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Introduction

Le sepsis est actuellement la premiere cause de déces en réanimation. Cette pathologie est définie
comme une réponse dérégulée de I'h6te face a une infection, associée a des dysfonctions d’organes
pouvant causer la mort du patient (1). Avec prés de cing millions de déces annuels dans le monde, le
sepsis est un probléme majeur de santé publique (2). Malgré des progrés dans la prise en charge des
patients, le taux de mortalité du choc septique, la forme la plus grave du sepsis, atteint encore
aujourd’hui 40 a 50 % (3).

Un état d'immunosuppression se met rapidement en place chez les patients septiques impactant a
la fois 'immunité innée et adaptative (4). En particulier, les lymphocytes T de patients septiques entrent
dans un état dit d’épuisement et deviennent dysfonctionnels (5). Ces altérations sont associées a la
mortalité (6). Afin de restaurer la fonctionnalité des lymphocytes T, I'interleukine (IL) 7 est proposée
comme traitement immunostimulant. Dans un modele murin de sepsis, le traitement par de I'IL-7
permettait d’augmenter la prolifération des lymphocytes T et de réduire la mortalité (7). Une étude
menée au sein du laboratoire a montré que I'ajout d‘IL-7 ex vivo sur des cellules de patients entrainait
une augmentation significative de la prolifération lymphocytaire (8). Suite a ces études précliniques, un
essai clinique de phase Il a été mis en place et récemment complété (9). Des patients en choc septique
atteints d’une lymphopénie sévére ont été sélectionnés. Le traitement par de I'IL-7 a permis

d’augmenter le nombre de leurs lymphocytes T circulants sans induire d’effet secondaire majeur.

L'IL-7 agit via son récepteur exprimé majoritairement a la surface des lymphocytes T (10). Le
récepteur membranaire de I'lL-7 est composé de deux chaines, une chaine spécifique CD127 et une
chaine commune CD132. Il existe également une forme soluble du CD127 (sCD127). Au niveau
transcriptionnel, différents variants ont été mis en évidence : un variant correspondant a la forme
membranaire et d’autres variants correspondant a des formes solubles potentielles (11). L'expression du
récepteur de I'lL-7 n’a été que peu évaluée dans le sepsis. || semblerait que I'expression du CD127 a la
surface des lymphocytes T de patients ne soit pas régulée (5, 8). Concernant la forme soluble, une étude
du laboratoire a mis en évidence une association potentielle entre la concentration plasmatique de
sCD127 et la mortalité des patients en choc septique (12). En revanche, les différents transcrits n’ont
jamais été étudiés chez des patients septiques. De plus, le phénotype CD127"°*PD-1"¢" considéré comme
un marqueur d’épuisement des lymphocytes T dans d’autres contextes pathologiques comme les

infections chroniques ou le cancer, n’a jamais été étudié dans le sepsis (13, 14).
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Dans ce contexte, le but de ce projet de thése est double. Tout d’abord, il s’agit d’évaluer
I’expression du récepteur de I'lL-7 comme biomarqueur dans le sepsis ainsi que d’étudier sa régulation
chez les patients. L'objectif est également d’étudier le phénotype CD127°“PD-1"¢" en lien avec les
altérations lymphocytaires T des patients septiques. Dans un second temps, I'objectif est de mettre au
point un modeéle ex vivo, a partir de lymphocytes T purifiés de volontaires sains, reproduisant les
altérations phénotypiques et fonctionnelles intrinséques aux lymphocytes T de patients septiques. La
mise au point de ce modeéle a pour but de mieux comprendre la physiopathologie des altérations des
lymphocytes T dans le sepsis mais également de créer un outil permettant d’explorer de nouveaux

aspects de ces altérations.
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Revue de la littérature

1. Les syndromes septiques

1.1 Définition

Le sepsis fut d’abord défini en 1991 comme un syndrome clinique caractérisé par la présence
simultanée d’une infection et d’'un Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique (SRIS). Le SRIS était
alors défini par la présence d’au moins deux des critéres suivants : une température supérieure a 38 °C
ou inférieure a 36 °C, une fréquence cardiaque supérieure a 90 battements par minute, une fréquence
respiratoire supérieure a 20 respirations par minute et un compte de leucocytes supérieur a 12 000
cellules/mm? ou inférieur a 4 000 cellules /mm?de sang. Le sepsis sévere était caractérisé comme un
sepsis accompagné de défaillances d’organes et le choc septique comme un sepsis sévere accompagné
d’une hypotension persistante (15). Suite aux nouvelles connaissances acquises sur les syndromes
septiques, une seconde conférence a été organisée en 2001 avec le but d’actualiser la définition (16).
Cependant, les parametres justifiant une nouvelle définition n’ont finalement pas été considérés comme
suffisants et les discussions n‘ont pas abouti a une définition alternative. Finalement, c’est en 2016
gu’une troisieme conférence internationale a permis de revoir la définition du sepsis afin de pallier aux
limites de celle de 1991 (1). En effet, les avancées de la recherche sur la physiopathologie du sepsis et de
la prise en charge des patients ont mis en évidence les aspects inappropriés de I'ancienne définition : un

focus trop important sur I'inflammation et le manque de spécificité et de sensibilité du SRIS.

La mise a jour de 2016 définit le sepsis comme une défaillance d’organes pouvant entrainer la mort,
cette défaillance étant causée par une réponse dérégulée de I'hGte a une infection. La défaillance
d’organe est traduite cliniquement par une augmentation d’au moins deux points du score « Sequential
Organ Failure Assesment » (SOFA) (Tableau 1). Le choc septique est une sous-catégorie du sepsis pour
laquelle les altérations cellulaires et métaboliques et la défaillance circulatoire sont plus importantes et
entrainent un risque plus élevé de mortalité que le sepsis. Au niveau clinique, le choc septique nécessite
I"utilisation de vasopresseurs pour maintenir une pression artérielle supérieure ou égale a 65 mmHg. Un
patient en choc septique présente également une concentration de lactate dans le sérum supérieure a 2

mmol/L en I'absence d’hypovolémie.
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Score

System 0 1 2 3 4
Respiration
Pao,/Fi0,, 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%/pL 2150 <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)

(pmol/L)
Cardiovascular

Central nervous system

MAP 270 mm Hg

MAP <70 mm Hg

Dopamine <5 or
dobutamine (any dose)®

Dopamine 5.1-15
or epinephrine <0.1
or norepinephrine <0.1%

Dopamine >15 or
epinephrine >0.1
or norepinephrine >0.1°

Glasgow Coma Scale 15 13-14 10-12 6-9 <6
score®
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)
(pmol/L)
Urine output, mL/d <500 <200

Abbreviations: Fi0,, fraction of inspired oxygen; MAP, mean arterial pressure; bCatecholamine doses are given as pg/kg/min for at least 1 hour.

Pao,, partial pressure of oxygen. © Glasgow Coma Scale scores range from 3-15; higher score indicates better

2 Adapted from Vincent et al.?” neurological function.

Tableau 1: Sequential Organ Failure Assessment Score (17).

Suite a la nouvelle définition du sepsis et du choc septique, un nouveau score clinique, le quickSOFA
(qSOFA), a été créé pour permettre I'identification rapide des patients potentiellement septiques. Le
patient doit alors avoir au moins deux des criteres cliniques suivants: une fréquence respiratoire
supérieure ou égale a 22 respirations par minute, une altération de I’état mental ou une pression

systolique inférieure ou égale a 100 mmHg (1).

L’actualisation de la définition du sepsis a permis de clarifier le diagnostic et vise a améliorer a terme
la prise en charge des patients. Cependant, la physiopathologie du sepsis n’étant que partiellement

comprise a ce jour, définir le sepsis reste encore un enjeu.
1.2 Epidémiologie

1.2.1 Incidence en France et dans le monde

Le sepsis est un probléeme majeur de santé publique mondiale. Le nombre de cas par an est estimé a
19,4 millions dans le monde et est calculé par extrapolation des estimations des hopitaux traitant le
sepsis dans les pays développés (2). Ce nombre est donc sans doute sous-estimé, les pays en voie de
développement n’étant pas pris en compte. En France, le nombre de cas de sepsis est estimé a 75 000
par an (18). Aux Etats-Unis, I'incidence annuelle du sepsis peut varier de 850 000 a 3 000 000 de cas

selon les études (19). Cette différence peut s’expliquer par "utilisation des anciens criteres du sepsis et
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du sepsis sévere qui, manquant en sensitivité et spécificité, engendraient une hétérogénéité dans la

définition selon les bases de données des hopitaux.

L'incidence du sepsis a été en constante augmentation lors des derniéeres décennies. De 1996 a 2008,
le nombre de patients hospitalisés pour un sepsis sévere aux Etats-Unis a augmenté de plus de 2,5 fois
(20). En France, de 1994 a 2004, ce nombre a doublé (21). Ces études épidémiologiques sont basées sur
les anciens critéres de définition du sepsis et du choc septique. Sterling et al. ont évalué I'impact de la
nouvelle définition du sepsis sur son incidence (22). lls observent qu’une majorité de patients
correspondant a l'ancienne définition ne sont pas considérés comme patients septiques avec les
nouveaux criteres. Lors d’une autre étude sur I'impact de la nouvelle définition effectuée en Suede, les
auteurs ont observé un nombre de cas plus élevé de sepsis définis avec les nouveaux critéres (780/100
000 patients) que de sepsis séveres définis avec les anciens critéres (687/100 000 patients) (23). Seuls 64

patients sur les 340 inclus avaient un sepsis selon les deux définitions.

1.2.2 Codt de la prise en charge des patients septiques

La prise en charge des patients septiques et en choc septique entraine un co(t trés important: 20
milliards de dollars aux Etats-Unis, soit 5,2 % des co(ts totaux des hépitaux américains, en faisant ainsi
la condition la plus coliteuse a traiter suite a une hospitalisation (24). Dans une étude sur 1698 patients
ayant un sepsis sévere inclus dans six unités de soins intensifs en France, le cot moyen de prise en
charge par patient était évalué a 22 800 euros, soit un montant deux fois plus élevé que celui des autres
patients de réanimation (25). La charge de travail du personnel hospitalier pour soigner les patients
septiques était triplée. Dans cette étude, 'augmentation du co(t de la prise en charge des patients était
également liée a I'dge, a la mortalité et aux chirurgies d’urgence pratiquées sur les patients. De plus, le
co(t de la prise en charge des patients septiques ne se limite pas a la période d’hospitalisation. En effet,
des complications surviennent fréquemment chez les individus ayant eu un sepsis dans les années
suivant leur hospitalisation. Aux Etats-Unis, le montant total cumulé des soins médicaux était de 44 600
dollars par patient lors de I'hospitalisation, 78 500 dollars dans I'année suivante et 188 800 dollars dans

les cing années suivantes (26).

1.2.3 Mortalité

Bien que I'estimation du nombre de patients septiques soit approximative, il est admis que le sepsis
est la premiere cause de mortalité en soins intensifs dans le monde (2). Le nombre de décés par an est
estimé a 5 millions. De maniére similaire a I'estimation du nombre de cas de sepsis, ce nombre est
sGrement sous-estimé car il ne prend en compte que le taux de mortalité dans les pays développés (27).

Le sepsis néonatal était quant a lui responsable de 421 000 déces en 2013 dans le monde (28).
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Une sensibilisation plus importante et une prise en charge plus rapide des patients ont permis une
diminution du taux de mortalité lié au sepsis ces dernieres années mais celui-ci reste de I'ordre de 25-
30 % et atteint 40-50 % pour les chocs septiques (3). Ce taux de mortalité est encore plus élevé pour le
sepsis néonatal avec plus de 50 % de déces (29). Le taux de mortalité est inversement corrélé au revenu
national brut du pays dans lequel le patient est traité. Quelques études dans des pays peu développés
ont montré que malgré un équipement convenable et un accés aux médicaments, les infrastructures et
la formation du personnel soignant étaient insuffisants pour traiter au mieux les patients septiques (30—

32).

Quelques études ont évalué I'impact du sepsis et du choc septique sur la mortalité a long terme.
Linder et al. ont montré que le sepsis sévere augmentait le taux de mortalité dans les 1 a 10 ans par
rapport aux personnes saines et que cette augmentation était d’autant plus importante chez les patients
ayant moins de 60 ans (33). Dans une autre étude incluant plus de 30 000 individus, ceux ayant eu un
sepsis avaient un taux de mortalité de deux a cinq fois plus élevé que les individus n’ayant pas eu de
sepsis (Figure 1) (34). Les comorbidités éventuelles des patients ne semblaient pas étre responsables de
cette augmentation. La principale cause de mortalité était I'infection (32 %) suivie par les maladies
pulmonaires chroniques (13 %), les cancers (11 %), les morts subites (8,4 %) et les infarctus du myocarde

(6,6 %).
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Figure 1: Courbes de survie de Kaplan-Meier d’individus septiques (n=970) et non septiques

(n=28 694) dans les six ans suivant le diagnostic. L'intervalle de confiance a 95% est représenté (34).
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La nouvelle définition du sepsis a également un impact sur la mortalité : les patients identifiés avec
les nouveaux critéres ont des dysfonctions d’organes et une mortalité plus importantes qu’avec les

anciens criteres (22).

