ou en choc sep-
tique lors de la phase précoce [24] en accord avec une
augmentation de I’activité des PNN au début du choc.
Cependant, d’autres auteurs mettent en évidence plutét
une diminution [25] voire aucune altération de la phagocy-
tose. Ces résultats contradictoires pourraient étre liés au
degré de maturité des PNN au moment de la mesure de
cette phagocytose. Par exemple, Taneja et al. soulignent
une phagocytose inchangée chez des patients en sepsis
sévere mais décrivent une différence dans I'activité pha-
gocytaire des neutrophiles en fonction de leur maturité;
les PNN immatures des patients auraient une phagocytose
diminuée comparée aux PNN matures. Ainsi, la phago-
cytose plus importante des neutrophiles matures serait
contrebalancée par I’activité phagocytaire moindre des
PNN immatures [26].

2.1.6. Métabolisme oxydatif

Le métabolisme oxydatif représente I'un des mécanismes
de défense les plus importants pour contréler une infection
bactérienne [8]. Nous pouvons supposer que I'augmenta-
tion du métabolisme oxydatif est bénéfique au début du
choc pour contenir le pathogene, mais la persistance de
cette activité élevée peut s’avérer délétére pour I'orga-
nisme. Plusieurs études montrent une augmentation de
la production d’espéces réactives de I'oxygene chez des
patients en sepsis, sepsis sévére et choc septique sur des
préléevements précoces. Par exemple, dans une cohorte
de patients septiques, Martins et al. soulignent une aug-
mentation du métabolisme oxydatif en réponse a différents
stimuli (LPS, PMA, fMLP, S. aureus) [22]. En lien avec la
diminution de leur motilité, cet état d’activation augmentée
des PNN pourrait participer au développement de dys-
fonctions d’organes chez les patients en choc septique
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puisque les PNN piégés dans les veinules post-capillaires
des organes tels que le poumon ou le rein libéreraient leurs
granules au niveau de ces sites distants de I’infection ini-
tiale et induiraient des dommages tissulaires.

2.1.7. NETs (neutrophil extracellular traps)

Outre la capacité d’élimination des pathogénes grace a
la phagocytose et au métabolisme oxydatif, I’activation
des PNN géneére la formation de NETs [27]. Alors que la
formation de NETs a été détectée lors d’infections et de
sepsis, leur réle in vivo n’est pas clairement défini. Il s’agit
d’une arme a double tranchant. En effet, le confinement
des pathogenes au niveau d’un site d’infection localisé
est une fonction importante des NETs mais il peut aussi
étre délétere pour I’hote. Les NETs réduisent I’infection
localement et limitent la dispersion du pathogéne dans
I’organisme mais libérent ainsi une concentration locale
importante de composants antimicrobiens comme les pro-
téases dans les tissus adjacents, qui peut étre a I'origine
de dommages tissulaires et de dysfonctions d’organes [9].
Dans le but d’évaluer I'implication des NETs dans la phy-
siopathologie du sepsis, plusieurs équipes utilisent des
DNases recombinantes humaines (rhDNase) qui catalysent
I’hydrolyse de I’ADN extracellulaire dans des modeles
murins. A titre d’exemple, Meng et al. rapportent que la
déplétion des NETs par I'administration de rhDNase aggrave
la pathologie qui suit un sepsis polymicrobien in vivo et
qu’ainsi, induire la formation des NETs serait préférable a
favoriser leur destruction dans une potentielle approche
thérapeutique chez ’lhomme [28].

2.1.8. Conclusion

Lors du sepsis, le nombre de neutrophiles circulants est
augmenté avec une proportion importante de PNN imma-
tures au niveau du sang circulant et leur survie est allongée.
De plus, les réponses fonctionnelles telles que la phago-
cytose et le métabolisme oxydatif sont renforcées alors
que le chimiotactisme est inhibé. En effet, il y a un défaut
dans le recrutement des PNN caractérisé par une inca-
pacité des neutrophiles a migrer vers le site de I'infection
combiné a une séquestration inappropriée de ces cellules
dans les organes tels que les poumons, le cceur, le foie
ou les reins. Lhyperactivation de ces PNN, ainsi qu’une
augmentation de leur capacité a produire des especes
réactives de I'oxygéne et de leur fonction phagocytaire
vont créer un environnement nocif pour les organes voi-
sins. Cette accumulation de neutrophiles dans les tissus
participe alors aux dysfonctions d’organes observées
dans la physiopathologie des états septiques sévéres [29].