1.2.4 Etiologie infectieuse

De 1979 a 1987, les bactéries a Gram négatif a I'origine du sepsis étaient prédominantes. Cette
tendance s’est inversée au cours du temps. Par exemple, en 2000, les bactéries a Gram positif
représentaient 52 % des sepsis contre 38 % pour les bactéries a Gram négatif, 4,7 % pour les infections
poly-microbiennes, 4,6 % pour les champignons et enfin 1% pour les bactéries anaérobies (35). Les
infections bactériennes a Gram positif ont augmenté de 26 % par an entre 1979 et 2000. Cette
augmentation fulgurante peut étre due a I'augmentation de I'utilisation de dispositifs invasifs (35). Sur
I’ensemble de ces mémes années, les infections par champignons ont augmenté de 207 % (36) (Figure 2).
L'administration d’antibiotiques a large spectre est un des facteurs responsable de I'augmentation des
infections par champignons (37). Cette pratique entraine également un probleme de résistance aux

antibiotiques chez les patients de réanimation (38).

225,000+
== Gram-negative bacteria
-=- Gram-positive bacteria

150,0004 —— Fung]
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15.000-
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Figure 2 : Nombre de cas de sepsis en fonction de I'origine infectieuse aux Etats-Unis de 1979 a

2000 (36).

L'utilisation d’antibiothérapies ciblant le pathogéne induit une diminution de la mortalité des
patients septiques plus importante que [l'utilisation d’antibiothérapies a large spectre (39).
L'identification de I'agent infectieux est donc primordiale pour la prise en charge du patient. Cependant,

elle reste indéterminée dans 40 a 60 % des cas (40). Ceci peut s’expliquer par plusieurs raisons :
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I'utilisation d’antibiotiques a large spectre qui peut fausser les résultats des cultures bactériennes, une
origine infectieuse par des organismes inhabituels et donc difficilement identifiables, ou encore un bilan

diagnostique incomplet (41).

Dans une étude incluant des patients septiques de 1979 a 2003 aux Etats-Unis, le site de I'infection
principalement observé était respiratoire pour les hommes (36 %) et urogénital pour les femmes (35 %)
(42). Le troisieme site d’infection le plus courant était gastro-intestinal et commun aux hommes et aux
femmes (23 %). Les autres sites d’infection peuvent étre liés a un dispositif médical, a une blessure ou a

une endocardite ou affecter un tissu mou ou le systéme nerveux central (43).

1.2.5 Facteurs de risque et de gravité

L'age et le sexe sont des facteurs de risque et de gravité du sepsis. Les hommes ont plus de risque
de développer un sepsis que les femmes avec un risque relatif de 1,27 (42). La prévalence du sepsis est
augmentée significativement chez les patients dgés (> 65 ans) avec un risque relatif de 13,1 en

comparaison avec les patients jeunes (44). L’age est également associé a la mortalité.

Certaines maladies chroniques peuvent aussi étre des facteurs de risque et de gravité. Par exemple,
les patients ayant eu un cancer ont un risque relatif de développer un sepsis de 9,77 en comparaison
avec les patients n’ayant pas eu de cancer (45). Les patients VIH n’ont pas de prévalence particuliére du
sepsis mais ils ont en revanche un taux de mortalité bien plus élevé que les patients septiques non VIH
(29 % contre 20 %) (46). Chez les patients cirrhotiques, la prévalence du sepsis a augmenté de 8,64 a
15,67 de 1998 a 2010 pour 1 000 admissions en soins intensifs mais le taux de mortalité a cependant
diminué (84,7 % a 68,5 %) (47). Quant au diabéte, c’est un facteur de risque reconnu de développer un
sepsis. Cette comorbidité influence la dysfonction d’organes. Un patient septique diabétique aura plus
souvent une dysfonction rénale que respiratoire en comparaison avec les patients septiques non
diabétiques (48). En revanche, cette maladie ne semble pas avoir d’influence sur le taux de mortalité (49,
50). La prévalence du sepsis chez les patients obeses a été peu étudiée. Cependant, plusieurs recherches
ont montré que cette population semble plus susceptible aux infections (51). De plus, les patients
septiques atteints d’obésité semblent développer une réponse pro-inflammatoire suite a un sepsis
encore plus démesurée que les patients non obeses (52). Tous ces exemples montrent I'importance de
prendre en compte les comorbidités d’'un patient dans sa prise en charge lors d’un sepsis et d’un choc

septique.

Chez les enfants, les naissances prématurées sont associées a un risque important de développer un
sepsis néonatal (29). En effet, le développement du systéme immunitaire des nourrissons prématurés

n’a pas pu se terminer avant la naissance (53). De plus, I'antibiothérapie a large spectre, I'hospitalisation
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prolongée, I'utilisation d’appareils invasifs, augmentent le risque d’infection dans cette population déja

vulnérable.

Une étude danoise sur 1 000 individus adoptés a mis en évidence le lien entre la génétique et la
réponse aux infections. En effet, le risque de mortalité suite a une infection était significativement
augmenté si I'un des parents biologiques était décédé a cause d’une infection avant I’dge de 50 ans en
comparaison avec l'un des parents adoptifs avec un risque relatif de 5,8 (54). Suite a ces observations,
plusieurs études ont évalué les prédispositions génétiques pouvant étre liées au risque de développer
un sepsis mais aucune n’a démontré |'existence de variant génétique clairement lié a la pathologie (55,
56). Cependant, quelques associations entre polymorphismes et sepsis ont été observées. Par exemple,
les polymorphismes des génes Toll Like Receptor (TLR) 4 et TLR1 sont associés a un risque augmenté de
développer un choc septique avec une infection d’origine bactérienne a Gram négatif (57, 58). Dans une
autre étude incluant plus de 500 patients d’origine européenne, un « Single Nucleotide Polymorphism »
(SNP) a été trouvé associé a la mortalité 28 jours aprés le diagnostic du choc septique (59). Ce SNP se
trouvait au niveau du gene SVEPI codant pour une molécule d’adhésion impliquée dans les interactions
entre les cellules et le complément, les facteurs de croissance, les intégrines et les cytokines. Un variant
du géne FER, codant pour une protéine impliquée dans le recrutement des leucocytes, a été associé a
une meilleure survie chez les patients septiques mais seulement pour ceux atteints d’'une pneumonie
(60). Ainsi, malgré ces quelques associations entre variants génétiques et sepsis, aucune prédisposition
génétique au sepsis n’a été clairement mise en évidence. Ces résultats peuvent étre dus a la difficulté de

définir le sepsis et a I’'hétérogénéité des patients.

1.3 Diagnostic

1.3.1 Diagnostic clinique

Les principaux signes cliniques rencontrés lors d’un sepsis sont variés et peu spécifiques (2) (Tableau
2). Le sepsis étant maintenant caractérisé comme une infection associée a une augmentation du score
SOFA de deux points, plusieurs signes cliniques correspondent a des parameétres du SOFA: une difficulté
respiratoire traduite par une baisse du rapport de la pression partielle artérielle en oxygene et de la
fraction inspirée en oxygene, un désordre de la coagulation lié a une diminution des plaquettes, une
hypotension, un état mental altéré, une insuffisance rénale traduite par une augmentation de la
créatinine et une insuffisance hépatique traduite par une augmentation de la bilirubine (1). D’autres
symptomes ne sont pas liés au score SOFA comme une hyper ou hypothermie, une tachycardie, des
manifestations cutanées ou encore des douleurs abdominales (61). Au niveau biologique, on observe

une hyperglycémie, une anémie, une leucocytose ou une leucopénie ou encore une hyperlactatémie.
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Table 2. Clinical Manifestation of Sepsis and Septic Shock

System

Clinical findings

Comments

Cardiac

Constitutional

Dermatologic

Endocrine

Gastrointestinal

Genitourinary

Hematologic

Hepatic

Neurologic

Pulmonary

Renal

Cold or clammy skin, hypotension, poor
capillary refill time, tachycardia

Diaphoresis, fevers or rigors, malaise or
myalgia

Abscess, cellulitis, ecchymosis or
petechiae, necrotizing fasciitis, regional
lymphadenopathy

Hyperglycemia (sepsis-induced insulin
resistance) or hypoglycemia (rare)

Abdominal pain, decreased bowel
sounds, diarrhea (bloody or nonbloody),
distention, rigidity, upper gastrointestinal
tract blood loss, vomiting

Costovertebral tenderness, dysuria,
frequency, hematuria, lower abdominal
pain, pyuria, vaginal discharge or
bleeding

Anemia, leukocytosis or leukopenia,
thrombocytopenia

Coagulopathy, abnormal results on liver
function testing, jaundice

Headache, altered mental status ranging
from mild disorientation and lethargy to
obtundation and coma

Upper: dysphagia, lymphadenopathy, sore
throat, trismus

Lower: consolidated auscultatory findings,
cough, hypoxia, pleuritic chest pain,
shortness of breath, tachypnea or
hyperventilation

Anuria, oliguria, urinary sediments
(suggestive of acute tubular necrosis)

Shock results from redistribution of intravascular circulation and
myocardial depression

Patients with hypotension as the initial presentation of sepsis have a
twofold increased risk of death

Fever is the most common manifestation of sepsis

Distinguish from direct bacterial invasion, lesions secondary to sepsis
(disseminated intravascular coagulation), lesions from vasculitis or
microemboli (endocarditis)

In patients with diabetes mellitus, hyperglycemia may be the first clue
of an infection

Findings not clinically evident:
Impaired vasopressin synthesis
Decreased secretion of thyroid and thyroid-stimulating hormone
Impaired cortisol secretion
Impaired growth hormone release

Early imaging recommended for further evaluation
Suspected surgical abdomen requires immediate consultation
Major blood loss from gastrointestinal hemorrhage is uncommon in sepsis

Consider early imaging to rule out renal obstruction and later imaging
for renal abscess

Placental abruption and septic abortion should be considered in
pregnant patients

Retained products of conception should be considered postpartum

Neutropenia is uncommon but may occur in older patients and in those
with chronic alcohol abuse

Microangiopathic hemolytic anemia is a feature of disseminated
intravascular coagulation

Thrombocytopenia often precedes the development of disseminated
intravascular coagulation

Abnormalities may occur in disseminated intravascular coagulation
Coagulation abnormalities may increase bleeding risk

Older patients may present with subtle agitation or irritation

Consider pulmonary embolus early in the diagnosis if risk factors are
present

Acute lung injury and acute respiratory distress syndrome are late
complications; mechanical ventilation may increase risk of bleeding

Primary infection may be genitourinary, but hypoperfusion may lead to
organ dysfunction (acute renal failure)

Information from reference 12.

Tableau 2 : Manifestations cliniques du sepsis et du choc septique (61).

1.3.2 Diagnostic microbiologique

L'identification de 'origine bactérienne de I'infection est cruciale pour la prise en charge du patient.
Le test diagnostique de référence est la culture bactérienne. Celle-ci est faite a partir d’un prélevement

sanguin ou de tout autre site pertinent selon les symptémes infectieux comme l'urine, les fluides
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cérébrospinaux ou bronchiaux (62). Cependant, prés de la moitié des organismes responsables du sepsis
ne sont pas identifiés suite a ces tests (63). Dans ce cas, le diagnostic de I'infection se fait a partir de
signes cliniques et radiologiques. De plus, la durée des tests de culture bactérienne est souvent de 24 h
ou plus. Ces tests peuvent parfois générer des faux négatifs lorsqu’il s’agit de bactéries peu connues ou
encore lorsqu’une antibiothérapie a large spectre a été initiée avant les prélevements (64). L'arrivée
d’une nouvelle génération de systémes de suivi continu et automatique des cultures bactériennes
pourra sirement participer a la réduction du temps d’obtention des résultats (65). Malgré cette avancée
technologique, de nombreuses études se sont portées sur les alternatives possibles a cette technique

afin de développer des outils plus rapides et plus performants.

La simplification des appareils d’amplification a permis |'accés aux techniques de biologie
moléculaire en laboratoire clinique alors qu’il était jusqu’alors réservé a la recherche (66). Ces
techniques permettent une identification plus rapide et plus spécifique de I’'agent infectieux. Cependant,
I'utilisation de ces tests diagnostiques en microbiologie reste coliteuse et représente un investissement

plus conséquent pour I'hopital que 'utilisation de la culture bactérienne classique.

Le développement de tests biologiques spécifiques et rapides restent donc actuellement un

challenge pour le diagnostic microbiologique du sepsis.

1.3.3 Biomarqueurs diagnostiques de I'infection

L'un des marqueurs des infections bactériennes les plus utilisés est la procalcitonine (PCT). En effet,
|"augmentation de la concentration de cette molécule est liée aux infections bactériennes et peut étre
mesurée rapidement (67, 68). La protéine C réactive (CRP: « C-Reactive Protein ») est également
largement utilisée en clinique car facilement mesurable, bien que sa spécificité soit remise en question
(69). Le concentration de la CRP augmente suite a une infection ou dans un contexte inflammatoire. Une
concentration élevée de la CRP est corrélée avec un fort risque de dysfonctions d’organes et de

mortalité chez les patients septiques.
1.4 Prise en charge thérapeutique

Les consignes de prise en charge des patients septiques (Surviving Sepsis Guideline) ont été publiées
pour la premiére fois en 2004 puis mises a jour en 2008 et 2012 (62, 70, 71). Enfin, c’est en janvier 2017
que la derniére révision a eu lieu (72). Une prise en charge standard des patients suite a une suspicion
de sepsis a été définie (73) (Figure 3). Dans les trois heures suivant I'arrivée du patient, la mesure du
lactate, les prélévements pour les cultures bactériennes, I'administration d’antibiotiques a large spectre

doivent étre effectués. Dans les six heures, des vasopresseurs doivent étre administrés pour maintenir
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une pression artérielle supérieur a 65 mmHg si I'administration de solutions de remplissage n’a pas eu
d’effet sur la pression. De plus, le niveau de lactate et la perfusion des tissus doivent alors étre réévalués

afin d’orienter la suite de la prise en charge.
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Figure 3: Prise en charge des patients septiques (74).

1.4.1 Contréle de l'infection

Le contrble de la source infectieuse et une antibiothérapie précoce sont recommandés dans la prise
en charge des patients (72). Les antibiotiques doivent étre administrés le plus rapidement possible et
une heure maximum apres le diagnostic. Ces recommandations font écho a plusieurs études ayant
démontré une association entre I'administration tardive d’antibiotiques et un risque augmenté de
mortalité (75—77). De plus, la pertinence du choix du traitement antibiotique et son efficacité doivent
étre suivies et réévaluées au cours du temps. La stratégie de dosage du traitement doit étre évaluée
grace a des tests pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (78). En effet, la dose est souvent
insuffisante a cause de la diminution de la perfusion des organes, des muscles et de la peau et de
I'augmentation de la clairance rénale chez les patients (79). Cependant, ces tests ne sont pas

systématiquement disponibles dans les hopitaux.

L’élimination physique du foyer infectieux est effectuée lorsque nécessaire : drainage, élimination

chirurgicale des tissus infectés, retraits des dispositifs médicaux potentiellement infectés (71).
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1.4.2 Prise en charge hémodynamique

Le sepsis induit une hypoperfusion des tissus entrainant une altération de la distribution de
I’oxygéne et des nutriments. Le soutien hémodynamique vise a rétablir la perfusion des tissus ainsi que
le métabolisme cellulaire. Plusieurs paramétres permettent d’évaluer les besoins hémodynamiques des
patients septiques. La fréquence cardiaque, la pression artérielle moyenne et 'urine éliminée sont
mesurées par des dispositifs non invasifs. La pression artérielle par un cathéter artériel et la mesure du
taux de saturation d’oxygene dans le systéme veineux central par un cathéter veineux permettent
également d’apprécier les besoins hémodynamiques du patient (80). Les recommandations étaient
précédemment basées sur un soutien hémodynamique précoce indépendamment du statut du patient.
Cependant, de récents essais cliniques ont démontré que cette stratégie n’apportait rien au patient (81).
Les recommandations actuelles s’orientent donc plus vers une évaluation plus poussée avant la mise en

place d’un soutien hémodynamique.

Expansion volémigue

L’administration de solutions de remplissage est la premiére étape du soutien hémodynamique et
est actuellement la thérapie la plus utilisée en service de réanimation (82). Lorsque ce traitement est
initié, les nouvelles recommandations insistent sur le suivi de I'effet de celui-ci et un arrét rapide lorsque
le patient se stabilise, ce qui n’était pas systématiquement fait auparavant (83). Deux types de solutions
sont utilisés : des solutions critstalloides (saline, Ringer lactate) ou colloides (albumine, amidon
hydroxyéthylé). Les solutions chlorées ne sont actuellement plus utilisées car elles peuvent participer au
développement de l'insuffisance rénale des patients (84). Le choix du fluide est controversé. Plusieurs
études n’ont cependant montré aucune différence de I'état du patient dépendamment du type colloide

ou cristalloide du fluide utilisé (85, 86).

Traitements vasoactifs

Lorsque I'administration de solutions de remplissage n’agit pas sur le patient, les vasopresseurs
sont utilisés afin de rétablir la pression artérielle a une valeur supérieure ou égale a 65 mmHg (71). Il a
été montré que l'utilisation de noradrénaline permettait de préserver la perfusion des tissus (87). En
revanche, le dosage utilisé doit étre adapté en fonction des comorbidités du patient. Par exemple, viser
une pression artérielle moyenne de 65 mmHg sera inadéquat pour un patient agé ayant une
hypertension sévere antérieure au sepsis alors que cela conviendra a un patient jeune sans probléme de

tension.

En présence d’une pression artérielle normale et d’'une réanimation volémique adéquate, des

inotropes comme la dobutamine sont utilisés chez les patients septiques ayant une suspicion
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d’insuffisance cardiaque. En effet, ce traitement permet une augmentation de la fréquence cardiaque et
du volume systolique. Cependant, son utilisation a récemment été remise en question suite a une étude
mettant en évidence une mortalité plus forte dans le groupe de patients septiques traités avec de la

dobutamine en comparaison avec les patients non traités (88).

1.4.3 Prise en charge des défaillances d’organes

Hémofiltration

L’'hémofiltration est également une technique utilisée pour traiter les patients septiques. Elle vise a
éliminer les médiateurs de I'inflammation et les toxines bactériennes présents dans le sang dans le but
d’atténuer la réponse pro-inflammatoire excessive (89). De plus, I'élimination d’une partie des cytokines
et leucocytes circulants permettrait de rétablir le gradient de concentration du plasma vers les tissus
infectés (90). Ce traitement est approprié en cas d’insuffisance rénale, souvent présente chez les
patients septiques. Dans une étude sur I'effet de I'hémofiltration, ce traitement permettait de diminuer

la mortalité a 28 jours de 70 % a 47 % (91).

Contréle de la glycémie

Les patients septiques sont souvent hyperglycémiques, indépendamment du diabete. Cette
hyperglycémie résulte des dysfonctions endothéliales, de la libération massive de cytokines, de
I'activation des plaquettes, des dysfonctions des mitochondries et du déséquilibre acido-basique (92).
De plus, I'hyperglycémie est associée a la sévérité du sepsis. En effet, le glucose est un puissant
médiateur pro-inflammatoire car il induit entre autres la production d’espéces réactives de |'oxygéne et
augmente l'expression de « Nuclear Factor-kappaB » (NF-kB). Suite a une étude montrant une
diminution de la mortalité aprés une baisse du glucose, il est maintenant recommandé de traiter les
patients avec de l'insuline lors d’une hyperglycémie en ciblant une concentration de glucose dans le
sang inférieure a 180 mg/dL. Ce type de traitement est bénéfique lorsqu’il permet de supprimer

I’hyperglycémie chez le patient tout en maintenant une concentration de glucose minimale (195, 196).

Insuffisance surrénale et corticothérapie

L'utilisation de corticostéroides a faible dose pour compenser l'insuffisance surrénale souvent
présente chez les patients septiques reste controversée. Deux études récentes et incluant chacune
environ 2 000 patients en choc septique avaient pour but de déterminer |’effet réel des corticothérapies
dans le sepsis (93, 94). Malheureusement, les résultats obtenus de I'impact du traitement sur la
mortalité sont contradictoires. L'une des deux études montre un effet bénéfique des corticothérapies

sur la mortalité a 90 jours des patients alors que la deuxieme montre une absence d’effet. En revanche,
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les deux études montrent un impact bénéfique de ce type de traitement sur des critéres autres que la
mortalité comme la durée de ventilation mécanique et la durée de séjour en réanimation. Ainsi, bien
que l'effet des corticothérapies sur la mortalité des patients en choc septique reste ambigu, un effet

bénéfique a court terme est ici clairement identifié.

2. Initiation de la réponse immunitaire lors du sepsis

Le sepsis a d’abord été caractérisé comme une hyperinflammation incontrélée de I’'hGte en réponse
a une infection (15). Suite a une reconsidération de la physiopathologie du sepsis, le concept de réponse
anti-inflammatoire compensatrice (« Compensatory Antiinflammatory Response Syndrome ») a émergé
et a été défini comme une réponse du systeme immunitaire consécutive au SRIS (95). Enfin, suite aux
derniéres avancées sur la compréhension de la physipathologie, le sepsis est actuellement considéré
comme une réponse dérégulée de I’h6te a une infection impliquant plusieurs mécanismes antagonistes
simultanément et entrainant ainsi une réponse pro-inflammatoire disproportionnée et une

immunosuppression concomitante (Figure 4).
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Figure 4 : Réponse immunitaire de I’hote a une infection et lors d’un sepsis (96).



2.1 Reconnaissance microbienne

Suite a l'infection, I'immunité innée est en premiere ligne. Elle permet dans un premier temps la
reconnaissance du pathogéne grace aux récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires qui
induisent, apres activation, l'initiation de la réponse du systeme immunitaire. Deux types de motifs sont
identifiés : les motifs moléculaires associés aux pathogénes (« Pathogen Associated Molecular
Patterns » [PAMP]) et les motifs moléculaires associés au danger (« Danger Associated Molecular
Patterns » [DAMP]) (97). Parmi les PAMP, on trouve par exemple le lipopolysaccharide (LPS), composant
de la membrane externe des bactéries a Gram négatif, I'acide lipoteichoique, composant de la
membrane des bactéries a Gram positif ou encore le flagelle bactérien. Les DAMP correspondent a des
médiateurs endogénes libérés lors de processus pathologiques comme un trauma, une ischémie ou une
nécrose (98). On distingue trois familles de récepteurs de reconnaissances de motifs moléculaires en
fonction de leur localisation: les récepteurs de type « Nucleotide Oligomerization Domain Like
Receptor » (NLR), les lectines de type C (« C-type Lectin Receptor » : CLR) et les récepteurs de type Toll

(TLR). Les récepteurs qui agissent principalement lors d’un sepsis sont les TLR et les NLR (99).

2.1.1 Récepteurs TLR

Dix TLR ont été identifiés chez les mammiféres dont six sont exprimés a la surface des cellules (TLR 1,
2,4, 5, 6 et 10) et quatre sont intracellulaires (TLR 3, 7, 8 et 9) (Figure 5). Les TLR sont actifs sous la
forme d’homo ou d’hétérodimeéres. Leurs principaux ligands sont des lipoprotéines, des lipides et des

acides nucléiques.
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Figure 5 : Reconnaissance des composés microbiens par les TLR (100).

g(

Les TLR exprimés a la surface des cellules reconnaissent principalement des composants de la
surface ou de la membrane bactérienne. Le TLR2 reconnait des lipoprotéines en formant des

hétérodiméres avec le TLR1 ou le TLR6. Il reconnait également les peptidoglycanes, composants de la
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membrane bactérienne, 'acide lipoteichoique, spécifique des bactéries a Gram positif, et le zymosan,
composant de la membrane des champignons. Le TLR10 est encore mal connu et ses ligands n’ont été
gue partiellement identifiés. |l semble cependant former un complexe avec le TLR1 et 2 et ciblerait donc
plutot des ligands bactériens extracellulaires (101). Il semble également cibler les virus de la grippe (102).
Le TLR5 reconnait la flagelline, composant du flagelle des bactéries. Le TLR4 reconnait le LPS, spécifique
des bactéries a Gram négatif, en formant un complexe avec le CD14 (103). Les TLR intracellulaires se
situent a la surface des endosomes ou des endolysosomes. lls reconnaissent principalement les acides
nucléiques issus des pathogénes. Par exemple, le TLR3 reconnait I’ARN viral double brin, alors que le
TLR7 et le TLR8 reconnaissent "ARN viral simple brin. Le TLR9 reconnait I’ADN microbien dérivé de
bactéries, de virus ou de parasites (104). A la suite de I'interaction des TLR avec leurs ligands spécifiques,
la voie de signalisation des TLR est enclenchée. Une cascade de réactions impliquant différentes
protéines aboutit principalement a I'activation de deux familles de facteurs de transcription : les NF-kB
et les facteurs régulateurs de l'interféron. Cette activation conduit a la production de cytokines pro-

inflammatoires (105).