2.2. Neutrophiles etimmunosuppression
post septique

Peu d’études ont été réalisées jusqu’ici sur les altérations
phénotypiques et fonctionnelles des neutrophiles au cours
de la phase d’immunosuppression post-septique.
Néanmoins, alors que le role des PNN semblait limité a
leur fonction de sentinelle et de coordinateur de la réponse
anti-infectieuse, un nouvel aspect d’immunosuppression
a été récemment décrit dans la littérature.

En effet, Gresnigt et al. ont souligné la capacité des neu-
trophiles a dégrader des cytokines par la production d’une
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elastase et ainsi affaiblir la réponse pro-inflammatoire [12].
De plus, Pillay et al. ont mis en évidence une sous popu-
lation de neutrophiles présentant des propriétés immu-
nosuppressives et un phénotype distinct dans un modéle
d’endotoxémie humaine [11]. Trois heures apres I'injection
de LPS par voie intraveineuse chez des volontaires sains,
plusieurs sous populations de PNN sont apparues dis-
tinctement et notamment des neutrophiles présentant un
phénotype CD16*CD62L capables d’inhiber la prolifération
des lymphocytes T. Ceci grace a la formation d’une synapse
immunologique entre le neutrophile et le lymphocyte par
I'intermédiaire de Mac-1 (CD11b/CD18) et a la libération
de petites quantités de peroxyde d’hydrogéne au niveau
local. Cette sous population est confrontée morphologi-
quement et phénotypiquement a une sous population de
PNN immatures CD16-CD62L- qui ne présente pas les
mémes fonctions immunosuppressives. Ces différentes
sous populations sont également retrouvées dans une
petite cohorte de patients polytraumatisés graves. De plus,
dans une étude ultérieure réalisée par la méme équipe, la
sous population CD16+*CD62L- présentait des propriétés
d’adhésion altérées, facilitant la migration de ces cellules
aux autres localisations tissulaires plutét qu’au niveau du
site de I'inflammation [30]. Cette méme équipe a ensuite
montré que I'administration de GM-CSF et d’IFN-vy induit
un changement dans la composition des neutrophiles en
faveur d’un profil anti-inflammatoire en augmentant la
proportion de PNN CD16*CD62L" avec une diminution du
nombre total de neutrophiles [31].

Pillay et al. assimilent le réle de la sous population immu-
nosuppressive CD16+*CD62L aux cellules myéloides sup-
pressives (MDSC). Les MDSC ont été caractérisées pour
la premiére fois dans des modéles murins tumoraux et
chez des patients atteints de cancer. Cette population
hétérogéne de cellules myéloides immatures présente
une activité suppressive via un contact cellulaire proche
et des études récentes s’interrogent sur leur potentielle
implication dans I'immunosuppression post-septique,
notamment dans la réponse inadaptée des lymphocytes T,
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observée chez les patients atteints de choc septique [32, 33].
Ces cellules, impliquées dans la physiopathologie du can-
cer, pourraient donc participer a celle du choc septique.
Néanmoins, beaucoup d’éléments restent encore a défi-
nir concernant les MDSC, notamment leur phénotypage
chez ’homme, leurs mécanismes d’action et les stimuli
aboutissant a leur expansion et activation en conditions
pathologiques.

E Perspectives — Conclusion

Les polynucléaires neutrophiles sont considérés comme
les sentinelles de I'immunité grace a leur réle de cellules
phagocytaires et leur potentiel antimicrobien. lls ont éga-
lement un réle central dans I'immunité en échangeant
constamment avec les cellules dendritiques, macrophages
et lymphocytes au moyen des cytokines. Ils jouent donc
un réle central dans la physiopathologie des états sep-
tiques séveres. Les études évaluant le réle des PNN chez
des patients de réanimation rapportent un recrutement
important de PNN immatures et des neutrophiles plutot
« hyperactivés » pendant la phase précoce pro-inflam-
matoire du choc et un réle potentiel de ces cellules dans
le développement de défaillances d’organes post-choc
septique. Néanmoins, I'article de Pillay et al. apporte une
nouvelle lumiére sur la potentielle implication des PNN
dans I'immunosuppression du choc septique [11]. Il serait
ainsi intéressant d’étudier la fonctionnalité des neutrophiles
chez des patients en choc septique pendant la phase
immunosuppressive.

A travers I'étude des neutrophiles, ce sont les mécanismes
de I'équilibre inflammation/immunosuppression du choc
septique qui pourraient étre mieux compris et ainsi offrir de
nouvelles perspectives thérapeutiques dans un contexte
clinique toujours caractérisé par une tres lourde mortalité.
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Chapter 20

Intracellular Flow Cytometry Improvements in Clinical Studies

Julie Demaret, Morgane Gossez, Fabienne Venet, Guillaume Monneret

Abstract

Flow cytometry has become a basic of biological research and clinical diagnostics, and its
application has been crucial to numerous advances in immunology and cell biology. However,
several issues remain when considering intracellular stainings, especially in the context of a
daily routine use and in multicenter clinical research protocols including large cohorts of
patients. The requirements for multiple protocol steps are not only time-consuming but also
frequently associated with high cell loss and non-specific binding or reduced fluorescence.
These drawbacks make standardized intracellular flow cytometry use in multicenter studies
struggling. As a consequence, intracellular flow cytometry has mostly remained a tool for
experimental and clinical research. In the current chapter, we will complete flow cytometry
protocols described in the previous edition by presenting novel intracellular protocols usable
in clinic. These present with many advantages including shorter time-to-results, one-step
whole blood procedures, lyse-no-wash-no-centrifuge protocols, improved staining quality,
and lyophilized coated reagents in ready-to-use tubes. This opens novel perspectives for
standardization and feasibility in clinical studies, for drug efficacy monitoring and for
patients’ stratification within a context of personalized medicine. Here, we will present
illustrative examples taken from septic patients’ immunomonitoring. We will consider the
evaluation of myeloperoxidase and lactoferrin expressions in neutrophils, FOXP3 lymphocyte
expression and STATS phosphorylation in lymphocyte subsets.

Key words: Intracellular flow cytometry, sepsis, neutrophil, myeloperoxidase, lactoferrin,

FOXP3, regulatory T cells, STATS



1.Introduction

1.1 Flow Cytometry for Clinics

Flow cytometry represents one inevitable method for cell study and identification through
cell analyses and sorting according to their distinguishing characteristics. Such single cell
technique has helped to reveal much about cells function and position in the immune system
[1]. It has evolved over the past 50 years from a niche laboratory technique to a routine tool
used by clinical pathologists and immunologists for diagnosis and monitoring of patients
notably with cancer and immune deficiencies [2]. However, several issues exist when
considering flow cytometric intracellular stainings (ICS), especially in the context of a daily
routine use and in clinical research protocols including large cohorts of patients for whom
samples need to be processed immediately [3]. More specifically, this technique is time-
consuming due to permeabilisation and multiple washing steps. In addition, results are usually
poorly reproducible and hardly standardisable. This rendered intracellular flow cytometry
barely usable on a routine basis. Novel protocols have been recently developed to perform
faster and more convenient ICS protocols in order to meet criteria of improved
standardization. In particular, a promising domain of application for ICS is functional testing
which remains, immunologically speaking, a gold standard approach.

Here we extend our previous report on standardized flow cytometry cell surface markers
for critically ill patients monitoring (HLA-DR on circulating monocytes, percentage of
CD4+CD25+ regulatory T cells and CD64 expression on neutrophils in ICU patients [4]). In
the current chapter, we will describe novel ICS protocols (including functional testing) and
will provide clinical examples in septic patients illustrating their potential as stratification

tools in immunostimulating clinical trials.



1.2 Sepsis Pathophysiology

Septic syndromes are still associated with a high risk of death in ICU. Indeed, a recent
epidemiological study including more than 25,000 patients in the USA and in Europe showed
that overall hospital mortality from severe sepsis or septic shock is still over 30 % [5]. In
particular, over the past 30 years, the prognosis for septic patients has improved substantially,
due to advances in the supportive care delivered to critically ill patients. Immune response
after septic shock associates a major inflammatory response leading to organ dysfunction and
shock and the development of immune dysfunctions affecting both innate and adaptive
immune responses. Sepsis directly or indirectly impairs the function of almost all types of
immune cells. Importantly, the intensity and duration of sepsis-induced immune alterations
have been associated with increased risk of deleterious events in patients [6, 7].