Les TLR ont un rble central dans l'initiation du sepsis : ils participent a la détection précoce du
pathogene et engagent par la suite la réponse immunitaire adaptative. D’une part, une altération des
TLR entraine une vulnérabilité face aux infections et d’autre part, une stimulation incontrolée des TLR
entraine une réponse inflammatoire disproportionnée (106). Le TLR4 a été considéré comme une cible
thérapeutique potentielle. Un antagoniste de ce récepteur a été testé chez des patients en choc
septique. Malgré les résultats positifs de I'essai clinique de phase Il, aucun effet bénéfique pour le

patient n’a été observé lors de la phase Il (107, 108).

Certains polymorphismes génétiques des TLR sont associés avec l'incidence et la mortalité dans le
choc septique. Par exemple, un haplotype du TLR4 est associé a un risque augmenté de sepsis (109). Il
semblerait entrainer une réponse altérée au LPS. Dans une autre étude évaluant lI'impact du
polymorphisme de 43 genes liés aux TLR, un SNP du TLR1 était le plus fortement associé aux
dysfonctions d’organes et a la mortalité chez les patients septiques parmi ceux étudiés (110). La
présence de ce SNP semblerait induire une plus grande activation de NF-kB via une plus forte expression

du TLR1 a la surface des cellules.

2.1.2 Récepteurs NLR

Les récepteurs de type NLR sont exprimés par la plupart des cellules du systeme immunitaire mais
aussi par d’autres cellules comme les astrocytes, les cellules microgliales, les ostéoblastes, les
myofibroblastes et les cellules épithéliales (111). Les microorganismes qui envahissent le cytosol sont

principalement reconnus par les NLR. Cette famille de récepteurs comprend plusieurs catégories
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distinguées par la fonction du domaine N terminal du récepteur. Par exemple, la plus grande sous-
famille de NLR compte 14 récepteurs qui sont caractérisés par un domaine pyrine en position N
terminale. Ce groupe est ainsi appelé NLRP. Certains récepteurs NLRP comme NLRP1 ou NLRP3 peuvent
assembler des complexes multimoléculaires appelés inflammasomes suite a une activation (112). Ces
complexes entrainent a leur tour I'activation des caspases et participent ainsi a déclencher
I'inflammation. Par exemple, I'activation du récepteur NLRP3 entraine |'activation de la caspase 1 qui
induit la production des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et IL-18 (113). Chez les patients septiques,
I'activation de l'inflammasome peut d’'un c6té participer a la défaillance d’organe a cause de la
libération d’IL-1B (97). D’un autre coté, ’ARN messager (ARNm) de la caspase 1 a été retrouvé diminué
dans les monocytes de patients septiques en comparaison avec des patients de réanimation non

septiques (97).

2.1.3 Récepteurs CLR

Les récepteurs de type CLR sont caractérisés par la présence d’au moins un domaine de type lectine
C. lls ont longtemps été associés uniquement a la reconnaissance de champignons mais ont récemment
été reconnus comme impliqués dans la reconnaissance bactérienne. Ces récepteurs reconnaissent
également les cellules mortes et induisent une réponse pro-inflammatoire suite a l'identification de
molécules libérées par ces cellules (114). Ainsi, ces récepteurs sont impliqués dans les réponses

pathologiques suite a un infarctus ischémique ou a une chirurgie cérébrale (115, 116).
2.2 Orage cytokinique

La notion d’orage cytokinique vient de I'augmentation de la concentration d’'un grand nombre de

cytokines dans le plasma des patients septiques.

Les cytokines pro-inflammatoires les plus étudiées dans le sepsis sont I'lL-1 et le « Tumor Necrosis
Factor a» (TNFa). Elles amorcent la réponse immunitaire pro-inflammatoire en enclenchant la
production d’autres cytokines inflammatoires, en activant des médiateurs lipidiques et des dérivés
réactifs de I'oxygéne et en induisant la migration des cellules dans les tissus. Les concentrations de ces
deux cytokines sont associées a la sévérité et I'évolution des dysfonctions d’organes chez les patients
septiques (117-119). L’'IL-17 est également une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans la
physiopathologie du sepsis par sa capacité a déclencher la production d’IL-6, d’IL-1 et de TNFa. C'est
aussi un médiateur de la signalisation entre lymphocytes et phagocytes (120). L’'expression du géne de
I'lL-17 est augmentée dans les 24 h suivant le diagnostic du sepsis (121). La cytokine pro-inflammatoire
« Macrophage migration Inhibitory Factor » (MIF) est sécrétée par les leucocytes suite a I'activation du

TNF, de l'interferon gamma (IFNy) ou du facteur du complément C5a. La production excessive de MIF
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participe a la phase précoce du sepsis et les niveaux plasmatiques de cette cytokine sont associés a la

sévérité et a la mortalité (122, 123).

Du c6té anti-inflammatoire, les études se sont principalement portées sur I'lL-10. Cette cytokine a
un role immunosuppresseur. Elle a, entre autres, la capacité de diminuer I'expression du TNF. La
concentration de cette cytokine dans le plasma de patients septiques semble étre un marqueur de
sévérité et de mortalité (124). Les niveaux d’IL-10 restent élevés chez les patients jusqu’a 15 jours apres

le choc (125).

Ce déséquilibre de la réponse immunitaire implique ainsi des cytokines pro-inflammatoires mais
aussi anti-inflammatoires. Pour appuyer le concept de deux phases consécutives pro et anti-
inflammatoire dans le sepsis, des études de I'expression des genes des différentes cytokines ont été
menées sur des échantillons de patients septiques. Cependant, I'hétérogénéité des résultats obtenus et
I"'absence d’évolution séquentielle de la cinétique d’expression des différentes cytokines ont remis en
cause ce concept et montrent un déséquilibre global des réponses pro et anti-inflammatoires (121). Une
autre étude a montré que les transcriptomes pro et anti-inflammatoire étaient activés dés I'admission
des patients septiques et évoluaient dans les 48 h (126). Ces résultats soutiennent l'idée d’une

concomitance des réponses disproportionnées pro et anti inflammatoires.

2.3 Conséquences de la réponse inflammatoire initiale

2.3.1 Activation du complément

Les facteurs du complément sont libérés suite a une inflammation en réponse a une infection. Dans
le plasma de patients septiques, les concentrations des peptides C3a et C5a sont détectés, indiquant
une activation du systeme du complément. C5a se lie avec une forte affinité a son récepteur qui se
trouve a la surface des phagocytes, des cellules endothéliales et d’autres cellules non issues de cellules
myéloides. La voie de signalisation ainsi enclenchée induit la libération de granules cytoplasmiques, la
production de dérivés réactifs de I'oxygene, I'amplification de la réponse lors de la reconnaissance d’un
PAMP ou d’'un DAMP avec une production augmentée de cytokines et de chimiokines (127). Une activité
excessive de C5a participe a une réponse inflammatoire disproportionnée lors d’un sepsis en plus d’'un
déséquilibre de la coagulation (128). Une suractivation de la voie de signalisation de C5a entraine
I"augmentation de la production de facteurs pro-inflammatoires par les macrophages induisant ainsi des
défaillances d’organes (129). C5a contribue également a I'apoptose des thymocytes et des cellules
médullaires surrénales chez les patients septiques (130, 131). Plus tardivement dans le développement
de la pathologie, l'interaction de C5a avec les polynucléaires neutrophiles entraine une perte de

fonctionnalité de ces cellules (132).
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2.3.2 Coagulation

Le sepsis est associé a de fortes altérations des mécanismes de coagulation. On parle de coagulation
intravasculaire disséminée (Figure 6). Différents mécanismes induisent un dépot de fibrine: la
production de thrombine par le facteur tissulaire, la dysfonction des mécanismes anticoagulants et
I’altération de I'élimination de la fibrine par le systeme fibrinolytique (133). Le facteur tissulaire n’est
physiologiquement pas exposé aux cellules sanguines. Cependant, il s’exprime a la surface des cellules
mononuclées et endothéliales lorsque celles-ci sont stimulées par des bactéries, par des produits
bactériens, ou encore par des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa. L’'activation du facteur
tissulaire entraine une cascade d’activation conduisant a la production de thrombine (134). L’association
de I'activation des plaquettes et de la thrombine entraine la formation de caillots sanguins (135). Dans
le contexte du sepsis, ce mécanisme est impliqué dans les dysfonctions d’organes et dans la réponse
pro-inflammatoire disproportionnée. De plus, une destruction massive des plaquettes résulte également

de ce dysfonctionnement (136). La thrombopénie est donc commune chez les patients septiques.
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Figure 6 : Coagulation intravasculaire disséminée dans le sepsis (137).

La protéine anticoagulante antithrombine est au coeur du mécanisme principal d’inhibition de la
coagulation. Les glycosaminoglycanes sont des macromolécules glucidiques nécessaires au bon
fonctionnement de I'antithrombine. Lors d’un sepsis, les cytokines pro-inflammatoires réduisent la
production des glycosaminoglycanes et altérent ainsi le controle de la coagulation. La protéine C est
également impliquée dans |'anticoagulation car son activation entraine une inactivation de certains
facteurs de coagulation. Chez les patients septiques, la production de protéine C par le foie est diminuée

et sa consommation est augmentée (138).
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2.3.3 Réponse du systéme nerveux central

Le systéme nerveux et le systeme immunitaire communiquent lors de I'inflammation. Les cellules du
systeme immunitaire peuvent produire des neurotransmetteurs et expriment également des récepteurs
de ces médiateurs. La balance entre les deux branches du systeme nerveux autonome peut diriger le
systeme immunitaire vers une réponse pro ou anti-inflammatoire (Figure 7). En effet, I'activation de la
voie cholinergique amplifie la réponse anti-inflammatoire alors que celle de la voie adrénergique
amplifie la réponse pro-inflammatoire. Dans le sepsis, les fortes concentrations de catécholamines
participent a l'augmentation de la réponse pro-inflammatoire initiale par le systeme nerveux
sympathique. A l'inverse, le réflexe anti-inflammatoire du nerf vague inhibe la production de cytokines
afin d’éviter les lésions tissulaires. Des études ont montré une corrélation significative entre la baisse

d’activité du nerf vague et la mortalité chez les patients septiques (139, 140).
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Figure 7 : Effet du systéme nerveux autonome sur I'inflammation pendant le sepsis (141).

2.3.4 Altérations du métabolisme cellulaire

Plusieurs études chez des patients septiques et dans des modeéles animaux ont montré la
contribution du stress oxydatif dans la progression de la maladie. En effet, la réponse pro-inflammatoire
lors d’un sepsis entraine une production massive de cytokines mais également un important stress
oxydatif (142). Un déséquilibre entre la production de dérivés réactifs de I'oxygene et leur dégradation
par les antioxydants s’installe. La fonctionnalité des mitochondries est alors altérée, entrainant une
apoptose cellulaire (143). Des neurones apoptotiques avec des mitochondries altérées ont été observés
dans le cerveau de patients septiques et dans des modéles animaux et semblent ainsi indiquer un role

majeur du stress oxydatif dans la survenue d’encéphalopathies lors d’un sepsis (144, 145).
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Un autre aspect du déséquilibre métabolique des cellules de patients septiques se traduit par une
concentration plasmatique de lactate anormalement élevée. Dans les dernieres directives sur la prise en
charge des patients, il est recommandé de prendre en compte cette concentration dans le diagnostic et
le suivi des patients. Ainsi, une concentration de lactate supérieure a 2 mmol/L malgré une réanimation
volémique adaptée est inclue dans les criteres définissant le choc septique (1). Cette recommandation
fait suite a de nombreuses études montrant une corrélation entre le taux élevé de lactate plasmatique

et la sévérité, la morbidité et la mortalité du sepsis (146—148).
2.4 Echec des stratégies thérapeutiques

Les premiers essais cliniques dans le sepsis avaient pour stratégie de cibler uniquement la réponse
pro-inflammatoire, avec par exemple des corticostéroides a forte dose, des anti-LPS, des
immunoglobulines polyvalentes, des antagonistes du récepteur de I'lL-1, mais ces essais ont largement
échoué (Figure 8). Des études précliniques sur des modeéles de sepsis ont montré que les stratégies
anticoagulantes avaient un impact bénéfique. Cependant, les essais cliniques d’antithrombine et de

protéines C activée n’ont pas conduit au développement d’un traitement (149, 150).