There is a recognized need for markers that can rapidly 1) identify the immunological
status of the patient and 2) the immune response to therapy [8]. As an example, many studies
have described altered monocyte phenotype and functions in sepsis. In particular, decreased
expression of HLA-DR (mHLA-DR) on circulating monocytes has been proposed as a
surrogate marker of immune failure [8, 9] and is now used for patient stratification in clinical
trial (NCT02361528 [10]. Likewise, T lymphocyte anergy has been shown to be a hallmark of
sepsis-induced immune dysfunctions and leads the way for future IL-7 trials to rejuvenate T
cells [11, 12].

This new chapter will focus on biomarkers measurable by intracellular flow cytometry: the
expressions of myeloperoxidase and lactoferrin in neutrophils’ granules, FOXP3 lymphocyte

expression and STATS phosphorylation in various lymphocyte subsets.

1.3 Marked Neutrophil Alterations in Sepsis
Neutrophils (PNN) are crucial components of the innate immune response and the first line

of defense against infection. They also play a central role in initiation of adaptive immune



responses by secreting cytokines [13]. Interestingly, an immunosuppressive neutrophil subset
has recently been reported in the blood of volunteers challenged with LPS [14]. Furthermore,
Guérin et al. described a CDIO'CD16  subset of immature neutrophils associated with
mortality in septic patients, and presenting some immunosuppressive properties [15]. In
agreement, we recently observed that circulating neutrophils present with phenotypic,
functional, and morphologic alterations a few days after sepsis onset [16]. Indeed, activation
capacities (in response to fMLP, IL-8 and GM-CSF), chemotaxis (functional test and
chemokine receptor expressions), phagocytosis, oxidative burst were found to be altered. In
addition, we reported a decrease in myeloperoxidase and lactoferrin intracellular expressions
a few days after sepsis onset. Most importantly, of these parameters, we observed that a
diminished myeloperoxidase (MPO) expression appeared as the best predictor to identify a
group of patients at higher risk of death [16].

Myeloperoxidase and lactoferrin, both contained respectively in azurophilic and secondary
neutrophil granules are essential components of PNN function. Lactoferrin possess anti-
microbial properties with the potential to prevent infections in young children. Several clinical
trials involving lactoferrin for prevention of neonatal sepsis have been carried out [17]. MPO
is a major player in oxidant metabolism as it reacts with hydrogen peroxide and chloride ions
to generate hypochlorous acid, the most potent antimicrobial oxidant [18]. MPO activity is
also a plausible mechanism for neutrophil extracellular traps (NETs) — a fibrous network
released from neutrophils that can trap micro-organisms [19] — antimicrobial activity and
could be detrimental by generating reactive oxidants in severe inflammatory conditions,
where NETs are produced [20]. Myeloperoxidase measurement is usually performed using
activity assay kits, assessing peroxidase activity in a sample, or ELISA kits, in order to
measure MPO expression in plasma and tissue samples. Another approach relies on ICS and
flow cytometry and novel protocols have been developed to perform ICS in whole blood and

in one step (including permeabilisation, intra and surface stainings).



1.4 Regulatory T Cells — FOXP3 Expression

Regulatory T cells are an important CD4" T cell subset involved in immune regulation. Treg
percentages have been shown to differ in numerous disease states. Indeed, accumulated
evidence suggests the essential functions of Treg in the pathophysiology of many clinical
conditions such as autoimmune diseases [21], transplantations [22], severe septic shock [23],
cancer [24], HIV infection [25], and in the development and maintenance of immunologic
tolerance [26]. More specifically, regulatory T lymphocytes may play a role in the control of
immune responses and are affected by injury and sepsis [27]. This may be related to their
capacity to interact with components of the innate and adaptive immune systems. The analysis
of regulatory T cells is also becoming an increasingly important consideration in the
development of novel immunotherapeutic strategies. Accurate quantification of Treg during
treatment protocols is crucial, particularly where the therapeutic strategy is targeting Treg.
However, very few studies have been conducted in large prospective clinical cohorts. This
could be partly explained as Treg can only be precisely identified by ICS flow cytometry
using forkhead box protein 3 (FOXP3) staining, the key transcriptional factor for Treg [28].
The requirement for permeabilisation is not only time-consuming; it is also highly susceptible
to cell loss, reduced fluorescence of antibody conjugates included in the staining mix, and
therefore inaccurate quantification. Even if other phenotypes (such as CD4'CD25" or
CD4'CD25°CD127) are known to be good surrogate identification strategies for Treg [29],
FOXP3 remains to date, the only marker to appropriately identify those cells. We recently
assessed the robustness of a new protocol allowing permeabilisation and staining in one-step
in daily routine conditions in clinical samples with FOXP3 [30]. By comparing a one-step
ICS procedure with a reference protocol, we obtained a strong correlation between
percentages of FOXP3" Treg according to difference phenotypic identification strategies.