Intervention # Trials # Patients
Anti-TNF @q 15 8896
IL-1Ra . 0% 3 1688
Anti-LPS 8 370
Corticosteroids @ 17 2138
W immunoglobulin 20 2621

Activated protein C 0 6 6781

05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16

Relative risk {95% confidence intervals)

TRENDS in Molecuiar Medicine

Figure 8 : Efficacité thérapeutique de traitements potentiels du sepsis. Données regroupées de
plusieurs essais cliniques randomisés de thérapies ciblant la réponse immunitaire pro-inflammatoire
du sepsis. Les données sont représentées par le risque relatif (centre du losange) et par les intervalles

de confiance a 95% (extrémités du losange) (151).

L'absence de stratification de ces essais sur le statut immunitaire des patients semble étre la cause
de leurs échecs. Par exemple, des essais cliniques avec des anticorps anti-TNF monoclonaux ont été

effectués sans s’assurer d’'une concentration plasmatique de TNF élevée lors de I'administration du
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traitement (152). Or, le profil de cytokines des patients septiques varie dans le temps. Ainsi, les
nombreux échecs des essais cliniques dans le sepsis sont probablement liés a des considérations

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de la réponse du systéme immunitaire.

Les échecs des stratégies thérapeutiques ont entrainé une réévaluation de la physiopathologie du
sepsis. Actuellement, la prise en compte de la dynamique de la réponse immunitaire du patient entre

pro-inflammation et immunosuppression est au coeur des nouvelles stratégies thérapeutiques.
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3. Immunosuppression

Chez les patients décédés a la suite d’un sepsis, une immunosuppression trés marquée est observée.
Par exemple, les cellules du systéme immunitaire se trouvant dans la rate de patients septiques
décédés ont une production de cytokines a la fois pro et anti inflammatoire significativement diminuée
suite a une activation ex vivo. D’autres phénomeénes d’'immunosuppression sont également observés :
expression de récepteurs co-inhibiteurs comme « Programm Cell Death 1 » (PD-1), expansion des
lymphocytes T régulateurs et des cellules myéloides suppressives ou encore diminution de I'activation
des voies de signalisation « Human Leucocyte Antigen D-Related » (HLA-DR) et CD28 (153). Ces résultats
indiquent que le phénoméne d’'immunosuppression touche a la fois I'immunité innée et I'immunité

adaptative (Figure 9).
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Figure 9: Impact du sepsis sur I'immunité innée (a) et adaptative (b) (4).
3.1 Immunité innée

3.1.1 Polynucléaires neutrophiles et cellules myéloides suppressives

Les neutrophiles sont essentiels dans I'élimination des pathogénes lors d’une infection. Des
anomalies apparaissent sur cette population dans I’heure suivant I'admission des patients septiques.
Tout d’abord, les neutrophiles de patients septiques présentent des altérations phénotypiques avec, par

exemple, une augmentation de I'expression des TLR 1, 2, 5 et 8 et une baisse d’expression du CD16
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(154). Ensuite, les neutrophiles participent aux défaillances d’organes chez les patients septiques (155).
L'autopsie de patients atteints de dysfonctions d’organes multiples a mis en évidence une agrégation de
neutrophiles au niveau des vaisseaux sanguins rénaux ainsi qu’une infiltration massive dans les tissus
des poumons. Filtrer les neutrophiles des patients ayant une inflammation systémique permet une
amélioration des fonctions rénale et respiratoire. Enlever les neutrophiles permettrait donc de diminuer
les dysfonctions d’organes mais ces cellules restent nécessaires a I’élimination des pathogenes. Au
niveau fonctionnel, I'altération la plus marquée est I'activation d’une survie prolongée. En effet, les
neutrophiles entrent normalement en apoptose 24 h aprés avoir quitté la moelle osseuse. Chez les
patients septiques, I'apoptose est retardée, entrainant une augmentation du nombre de neutrophiles
(156). D’autres altérations fonctionnelles sont présentes comme une élimination défaillante des
bactéries ou une réduction de la production de dérivés réactifs de I'oxygene (157-159). Cependant, ces
altérations ne sont pas retrouvées dans toutes les études (160). En revanche, la diminution du
recrutement des neutrophiles aux tissus chez les patients septiques a été confirmée. Des neutrophiles
immatures sont libérés dans la circulation des patients septiques et ont une fonctionnalité altérée (159,
161). L'apparition de neutrophiles immunosuppresseurs a été observée dans des modeles de sepsis
murin et ex vivo suite a une stimulation par du LPS (162-164). En effet, une sous-population de
neutrophiles produit de grandes quantités d’IL-10 dans le contexte du sepsis. Cependant, cette
population n’a jusqu’a maintenant jamais été observée in vivo chez 'homme (165). En plus de leur
capacité de phagocytose et de libération de molécules antimicrobiennes, les neutrophiles peuvent
également piéger les bactéries dans des structures appelées « Neutrophil Extracellular Traps » (NET).
Dans le plasma de patients septiques, des interactions plaquettes-neutrophiles entrainent la formation
de ces NET (166). En revanche, une formation trop importante de NET ou leur mauvaise élimination
peut contribuer a une inflammation persistante ainsi qu’a un épuisement du systéme immunitaire lors

d’un sepsis (167).

Les cellules myéloides suppressives (« Myeloid Derived Suppressor Cells »: MDSC) ont également
des propriétés immunosuppressives qui, dans des modeles de sepsis, blogquent la prolifération des
lymphocytes T ainsi que leur production d’IL-2 et d’IFNy (168). Cependant, leur role dans la réponse
immunitaire lors d’un sepsis est encore mal caractérisé. En effet, ces cellules induisent a la fois une
action pro et anti-inflammatoire et semblent soit amplifier la réponse inflammatoire disproportionnée
lors d’un sepsis, soit I'atténuer. Dans des modeles animaux de sepsis, leur action permet d’augmenter
I’élimination du pathogéne et réduit la mortalité (169). A l'inverse, chez les patients septiques, leur
présence est associée a la lymphopénie ainsi qu’a la mortalité (170). On distingue deux types de MDSC :
les monocytiques (M-MDSC) et les granulocytiques (G-MDSC). Le nombre de M-MDSC est augmenté

chez I'ensemble des patients de réanimation alors que le nombre de G-MDSC est spécifiquement
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augmenté chez les patients septiques (171). De plus, cette augmentation est associée a |'apparition
d’infections nosocomiales chez les patients septiques. Les niveaux plasmatiques des médiateurs
suppresseurs produits par les MDSC comme S100A8/A9/A12 ainsi que I'expression des geénes
correspondants sont significativement augmentés chez les patients septiques. Ces médiateurs sont
impliqués dans l'inhibition des fonctions lymphocytaires T et I’expansion des lymphocytes T régulateurs
(Treg) (172). Ces résultats suggérent donc un rble de ces cellules dans le développement de

I'immunosuppression et plus particulierement au niveau des altérations lymphocytaires T.

3.1.2 Monocytes et macrophages

Les monocytes des patients septiques sont caractérisés par une capacité diminuée a produire des
cytokines pro-inflammatoires en réponse a plusieurs agonistes du TLR dont le LPS, ainsi qu’a différents
composés bactériens (173). Ce résultat est lié au phénomene de tolérance a I'endotoxine qui se traduit
par une réponse diminuée des monocytes et macrophages a un challenge par du LPS suite a une
premiere rencontre avec I'endotoxine (174). La production de TNF, d’IL-1a, d’IL-6 et d’IL-12 par les
monocytes de patients est ainsi diminuée alors que la production de médiateurs pro-inflammatoires
comme I'IL-10 est augmentée. Ces données montrent que les monocytes de patients septiques peuvent
toujours étre activés. En revanche, la voie de signalisation induite par |'activation évolue vers la
production de molécules anti-inflammatoires. On parle ainsi de reprogrammation monocytaire (174,
175). Les deux conséquences majeures de cette reprogrammation monocytaire sont la production d’IL-
10 ainsi que la diminution de la présentation d’antigéne se traduisant par la baisse d’expression d’HLA-
DR a leur surface (125). Ces deux éléments sont associés avec la gravité du sepsis. La faible expression
d’HLA-DR sur les monocytes est un marqueur de |'anergie monocytaire et plus largement un marqueur
d’immunosuppression (176-178). En effet, plusieurs études ont montré une association entre
I’expression faible d’"HLA-DR et la baisse de TNF et d’IL-1B suite a une activation bactérienne. Cette

baisse est également associée a un risque augmenté d’infections nosocomiales et de mortalité (179).

3.1.3 Cellules dendritiques

Une apoptose considérable touche les cellules dendritiques que ce soit au niveau de la rate ou des
cellules circulantes des patients septiques (180). Les cellules dendritiques touchées sont a la fois
myéloides et plasmacytoides. La baisse du nombre de cellules dendritiques est plus importante chez les
patients septiques non survivants que survivants mais aussi chez les patients développant des infections
nosocomiales par rapport a ceux n’en développant pas (181, 182). Les cellules dendritiques sont
également dysfonctionnelles chez les patients. En effet, les cellules dendritiques survivantes présentent
une baisse d’expression d’HLA-DR et produisent une plus grande quantité d’IL-10. Les monocytes

dérivés des cellules dendritiques des patients septiques sont incapables d’induire une réponse des
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lymphocytes T effecteurs et entrainent au contraire une prolifération des lymphocytes Treg et un

épuisement des lymphocytes T (183).

3.1.4 Cellules Natural Killer (NK)

Le nombre de cellules NK circulantes est fortement diminué chez les patients septiques et est
associé a une forte mortalité (184). Le nombre de cellules NK situées dans les tissus est également
diminuée chez les patients. De plus, la fonctionnalité de ces cellules est altérée : leur sécrétion de
cytokines ainsi que leur cytotoxicité sont diminuées suite a une activation ex vivo (185). La baisse de leur
production d’IFNy semble associée a I'apparition d’infections secondaires (186). Une forme de tolérance

similaire a celle des monocytes est ainsi observée pour les cellules NK (187).

3.1.5 Lymphocytes T yé

Cette sous-catégorie de lymphocytes présente des propriétés a la fois de I'immunité innée et
adaptative. La plupart de ces cellules se trouvent dans la muqueuse intestinale. Une fois activées, ces
cellules produisent de I'lFNy, de I'lL-17 ainsi que différentes chimiokines (188). Le nombre de ces cellules
est significativement diminué chez les patients septiques et cette déplétion est associée a la gravité ainsi
gu’a la mortalité. De plus, la perte des cellules y6 au niveau de la muqueuse intestinale peut entrainer
une vulnérabilité du patient plus importante aux pathogénes intestinaux et ainsi aboutir a des infections

secondaires (189).
3.2 Immunité adaptative hors lymphocytes T : lymphocytes B

Le nombre de lymphocytes B est fortement diminué chez les patients septiques. Les lymphocytes B
des patients possedent également des altérations phénotypiques (190). Physiologiquement, le CD23 est
exprimé a la surface des lymphocytes B. C'est un récepteur de faible affinité des IgE qui permet de
renforcer la présentation de I'antigéne, de réguler la synthése des IgE et qui participe a la différentiation
et a la maturation des lymphocytes B (191). Le pourcentage de lymphocytes B circulants CD23+ est
significativement diminué chez les patients septiques (192). De plus, un pourcentage plus élevé de
cellules CD19+ CD23+ est associé a un meilleur pronostic pour le patient. L'expression du CD95, aussi
connu sous le nom de « First Apoptosis Signal Receptor » sur les lymphocytes B circulants de patients est
augmentée. Ce résultat est en accord avec la lymphopénie ainsi qu’avec I'augmentation de I'apoptose
des lymphocytes B observées chez les patients (193). Au niveau fonctionnel, I’activation et la
prolifération des lymphocytes B de patients en choc septique sont diminuées en comparaison avec des
volontaires sains suite a une stimulation ex vivo alors que leur production d’IL-10 est augmentée (190).

Le sang des patients septiques contient également des plasmocytes absents chez les volontaires sains.
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3.3 Altérations lymphocytaires T lors d’un sepsis

3.3.1 Lymphopénie et apoptose

La lymphopénie T chez les patients septiques est une altération largement reportée et impacte
fortement les lymphocytes T circulants (4, 194). Une déplétion lymphoide T est également observée au
niveau de la rate, des ganglions lymphatiques et de la moelle osseuse (193, 195) (Figure 10). Le nombre
de lymphocytes T anormalement bas apparait dés la survenue du sepsis et peut perdurer jusqu’a 28
jours apres le diagnostic (196, 197). De nombreuses études ont reporté une association entre la
lymphopénie et la sévérité des patients septiques (198, 199). Cependant, 'utilisation de la lymphopénie
comme marqueur de mortalité présente des limites. En effet, la lymphopénie est fortement associée a
la mortalité mais une étude sur plus de 300 patients septiques a montré un recoupement important du

nombre absolu de lymphocytes T chez les patients septiques survivants et non survivants (194).

Non-septic Septic

CD4* T cells

Figure 10: Diminution significative de la population de lymphocytes T CD4+ dans la rate d’un

patient septique en comparaison avec un patient de réanimation non septique (200)

Le lien entre la lymphopénie T et le développement d’'une apoptose lymphocytaire T massive lors
d’un sepsis a été établi (201). Dans un modele de lapins septiques via ligature et ponctions caecales
(« Cecal Ligation and Puncture » : CLP), les auteurs ont observé le déclenchement d’une apoptose
lymphocytaire dans les quatre heures suivant I'intervention chirurgicale (202). Au sein des lymphocytes
T, I'apoptose est spécifique a certaines sous-populations. Dans des modeles murins de sepsis, les
lymphocytes T centraux mémoires semblent étre épargnés alors que les lymphocytes T effecteurs

mémoires et naifs subissent une apoptose marquée (203).

La voie intrinseque de I'apoptose se déclenche suite a une inversion de la balance entre protéines
pro et anti-apoptotiques a l'intérieur de la mitochondrie (Figure 11). Chez les patients septiques,

I’expression des protéines anti-apoptotiques comme « B Cell Lymphoma 2 » (BCL-2) et « B-Cell
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Lymphoma-extra large » (BCL-XL) est diminuée alors que I'expression des protéines pro-apoptotiques
comme « BCL2 homology 3 only » (BIM) et « BCL-2 associated X protein » (BAX) est augmentée (204,

205). Il s’ensuit I'activation de la voie de signalisation médiée par la caspase 9.
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Figure 11: Voies extrinséque et intrinseque de I’apoptose (206).

Cleavage
sm] ] ) =
Caspase-8 BID 'IBID MAC
APAF1
[ IAPs
Pro- caspase 3 Pro-caspase-9

La voie extrinseque de I'apoptose est initiée suite a la liaison d’inducteurs a des protéines de
surfaces, tel que les récepteurs FAS, CD95 ou encore « TNF Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor
1 » (TRAIL-R1) (Figure 11). Cette voie de I'apoptose est médiée par la caspase 8. Dans un modele murin
de sepsis, le TRAIL est une molécule produite lors de la présentation de cellules apoptotiques par les
cellules dendritiques aux lymphocytes T CD8. Ces lymphocytes T CD8 sont alors considérés comme
régulateurs (207). En effet, la production de TRAIL inhibe les fonctions effectrices des lymphocytes T
CD4. Ainsi, I'apoptose lymphocytaire via la liaison de TRAIL a son récepteur a un rble dans
I'immunosuppression chez les patients septiques en induisant une lymphopénie mais également en
inhibant les fonctions des lymphocytes T. La voie FAS/FAS-Ligand semble étre plus particulierement liée

a l'apoptose induite par I'activation des lymphocytes T. En effet, dans des conditions physiologiques,
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une majorité de lymphocytes T entrent en apoptose suite a leur activation et ce phénomeéne est médié
par cette voie (208). Le gene codant pour la protéine FAS a été retrouvé surexprimé chez les patients
septiques (209). Il est donc possible que I'apoptose induite par I'activation des lymphocytes T soit
amplifiée dans le contexte du sepsis. Cependant, ce phénomeéne ne semble pas étre la cause principale
de I'apoptose lymphocytaire (210). Enfin, I'apoptose peut étre médiée par le réticulum endoplasmique
suite a un stress : une accumulation de protéines dans le réticulum endoplasmique induit I'activation de
la caspase 12 et ainsi de I'apoptose. Le blocage de cette voie a engendré une amélioration de la survie
dans un modeéle de souris septique (211). Ainsi, les différentes voies de I'induction du phénoméne
d’apoptose semblent étre impliquées dans la physiopathologie du sepsis et représentent de potentielles
cibles thérapeutiques. Cette hypothese a été testée de différentes maniéres sur des modeéles de souris
septiques. Par exemple, au niveau de la voie intrinseque de I'apoptose, induire une surexpression de
Bcl-2 entraine une amélioration de la survie (212). Au niveau de la voie extrinseque, bloquer le
récepteur CD95 permet de réduire la mortalité (213). Les ARN silencieux bloquant la voie FAS/FAS-L ou
directement les caspases ont également été testés dans un modele murin de sepsis. Ce type de

traitement entrainait une diminution de I'apoptose ainsi qu’une diminution de la mortalité (214).

Deux mécanismes sont suggérés pour expliquer |'effet positif de la prévention de I'apopose dans le
sepsis (215). Tout d’abord, une apoptose diminuée entraine une baisse de la phagocytose des
lymphocytes T morts par les macrophages et ainsi une baisse de la production d’IL-10 et de Granulocyte
MacrophageColony Stimulating Facotr (GM-CSF). Ensuite, cela permet aux lymphocytes T survivants de
produire de I'IFNy et de I'lL-17, permettant d’améliorer la réponse immunitaire pour éliminer le
pathogéne dans la phase précoce du sepsis (216). Bien que les études montrant I'effet bénéfique de
traitements anti-apoptotiques au niveau des lymphocytes T soient nombreuses, une étude sur un
modele de souris septiques ayant un cancer montre que la prévention de |'apoptose lors de la survenue
du sepsis entraine au contraire une augmentation de la mortalité (217). Ce type d’étude met I'accent sur
la nécessité de prendre en compte les comorbidités des patients et plus globalement I'hétérogénéité

des patients dans la prise en charge thérapeutique.

3.3.2 Notion d’épuisement lymphocytaire

L'épuisement a tout d’abord été observé dans les lymphocytes T CD8 d’'un modele de souris
infectées par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (« Lymphocytic Choriomeningitis Virus » :
LCMV) (218). Les lymphocytes T CD8 de ces souris exprimaient des marqueurs d’activation et étaient
capables de proliférer in vivo mais leurs fonctions effectrices étaient totalement défaillantes. Cet état
d’épuisement était d’autant plus marqué en I'absence des lymphocytes T CD4. La présence de

lymphocytes T épuisés a ensuite été montrée dans d’autres modeéles d’infection comme le VIH,
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I’'hépatite B et I’'hépatite C mais aussi dans le cancer (219-221). L’épuisement lymphocytaire est
aujourd’hui défini comme une incapacité des lymphocytes T a accomplir leurs fonctions effectrices,
associée a une surexpression multiple de récepteurs co-inhibiteurs comme PD-1, « Lymphocyte
Activation Gene 3 » (LAG-3), « T-Cell Immunoglobulin and mucin domain containing Molecule 3 » (TIM-
3), CD160, « T cell ImmunoGlobulin and ITIM domain » (TIGIT) et d’autres (222) (Figure 12). Cet état
d’épuisement a été principalement étudié dans les lymphocytes T CD8 mais est également observé dans
les lymphocytes T CD4 (223). Les similitudes des altérations phénotypiques et fonctionnelles des
lymphocytes T de patients septiques et des lymphocytes T dits épuisés dans des infections chroniques

ou dans le cancer indiquent qu’un phénomeéne semblable survient lors du sepsis (224).
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Figure 12: Epuisement des lymphocytes T CD8 (13).

3.3.3 Altérations phénotypiques

Expression de récepteurs co-inhibiteurs

Une premiere étude de Boomer et al. a consisté a caractériser des cellules du systeme immunitaire
dans les poumons et la rate de patients décédés suite a un sepsis en comparaison avec celles de patients
en état de mort cérébrale ou ayant recu une splénectomie suite a un trauma (153). Les altérations
phénotypiques observées sur les lymphocytes T spléniques étaient nombreuses: une augmentation de
I’expression de CD69, un marqueur d’activation précoce des lymphocytes T, et une augmentation de
I’expression du récepteur de I'lL-2 (CD25) également reconnu comme un marqueur d’activation (225).

Malgré ce phénotype activé, I'expression du récepteur co-stimulateur CD28 était diminuée chez les
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patients et celle des récepteurs co-inhibiteurs était augmentée (PD-1 sur les CD4 et « Cytotoxic T-

Lymphocyte-4 Antigen-4 » [CTLA-4] sur les CD8).

Dans une autre étude de Boomer et al., le phénotype des lymphocytes T circulants de patients
septiques a été évalué (5). Les lymphocytes T CD4 et CD8 présentaient un niveau d’expression du
récepteur co-inhibiteur CTLA-4 moins élevé que les volontaires sains, de maniéere plus flagrante sur les
lymphocytes T CD4 que sur les CD8. A l'inverse, le récepteur co-inhibiteur LAG-3 était plus exprimé chez
les patients que chez les volontaires sains et ce de maniére plus marquée sur les lymphocytes T CD8 que
sur les CD4. L'expression du marqueur précoce d’activation CD69 était lui plus élevé sur les lymphocytes
T CD4 des patients en comparaison avec les volontaires sains. Aucune différence d’expression n’était
observée sur les récepteur co-inhibiteurs TIM-3 et PD-1. Dans cette méme étude, I'évolution de
I’expression de ces marqueurs au cours du sepsis a été évaluée : la premiere mesure était effectuée lors
du diagnostic du patient et la seconde sept jours plus tard. Les auteurs ont observé une augmentation
au cours du temps de I'expression de CTLA-4 a la fois sur les lymphocytes T CD4 et CD8. De plus, les
expressions de LAG-3 et TIM-3 sur les lymphocytes T CD4 augmentaient également de maniére

significative entre le jour 0 (JO) et J7.

Guignant et al. ont montré une augmentation de |'expression de PD-1 a la surface des lymphocytes
T CD4 de patients septiques corrélée avec une augmentation de la mortalité mais aussi avec le
développement d’infections nosocomiales (226). De plus, la surexpression de PD-1 était corrélée avec
|"altération de la prolifération des lymphocytes T CD4 et I'augmentation de la concentration plasmatique

d’IL-10 des patients.

Dans I'ensemble, ces études indiquent une altération phénotypique des lymphocytes T avec une
surexpression de récepteurs co-inhibiteurs. De plus, ces altérations phénotypiques semblent évoluer au
cours de la pathologie. Elles semblent également associées avec les altérations fonctionnelles des

lymphocytes T et la mortalité des patients.

Altérations de la diversité du répertoire du « T Cell Receptor" (TCR)

Dans un modele CLP de souris septiques, la lymphopénie entrainée lors de la survenue du sepsis
était suivie d’'une récupération du nombre de lymphocytes T CD4 au niveau du thymus (227). Cependant,
la composition de la population de lymphocytes T CD4 naifs suite a cette reconstitution était altérée. En
effet, suite a la deuxieme rencontre d’un pathogéne, les lymphocytes T CD4 antigenes spécifiques
répondaient par une prolifération et une fonctionnalité diminuées. Ces altérations corrélaient
également avec des changements intrinseques de I'hétérogénéité des clones VB (227). Il semble donc

que la prolifération homéostatique suite a la lymphopénie induite par le sepsis réduise I'éventail de
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pathogénes pouvant étre reconnus par les lymphocytes T CD4. Ce phénomene a aussi été observé dans
un modéle de souris septiques sur les lymphocytes T CD8. Le rétablissement incomplet de la population
de lymphocytes T naifs spécifiques d’antigénes persistait pendant plusieurs mois simultanément avec
une réponse altérée des lymphocytes T CD8 naifs a une infection virale ou bactérienne (228). Ces
observations suggérent une association entre la diminution de la diversité du TCR suite a un sepsis et
|"altération de la réponse immunitaire de I’"h6te face a un pathogéne plusieurs mois apres la survenue du

sepsis.

La diminution de la diversité du répertoire du TCR également été observée sur les lymphocytes T de
patients septiques. Ce phénomeéne est présent dés I'admission des patients et semble se rétablir dans la
premiere semaine suivant la survenue du sepsis. En revanche, la diversité du répertoire du TCR n’est pas

restaurée chez les patients décédés suite a un sepsis (229-231).