Moreover, with a better staining quality, a shorter realization time and no isotype control



requirement, this one-step procedure appears adequate for a daily routine use and in whole

blood prospective clinical studies.

1.5 STATS Phosphorylation

Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) family is composed of seven
related proteins. STATs are latent transcription factors that mainly reside in the cytoplasm in
an inactive state. STATs become activated by phosphorylation on a critical tyrosine residue.
Many upstream kinases can activate STATs, though the most common is the Jak family of
kinases. Additional receptor and non-receptor tyrosine kinases also have the ability to
phosphorylate STATs. Tyrosine phosphorylation allows for STATs to form active dimers
[31], which can be homodimers or heterodimers with another STAT family member [32].
This dimer conformation triggers translocation to the nucleus. STATs then recruit additional
cofactors to modulate expression of key target genes involved in growth, survival, and
differentiation. Assaying these phosphorylation networks within the cellular context could
therefore contribute to the mechanistic understanding of kinase activities in normal and
disease states as well as assessing the efficacy of targeted agents. But the expansion of
phospho-specific intracellular detection requires the improvement of reagents and tailored
protocols. The development of phospho-specific antibodies against unique epitopes of
individual proteins has been a key step that enabled intracellular phosphorylation analysis by
flow cytometry to become useful for functional studies. Multiparametric staining, using both
surface and intracellular stains, allows for the study of discrete biochemical events in readily
discernible subsets [33]. However, again, the need of permeabilisation is time-consuming and
results are usually poorly reproducible and hardly standardisable. By using a novel flow
cytometry procedure of intracellular signaling pathway staining, we were able to detect
STATS phosphorylation with a one-step whole blood method (simultaneous permeabilisation

and staining) [34]. As an example, we combined intracellular FOXP3 staining [30] to



specifically measure STATS phosphorylation in Treg (CD4 FOXP3") and CD4 FOXP3" cells
in response to cytokines. Interleukin(IL)-2 and IL-7 are two cytokines indispensable for
growth, proliferation, and differentiation of CD4+ T cells [35]. Recombinant (r)IL-2 is
particularly assessed in auto-immune diseases [36]. In this context, low doses of IL-2 are
administered so as to increase the number of Treg. In contrast, IL-7 is currently assessed in
various clinical conditions with the objective of stimulating/rejuvenating CD4 FOXP3"
lymphocytes [11]. We used increasing doses of human (h)IL-2 versus recombinant human
(rh)IL-7 to investigate STATS5 phosphorylation. This novel functional testing in fresh whole
blood was completed in about 70min [34]. To our knowledge, we confirm for the first time, in
human whole blood, that low dose of hIL-2 preferentially activated Treg whereas low dose of
rhIL-7 preferentially induced CD4+FOXP3- activation (Fig. 20.1). This work also illustrated
the interest of this flow cytometry approach for monitoring pharmacological responses to
drugs in daily clinical practice. In another study, we then assessed the ex vivo responses of
septic shock patients’ T cell subsets to increasing doses of rhIL-7 by measuring intracellular
pSTATS by flow cytometry [37]. We have reported a differential rhIL-7-induced response of
T cells between surviving and non-surviving patients. In lieu of validation in a larger cohort
of patients, this report indicated that such results, obtained in 70 min, may serve to stratify and

monitor rhIL-7 therapy efficacy in future clinical studies.