3.3.4 Altérations fonctionnelles

Les lymphocytes T CD4 sont essentiels dans la mise en place d’une réponse immunitaire efficace,
influencant a la fois I'immunité innée et adaptative par la production de cytokines ou par des
interactions cellulaires (232). Les lymphocytes T CD4 sont également essentiels pour une réponse des
lymphocytes T CD8 primaires et la formation de lymphocytes T CD8 mémoires fonctionnels (233, 234).
Les altérations fonctionnelles des lymphocytes T CD4 observées dans le sepsis et le choc septique sont
similaires a celles caractéristiques d’un état d’épuisement. Suite a une activation ex vivo de lymphocytes
T CD4 de la rate de patients septiques décédés, leur production d’IFNy, de TNFa et d’IL-6 était presque
inexistante (153). Ces altérations sont également observées sur des lymphocytes T CD4 circulants de
patients septiques (5, 235, 236). De plus, leur capacité de prolifération est diminuée (8). Les altérations
fonctionnelles des lymphocytes T CD8 chez les patients septiques sont similaires a celles des
lymphocytes T CD4. La capacité cytotoxique des lymphocytes T CD8 semble étre altérée mais
uniquement chez certains patients. En effet, une étude a mis en évidence une baisse d’expression du
CD107a, marqueur de dégranulation des lymphocytes T cytotoxiques, uniquement a la surface des
lymphocytes T CD8 de patients en sepsis sévere atteints d’une réactivation du cytomégalovirus (CMV)
(237). Les lymphocytes T CD4 et CD8 présentent donc une fonctionnalité altérée, caractéristique de

I’épuisement lymphocytaire T. De plus, ces altérations fonctionnelles sont associées avec la mortalité (6).

Certaines études ont évalué la persistance des altérations lymphocytaires T chez les patients
septiques. Il semblerait que les altérations fonctionnelles soient plut6t transitoires que permanentes.
Suite a une activation in vivo et ex vivo, les lymphocytes T de souris septiques proliféraient normalement
et avaient une production d’IL-2 comparable a celle des contrdles dix jours aprés la survenue du sepsis

(238). Ce résultat a été en partie confirmé chez des patients ayant une maladie grave chronique et ayant
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été traités pour un sepsis sévere. Les lymphocytes T de ces patients ont été récupérés en moyenne dix
jours apres leur admission. Suite a une activation ex vivo, les lymphocytes T CD4 et CD8 ne présentaient
pas d’altérations fonctionnelles au niveau de leur prolifération et de leur production d’IL-2 par rapport a
des lymphocytes T de volontaires sains (239). Une autre étude a montré une tendance a la baisse non
significative de la production d’IFNy suite a I'activation de lymphocytes T de patients septiques prélevés
dans les 9 a 52 mois suivant I’hospitalisation (240). Malgré une lymphopénie encore présente a la sortie
de réanimation, les patients en choc septique présentent un nombre de lymphocyte T similaires a celui
de volontaires sains 6 mois aprés leur hospitalisation (241). Globalement, les lymphocytes T des patients
survivants semblent revenir a un niveau de fonctionnalité similaire a celui de volontaires sains a la suite
d’un sepsis. Les altérations des lymphocytes T chez les patients septiques pourraient donc étre un
phénomeéne réversible disparaissant lorsque le systéme immunitaire du patient retourne a

I’'homéostasie. Ces altérations pourraient ainsi étre persistantes chez les patients non survivants.

3.3.5 Lymphocytes Treg

Le pourcentage de lymphocytes Treg circulants est augmenté chez les patients septiques dés le
diagnostic (242). Cependant, cette augmentation n’est persistante que chez les patients qui vont
décéder. L'augmentation de la proportion de Treg se fait au détriment des cellules T effectrices et non
pas par une augmentation de leur nombre absolu (243). Ainsi, I'apoptose généralisée des cellules du
systéme immunitaire ne semble pas impacter les lymphocytes Treg. Les alarmines sont augmentées
dans le sepsis. Ces DAMP ont une forte capacité d’induction des lymphocytes Treg et pourraient donc
participer a I'expansion de cette population (244). Ce phénomeéne est associé a une diminution de la
prolifération des lymphocytes T ainsi qu’a une altération de leur fonctionnalité. Les lymphocytes Treg

inhibent également les fonctions des monocytes et des neutrophiles (245).

3.3.6 Altérations bioénergétiques

Altérations métaboliques des lymphocytes T

Les lymphocytes T épuisés sont incapables d’accomplir leurs fonctions effectrices. L’hypothése
d’altérations métaboliques entrainant une activité métabolique insuffisante pour supporter les
fonctions effectrices est donc pertinente dans ce contexte. Suite a une activation, les lymphocytes T
subissent une reprogrammation métabolique. En effet, les lymphocytes T naifs utilisent principalement
la phosphorylation oxydative (OXPHOS) comme source de production d’énergie. L’activation du TCR
oriente la production d’énergie vers la voie de la glycolyse. L'utilisation de la glycolyse est nécessaire
pour supporter la demande énergétique de la croissance cellulaire et de la différentiation en cellules

effectrices (246). Les cellules qui proliferent ont un fort taux de glycolyse aérobie malgré la quantité
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suffisante d’oxygene disponible pour alimenter la voie OXPHOS. Ce phénoméne est connu sous le nom
d’effet Warburg et est également observé dans les cellules cancéreuses (247, 248). La reprogrammation
métabolique est indispensable aux lymphocytes T pour étre fonctionnels tout au long de leur
différentiation. Le switch vers la glycolyse est nécessaire aux lymphocytes T activés et effecteurs et le
retour a la voie OXPHOS est nécessaire pour la conversion des lymphocytes T effecteurs en lymphocytes
T mémoires. Chez les patients septiques, il a été montré que les voies OXPHOS et glycolytique étaient
altérées (249). L’activation de la voie « Phosphatidylinositol-3-Kinase » (P13K)-Akt-« mechanistic target
of rapamycin » (mTOR) est nécessaire pour la reprogrammation métabolique des lymphocytes T CD4 en
effecteurs et des lymphocytes T CD8 en lymphocytes T cytotoxiques (250, 251) (Figure 13). Cette voie
est également altérée dans les lymphocytes T de patients septiques (249). L’assimilation du glucose via
son transporteur GLUT1 est un mécanisme régulateur important de la reprogrammation métabolique
suivant I'activation. L’expression de GLUT1 est augmentée ex vivo a la suite d’une activation du TCR et in
vivo a la suite d’une infection (252). Chez les patients septiques, le niveau d’expression de GLUT1 est
plus élevé que chez les volontaires sains. En revanche, I'assimilation du glucose par les lymphocytes T

CD4 via le transporteur GLUT1 suite a une activation ex vivo est altérée.
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Figure 13: Les différentes voies métaboliques utilisées par les lymphocytes T tout au long de leur

différentiation (253).
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3.4 Vers de nouvelles stratégies thérapeutiques

La réponse immunitaire de I’'h6te étant au centre de la physiopathologie du sepsis, I'orientation vers
des thérapies immunomodulatrices semble étre pertinente. Jusque récemment, ce type de stratégie
était orientée uniqguement vers le blocage de la réponse immunitaire et de l'inflammation. Les essais
cliniques correspondant ont largement échoué. Au vue de la physiopathologie du sepsis, ce type de
thérapie peut sans doute étre bénéfique pour le patient mais demande une stratification précise, par
exemple sur le niveau des cytokines pro-inflammatoires des patients, et doit avoir une action courte. En
effet, des patients septiques avec les mémes symptomes et signes cliniques peuvent ainsi avoir un profil
de cytokines trés différent (254). La plupart des patients vont rapidement évoluer vers un état
d’'immunosuppression prépondérant. Les recherches se dirigent ainsi actuellement vers des

immunostimulants (Figure 14).
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Figure 14: Les immunothérapies dans le sepsis (4).

Le facteur de croissance GM-CSF permet d’activer et d’induire la production de neutrophiles, de
monocytes et de macrophages. C’'est donc un potentiel traitement immunostimulant dans le sepsis qui a
été testé dans deux études. Afin de sélectionner uniquement les patients dans la phase
immunosuppressive, la stratification a été basée sur I'expression d’HLA-DR a la surface des monocytes.
Seuls les patients ayant une baisse persistante de I'expression d’"HLA-DR ont été sélectionnés pour I'essai.
Les résultats montrent que les patients traités avec du GM-CSF avaient une expression d’HLA-DR
restaurée ainsi qu’une durée d’hospitalisation plus courte (255). Dans une autre étude en pédiatrie, les
patients ont été identifiés comme immunosupprimés lorsque la production de TNFa suite a une
stimulation ex vivo par LPS sur sang total était inférieure a 200 pg/mL. Le traitement par du GM-CSF
permettait alors de restaurer la production de TNFa et de diminuer I'apparition d’infections

nosocomiales (256).
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Un autre traitement immunostimulant potentiellement thérapeutique dans le contexte du sepsis est
I'IFNy. Des expériences in vitro ont montré que le traitement IFNy permettait de restaurer la production
de cytokines pro-inflammatoires des monocytes dans des modeles de sepsis et chez des patients
septiques (257). Les patients étaient stratifiés a la fois sur I’expression d’"HLA-DR sur les monocytes et

sur la production de TNFa suite a une stimulation ex vivo par du LPS sur sang total.

Une autre thérapie immunomodulatrice prometteuse cible les récepteurs co-inhibiteurs présents a
la surface des lymphocytes T. Par exemple, PD-1 est surexprimé sur les lymphocytes T de patients
septiques. La voie de signalisation induite inhibe la prolifération des lymphocytes T ainsi que leur
production de cytokines et leur fonction cytotoxique (226). Des anticorps bloquants de PD-1 ou de son
ligand PD-L1 permettraient ainsi de restaurer la fonctionnalité des lymphocytes T. Dans d’autres
contextes d’épuisement lymphocytaire comme I’hépatite B ou le VIH, bloquer PD-1 permet de restaurer
la fonctionnalité des lymphocytes T in vitro (258, 259). L’utilisation d’un anti-PD-1 en cancérologie, le
Nivolumab, est maintenant approuvée par la FDA pour plusieurs types de cancer (260). Dans un modeéle
de souris septiques, le traitement anti-PD-L1 permettait d’inhiber partiellement I'apoptose des
lymphocytes T et de restaurer les fonctions monocytaires (261). Une étude préclinique a évalué I'effet
du blocage de cette voie sur des lymphocytes T de patients septiques en testant a la fois un anticorps
anti-PD-1 et anti-PD-L1 (262). Les résultats montrent une diminution de I'apoptose des lymphocytes T
ainsi qu’une augmentation de leur production d’IFNy et d’IL-2. De plus, I'expression de PD-1 sur les
lymphocytes T CD4 est corrélée avec I'apoptose de ces cellules, suggérant un réle potentiel de PD-1
comme marqueur de stratification ou marqueur de |'efficacité du traitement. Un essai clinique est
actuellement en cours pour évaluer l'efficacité d’une thérapie avec un anticorps anti-PD-L1
(NCT02576457). A I'inverse de PD-1, le réle de TIM-3 dans le sepsis semble moins clair. En effet, dans un
modele de souris septiques CLP, le blocage de la voie de signalisation TIM-3 a entrainé une
augmentation de l'apoptose des lymphocytes T, aggravant ainsi la lymphopénie. Les checkpoints

inhibiteurs ne semblent donc pas tous présenter un intérét thérapeutique dans le sepsis (263).

L'IL-7 est également un potentiel traitement immunostimulant dans le contexte du sepsis. Des
études précliniques sur des modeles murins de sepsis et ex vivo sur des lymphocytes T de patients
septiques ont montré que le traitement par de I'IL-7 permettait de rétablir les altérations des
lymphocytes T (7, 8, 249, 264). Un essai clinique de phase Il récent a mis en évidence la capacité de la
thérapie IL-7 a restaurer le compte de lymphocytes T de patients en choc septique atteint d’une
lymphopénie sévere en I'absence d’effet indésirable grave (9). Dans I'optique du développement de ce

traitement, il est pertinent de s’intéresser a la régulation de son récepteur dans le sepsis.
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4. L’interleukine 7 et son récepteur

4.1 La cytokine IL-7

4.1.1 Gene et protéine IL-7

Le gene de I'lL-7 a une longueur de 72 kb et se trouve sur le chromosome 8. Il code pour une
protéine composée de 177 acides aminés (AA) avec un poids moléculaire de 20 kDa. La forme active de
I'IL-7 est une glycoprotéine de 25kDa composée de quatre hélices alpha autour d’un noyau central

hydrophobe (265, 266).

Chez I'homme, la cytokine IL-7 est produite par différentes cellules: les cellules épithéliales
intestinales, les kératinocytes et les cellules des tissus hépatiques (267-269). De plus, les cellules
dendritiques périphériques et folliculaires, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules des
muscles lisses produisent également de I'lL-7 (270, 271). Les cellules stromales non hématopoiétiques
semblent étre les principales cellules productrices d’IL-7. La production de I'lL-7 est constitutive et
limitée, entrainant ainsi une compétition entre les lymphocytes T pour accéder a cette cytokine. Le
mécanisme d’induction de la synthése d’IL-7 a été étudié. L'IFNy entraine une augmentation de
I’expression de ’ARN messager codant pour I'lL-7 (272) et I'lL-1 et le TNFa induisent la synthése d’IL-7

par les cellules stromales (273).