1.6 Using Intracellular flow Cytometry in Larger Clinical Studies

Based on these new protocols for ICS, standardization of intracellular flow cytometry seems
already well underway. By shortening the realization time (less than 90 minutes) and
guaranteeing staining quality, these one-step procedures available on fresh whole blood may
represent, upon validation in large cohort of patients, a major improvement in study of
intracellular molecules by flow cytometry in clinical studies. Furthermore, these improved

protocols open various perspectives. Functional tests with phospho-epitopes have



demonstrated an undeniable interest. They pave the way to other fields, in particular,
intracellular cytokine staining. More generally, beyond ICU patients, various clinical contexts
such as cancer therapy or immunotherapy should benefit from these new protocols for

stratifying and monitoring patients.

2. Materials

2.1 Solutions

1. PerFix-nc (no centrifuge assay kit — Beckman Coulter, Brea, CA) is composed of three
reagents: Buffer 1 (fixative reagent containing formaldehyde), Buffer 2
(permeabilising reagent containing proclin 300), and Buffer 3 (final 10X solution, to
be diluted to 1X solution in distilled water, containing formaldehyde).

2. PerFix EXPOSE (Phospho-Epitopes Exposure kit — Beckman Coulter) is composed of
four reagents: Buffer 1 (fixative reagent containing formaldehyde), Buffer 2
(permeabilising reagent containing proclin 300, sodium perchlorate and detergent),
Buffer 3 (staining reagent containing proclin 300, sodium perchlorate and sodium
azide) and Buffer 4 (final 20X solution, to be diluted to 1X solution in distilled water,
containing formaldehyde and detergent).

3. PBS: dissolve 8.0g of NaCl, 0.2g of KCI, 1.15g of Na,HPOy4, and 0.2g of KH,PO4 in
11 of distilled water (with adjusted pH at 7.4). This solution may be stored at 4°C up to

a month.

2.2 Cytokines
1. Human IL-2 (hIL-2 - Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) from 0.01 U/ml to 100
U/ml.
2. Recombinant human IL-7 (rhIL-7 - R&D systems, Minneapolis, MN) from 0.001

ng/ml to 10 ng/ml.



2.3 Antibodies

1.

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-Phycoerythrin (PE)-labeled anti-myeloperoxidase
(MPO - clone CLB-MPO-1) and anti-lactoferrin (clone CLB 13.17) (Beckman
Coulter)

PE-Texas Red (ECD)-labeled anti-CD62L (clone DREG56) (Beckman Coulter)
PE-Cyanine 7 (PC7)-labeled anti-CD10 (clone ALB1) (Beckman Coulter)
Allophycocyanin-Alexa fluor 750 (AA750)-labeled anti-CD11b (clone Bearl)
(Beckman Coulter)

Pacific Blue (PB)-labeled anti-CD16 (clone 3G8) (Beckman Coulter)

Krome Orange (KrO)-labeled anti-CD14 (clone RMO52) (Beckman Coulter)
PE-labeled anti-CD25 (clone B1.49.9) (Beckman Coulter)

PC7-labeled anti-CD127 (clone R34.34) (Beckman Coulter)

Alexa Fluor 647 (AF647)-labeled anti-FOXP3 (clone 259D) (BioLegend, San Diego,

CA)

10. PB-labeled anti-CD4 (clone 13B8.2) (Beckman Coulter)

11. PE-labeled anti-phosphorylated STATS (Beckman Coulter)

3. Methods

3.1 Neutrophils — MPO and Lactoferrin Expressions

1.

2.

Collect samples of peripheral blood in EDTA anticoagulant tubes.
Mix 50ul of whole blood with 5ul of ECD-labeled anti CD62L, vortex and incubate 2

min at room temperature.

. Add 20pl of PerFix-nc Buffer 1 (fixative reagent).

Vortex immediately and incubate at room temperature for 15 min in the dark.
During these 15 min, mix in a new tube 300ul of PerFix-nc Buffer 2 (permeabilising

reagent) with 10ul of FITC-PE-labeled anti-myeloperoxidase and lactoferrin, 2.5ul of



PC7-labeled anti-CD10, 2.5ul of AA750-labeled anti-CD11b, 5ul of PB-labeled anti-
CD16, and 5ul of KrO-labeled anti-CD14. Vortex and keep it at room temperature, in
the dark.

At the end of the 15 min, mix 325pul of the second tube with the tube containing the
blood.

Vortex and incubate at room temperature for 35 min in the dark.

Add 3ml of PerFix-nc Buffer 3 1X (previously dilute PerFix-nc Buffer 3 10X to 1X in
distilled water), vortex.

Flow cytometry gating strategy: Neutrophils are identified on a FSC/SSC histogram
and a CD14/SSC dot-plot is used to exclude monocytes (Fig. 20.2). MPO, lactoferrin,
CD62L, CDI11b, CD10 and CD16 are then measured on the surface of neutrophils.
Results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI) related to the entire
neutrophil population. Percentages of cells’ subsets are also reported regarding CD10

and CD16 expressions.

3.2 Regulatory T cells — FOXP3 Expression

1.

2.

Collect samples of peripheral blood in EDTA anticoagulant tubes.

Mix 50ul of whole blood with 5ul of PerFix-nc Buffer 1 (fixative reagent).

Vortex immediately and incubate at room temperature for 15 min in the dark.

During these 15 min, mix in a new tube 300ul of PerFix-nc Buffer 2 (permeabilising
reagent) with 10ul of PE-labeled anti-CD25, 10ul of PC7-labeled anti-CD127, 10ul of
AF647-labeled anti-FOXP3 and 5ul of PB-labeled anti-CD4. Vortex and keep it at
room temperature, in the dark.

At the end of the 15 min, mix 335pul of the second tube with the tube containing the
blood.

Vortex and incubate at room temperature for 60 min in the dark.



7. Add 3ml of PBS. Vortex and incubate at room temperature for 5 min in the dark.

8. Centrifuge for 5 min at 500xg at 10°C.

9. Discard the supernatant and resuspend the pellet in 3ml of PerFix-nc Buffer 3 1X
(previously dilute PerFix-nc Buffer 3 10X to 1X in distilled water), vortex, and
centrifuge for 5 min at 500xg at 10°C.

10. Discard the supernatant and resuspend the pellet in 500ul of PerFix-nc Buffer 3 1X.

11. Flow cytometry gating strategy: CD4" T cells are first gated on a SSC/CD4 bi-
parametric dot-plot. The CD25"CD127"" gate is then set in order to encompass an
obviously distinct population among CD4". CD4 FOXP3" lymphocytes are also
selected on a FOXP3/CD4 histogram (Fig. 20.3). Results are expressed as percentages

of CD25°CD127°" and CD4 FOXP3" cells among CD4".

3.3 Lymphocytes — STAT5 Phosphorylation

1. Collect samples of peripheral blood in EDTA anticoagulant tubes.

2. First, stimulate blood samples (100ul of whole blood) with increasing hIL-2 or rhIL-7
concentrations (vortex immediately after adding the cytokine) at 37°C in a water bath
for 10 min. Incubate an unstimulated blood sample at the same time.

3. Add 5ul of PB-labeled anti-CD4, vortex and incubate at 37°C in a water bath for 5
min.

4. Mix 50ul of PerFix EXPOSE Buffer 1 (fixative reagent) in each tube, vortex and
incubate at room temperature for 10 min in the dark.

5. Add 1ml of PerFix EXPOSE Buffer 2 (permeabilising reagent), vortex and incubate at
37°C in a water bath for 5 min.

6. Centrifuge for 5 min at 300xg at 10°C and discard carefully the supernatant.



7. Resuspend the pellet in a mix of 100ul of PerFix EXPOSE Buffer 2 (staining reagent),
5ul of PE-labeled anti-STATS and 5yl of AF647-labeled anti-FOXP3 that can be
previously reconstituted.

8. Vortex and incubate at room temperature for 30 min in the dark.

9. Add 3ml of PerFix-nc Buffer 4 1X (previously dilute PerFix-nc Buffer 4 20X to 1X in
distilled water), vortex.

10. Centrifuge for 5 min at 300xg at 10°C and discard the supernatant. Resuspend the
pellet in 500ul of PerFix-nc Buffer 4 1X.

11. Flow cytometry gating strategy: CD4+ lymphocytes are first gated based on SSC/CD4
biparametric histogram. Regulatory T lymphocytes (Treg) and CD4 FOXP3™ T cells
are then identified among selected CD4 " cells depending on FOXP3 expression. The
mean fluorescence intensity of phosphorylated STATS is reported for each population

(Fig. 20.1).

4. Notes

1. There is a whole-blood protocol given by the manufacturer with PerFix-nc reagents, as
follows:

o Mix 50ul of whole blood with 5ul of PerFix-nc Buffer 1 (fixative reagent).

o Vortex immediately and incubate at room temperature for 15 min in the dark.

o Vortex again the fixed blood and add 300ul of PerFix-nc Buffer 2
(permeabilising reagent) to each tube. Vortex immediately.

o Add immediately to each tube the fluorochromes-conjugated antibodies against
intracellular epitopes and surface molecules (alternatively, the antibodies can
be pre-mixed into the PerFix-nc Buffer 2 and added altogether at the end of the

fixation step)



o Vortex immediately and incubate at room temperature for 15-30 min in the
dark.

o Add 3ml of PerFix-nc Buffer 3 1X (prepared from the 10X concentrated
PerFix-nc Buffer 3 in distilled water) to each tube, vortex immediately.

o The sample is now ready for analysis on a flow cytometer.

This protocol should be optimized according to the type of cells analyzed and the

antibodies used (extracellular and intracellular staining). That is what we have performed

for MPO and lactoferrin expressions in neutrophils and FOXP3 in Treg. Feel free to adapt
at your convenience times of incubation or volumes of reagents to optimize your
experiment.

2. Be careful about the different volumes of PerFix-nc Buffer 1 (fixative reagent)
between the procedure for measuring MPO and lactoferrin expression in neutrophils,
which is 20ul, and the protocol for intracellular staining of FOXP3 (i.e., Sul).

3. Red blood cell lysis can be problematic with PerFix-nc reagents. Therefore, the usual
discriminant threshold used for the analyses, based on Forward Scatter
Characteristics, might not exclude all these cells. Thus, in such cases, it can be settled
on a fluorochrome channel.

4. Surprisingly, to study STATS phosphorylation with PerFix EXPOSE method and
reagents, peripheral blood can be collected in sampling tubes containing EDTA.

5. In PerFix EXPOSE protocol to explore STATS phosphorylation in T lymphocytes
subsets, in order to obtain a better staining quality, it is preferable to add CD4-PB
antibody before the one-step of intracellular/extracellular staining and
permeabilisation. We chose to split the stimulation with hIL-2 and rhIL-7 and add this

antibody 5min before the end of the stimulation.



6. In PerFix EXPOSE protocol, it is very important to discard carefully the supernatant
after incubation with PerFix EXPOSE Buffer 2 in order to stop red blood cell lysis

that can continue insidiously otherwise.
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Figure legends

Fig. 20.1. Gating strategy for STATS phosphorylation on different T cell subsets and response

to low dose of cytokines. CD4+ were first gated based on SSC versus CD4 expression on a

biparametric histogram (A). Regulatory T cells (Treg) and CD4 FOXP3 were then identified

among selected CD4+ cells depending on FOXP3 expression (B). The mean fluorescence

intensity (MFI) of phosphorylated STATS (pSTATS) was reported for each population (C

and D). Box plots representing MFI of pSTATS after stimulation with low dose of IL-7 (E)

and low dose of IL-2 (F) for Treg (light grey) and CD4 FOXP3" lymphocytes (dark grey) for

8 healthy controls. As expected, low dose of IL-7 preferentially activates effector T

lymphocytes whereas low dose IL-2 preferentially activates Treg. The nonparametric Mann-

Whitney U test was used to compare the results between subsets.



Fig. 20.2. Gating strategy for neutrophils. Neutrophils (PNN) are first identified on a
FSC/SSC histogram (A) and a CD14/SSC dot-plot is used to exclude monocytes (B). (C)
represents an overlay of myeloperoxidase expression for an Intensive Care Unit (ICU) patient
and a healthy control gated on [PNN AND NOT (Monocytes)].

Fig. 20.3. Treg measurement by flow cytometry. SSC versus CD4 dot plots allow the gating
of CD4+ lymphocytes for representative examples of healthy volunteer and ICU patient (A
and D). Gated on CD4+ lymphocytes, regulatory T cells are measured as CD4 FOXP3" cells
(B and E). On C and F (gated on CD4+), red colored cells represent CD4 FOXP3" cells

among CD25°CD127 lymphocytes.
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