4.1.2 Lerécepteur de l'lL-7

L'IL-7 se lie a la forme membranaire de son récepteur, induisant ainsi la cascade de signalisation
intracellulaire. Le récepteur membranaire est composé de deux chaines: une chaine CD127 (ou IL-7Ra),
spécifique du récepteur de I'lL-7, et une chaine CD132 (ou chaine yc), commune aux récepteurs de I'lL-2,
I'IL-4, I'IL-9, I'IL-15 et I'lIL-21. Le CD127 est une glycoprotéine membranaire composée de 439 AA avec un
poids moléculaire de 49,5 kDa. Le domaine transmembranaire comporte 25 AA et la queue

cytoplasmique comporte 195 AA (274).

Le récepteur de I'IL-7 (IL-7R) est différentiellement exprimé au cours de la maturation des
lymphocytes B et T (Figure 15). Le récepteur de I'lL-7 n’est pas exprimé par les cellules souches
hématopoiétiques. Lors du développement des lymphocytes B, il est exprimé sur les cellules
progénitrices lymphoides dans la moelle osseuse, puis son expression diminue graduellement des
cellules pro-B aux cellules pre-B avant de disparaitre sur les lymphocytes B matures. Lors du
développement des lymphocytes T, le récepteur de I'lL-7 n’est pas exprimé a la surface des cellules

progénitrices précoces des lymphocytes T dans le thymus. En revanche, le récepteur est exprimé a la
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surface des thymocytes double négatifs, puis son expression baisse sur les thymocytes double positifs

avant d’étre a nouveau présente sur les thymocytes simple positifs.

Le récepteur de I'lL-7 est majoritairement exprimé sur les lymphocytes T matures a I'exception des

lymphocytes Treg.
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Figure 15: Expression du récepteur de I'lL-7 a la surface des lymphocytes au cours de leur

maturation et différentiation (275).

Le récepteur de I'IL-7 est également exprimé sur les cellules dendritiques pour lesquelles la voie de
signalisation médiée par la « Thymic Stromal Lymphopoietin » (TSLP), agoniste de I'IL-7, a un rdle
important dans le développement (276, 277). Cette voie permet également aux cellules dendritiques de
réguler la prolifération des lymphocytes en réponse aux auto-antigénes, évitant ainsi I'auto-immunité en

cas de lymphopénie par exemple (278).

Enfin, le CD127 est également exprimé a la surface des « Innate Lymphoid Cells » (ILC). Cette famille
comprend les cellules cytotoxiques NK, les « Lymphoid Tissue Inducer » mais aussi d’autres cellules non
cytotoxiques. Ces cellules sont caractérisées par I'absence de marqueur de lignée et I'expression du
CD127 (279). Elles expriment également le CD25. Ces cellules favorisent la réponse du systeme

immunitaire contre les pathogénes et participent a I'inflammation et a la réparation tissulaire.
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4.1.3 Roéledel’lL-7

Lymphocytes B

Les nourrissons ayant des mutations au niveau du récepteur de I'IL-7 ont un nombre normal de
lymphocytes B circulants (280). Malgré un role redondant chez I’homme, plusieurs études ont montré
I'importance de I'lL-7 dans le développement des lymphocytes B. Des cultures ex vivo ont permis de
montrer un réle de I'lL-7 dans le réarrangement des chaines légeres d'immunoglobulines dans les stades

précoces de développement des lymphocytes B (281).

D’autres éléments sur le réle de I'lL-7 dans le développement des lymphocytes B viennent de I'étude
de pathologies dans lesquelles les niveaux d’IL-7 sont supraphysiologiques comme chez les patients VIH
ou atteints de lymphopénie idiopathique CD4 (282, 283). Chez ces patients, des niveaux plus élevés de
lymphocytes B immatures et transitionnels sont observés et correlent quantitativement avec I'élévation
de la concentration d’IL-7. De plus, chez les patients traités avec de I'IL-7 recombinante, une expansion
massive des lymphocytes B immatures et transitionnels est observée. En effet, lors d’un essai clinique de
phase | chez des patients atteints de cancers métastasés, le nombre de lymphocytes B CD19+CD10+
était significativement augmenté dans le sang alors que le nombre de lymphocytes B matures était
inchangé (284). Dans I'ensemble, ces observations montrent un réle de I'lL-7 dans le développement et

la maturation des lymphocytes B.

Lymphocytes T

A l'inverse des observations sur les lymphocytes B, I'lL-7 est indispensable au développement des
lymphocytes T. En effet, chez 'lhomme, les mutations du récepteur de I'lL-7 entrainent I'apparition de
déficits immunitaires combinés graves (285, 286). L'IL-7 fournit des signaux prolifératifs aux thymocytes
double négatifs et entraine également une recombinaison de la chaine y du TCR (275). En plus de son
role essentiel dans le développement des lymphocytes T, I'IL-7 est I’acteur majeur de I’'homéostasie des
lymphocytes T circulants. Lors de son interaction avec ces cellules, I'lL-7 permet de diminuer leur
apoptose et d’augmenter leur prolifération (287). L’'IL-7 est ainsi essentielle a la survie et au maintien

d’une population de lymphocytes T fonctionnels.

4.1.4 \Voies de signalisation

Deux voies de signalisation principales sont induites lors de I'interaction de I'lL-7 avec son récepteur :
la voie « Janus Kinase » (JAK) - « Signal Transducer and Activator of Transcription » (STAT) et la voie PI3K
(Figure 16). Le rapprochement de JAK1 et JAK3 lors de la liaison IL-7/IL-7R initie chacune de ces deux

voies. Les deux protéines peuvent alors se phosphoryler I'une I'autre, augmentant ainsi leur activité. Les
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protéines JAK phosphorylent ensuite le récepteur de I'IlL-7 créant ainsi un site d’amarrage pour
différentes molécules de signalisation. Dans la voie JAK/STAT, STATS est a son tour phosphorylé et passe
dans le noyau ou il induit la transcription de genes. Suite a cette cascade de phosphorylation,
I’expression des protéines de survie BCL2 et « Myeloid Cell Leukemia Sequence 1 » (MCL1) est
augmentée alors que I'expression des protéines pro-apoptotiques BAX, BAD et BIM est diminuée (288).
Suite a la phosphorylation de JAK1 et JAK3, cette voie induit la phosphorylation de PI3K suivie de celle
d’Akt entrainant le blocage de I'inhibiteur du cycle cellulaire p27, I'induction de I’'expression de la cycline
D1 et I'induction du « Cell Division Cycle 25 homologue A » (CDC25A) permettant le maintien du cycle de
division cellulaire (289). La liaison IL-7/IL-7R induit également une diminution de I'expression de

modulateurs du TCR comme « Casistas B-lineage lymphoma B » (CBL-B).
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Figure 16 : Voie de signalisation de I'lL-7 (275).

4.1.5 La TSLP, un analogue de I'IL-7

La TSLP est une cytokine analogue de I'IL-7. Son interaction avec le récepteur de I'IL-7 nécessite la
chaine CD127, spécifique du récepteur de I'lL-7, mais aussi une autre chaine appelée TSLPR. Chez
I’'homme, ce complexe spécifique semble étre principalement présent sur les cellules dendritiques et sur
les monocytes (290, 291). Il est également retrouvé dans différents tissus comme les reins ou le foie.
Des modeéles de souris TSLPR-/- ont été générés. Les lignées myéloides, lymphoides, les cellules
dendritiques et NK présentaient un développement et une fonctionnalité normale suggérant un réle
non essentiel pour le TSLP dans le systeme hématopoiétique (292). En revanche, cette cytokine semble

étre impliquée dans I’expansion des lymphocytes T CD4.
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4.1.6 IL-7 et glucose

En plus de ses propriétés anti-apoptotique et de prolifération cellulaire, I'lL-7 permet une régulation
du métabolisme des lymphocytes T. En effet, dans des modeles de souris déficientes en IL-7, I'induction
d’une forte expression de Bcl-2 et d’une faible expression de Bim et Bax ne suffisait pas a compenser le
déficit en IL-7, suggérant une autre fonction de la cytokine pour promouvoir la survie cellulaire (293—
295). Au vu du lien entre la voie de la signalisation de I'lL-7 et celle de la glycolyse, I'hypothése d’un réle
de I'lL-7 dans le métabolisme du glucose a alors été émise. En effet, STAT5, activé lors de la cascade
phosphorylation induite par I'lL-7, est impliqué dans la glycolyse (296). De plus, les kinases Akt sont des
régulateurs connus de I'assimilation du glucose et du métabolisme (297). Plusieurs études ont validé
I’hypothése d’un rdle de I'lL-7 dans I’assimilation du glucose, notamment dans la régulation de
I’expression de GLUT1, transporteur du glucose, ainsi que dans I'entrée du glucose dans la cellules (298,
299). L'IL-7 augmente plus particulierement I’assimilation du glucose par les lymphocytes T naifs et les
lymphocytes T activés (300). Le role de I'lL-7 dans le métabolisme des lymphocytes T est un argument
supplémentaire pour le traitement par de I'lL-7 dans le sepsis, au vu des altérations bioénergétiques

touchant les lymphocytes T des patients (249).

4.2 Forme soluble du récepteur de I'IL-7

4.2.1 Protéine et transcrits

Le gene IL7R se trouve sur le chromosome 5 avec une taille de 19,79 kb (301). Il existe différents
transcrits correspondant a ce géne. Le transcrit IL7R1 code pour la protéine membranaire. Il est
composé de 8 exons. L'exon 6 a été montré comme codant pour la partie transmembranaire de la
protéine. |l existe plusieurs transcrits IL7R ne comprenant pas I’exon 6 et codant potentiellement pour
une forme soluble du récepteur. La protéine soluble CD127 a été identifiée pour la premiere fois en
1990 (302). Plus récemment, Rose et al. ont démontré que le transcrit IL7R3, composé des 8 exons a

éme

I’exception du 6™, codait pour une forme soluble du CD127 (11). La protéine associée au transcrit IL7R3
contient le domaine extracellulaire et se termine par une queue de 26 AA suite a I'apparition d’'un codon
stop prématuré lors de I'épissage alternatif (Figure 17). La chaine CD132 est également présente sous
forme soluble dans le plasma mais a des concentrations moindre par rapport a la chaine CD127,
suggérant que le sCD127 est principalement présent sous forme dissociée du CD132 (11). Le sCD127
semble majoritairement issu du transcrit IL7R3 mais elle provient aussi en partie d’un clivage du CD127
membranaire (11, 303). Des études ex vivo ont montré que la production de sCD127 était augmentée

suite a une activation des lymphocytes T et également en présence de cytokines pro-inflammatoires

(304, 305).
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Figure 17: Epissage alternatif de TARNm de I'IL7R. (a) Deux variants sont produits par cet épissage
alternatif. (b) Le variant IL7R1, composé des 8 exons, code pour la forme membranaire du CD127. (c)

Le variant IL7R3, sans I’exon 6, code pour la forme soluble du CD127 (306).

4.2.2 Role de la protéine soluble sCD127

Plusieurs autres récepteurs de cytokines possedent une forme soluble. Le réle de celle-ci differe en
fonction du récepteur, pouvant étre agoniste ou antagoniste. La forme soluble peut entrer en
compétition avec le récepteur membranaire, c’est le cas par exemple du récepteur du TNFa. (307). A
I'inverse, la forme soluble d’un récepteur peut également potentialiser I'effet de la cytokine. C’'est le cas
du récepteur soluble de I'lL-15 et de I'lL-2 (308, 309). Dans le cas de I'lL-7, il a été démontré que la
cytokine pouvait se lier a la forme soluble du récepteur (305, 306). Cependant, le réle du sCD127 n’est
que partiellement compris. En effet, plusieurs études sur |'effet de I'interaction entre la forme soluble et
I'IL-7 ont conduit a des résultats contradictoires. Une premiére étude a montré que le sCD127 inhibait la
voie de signalisation de I'lL-7 in vitro suite a une stimulation par de I'lL-7 (310). Aprés une incubation de
quinze minutes de lymphocytes T CD8 humains en présence d’IL-7 et de sCD127, la phosphorylation de
STATS était inhibée. Suite a deux jours d’incubation, le sCD127 bloquait I'effet de I'lL-7 sur la
surexpression de BCL-2. Enfin, la prolifération des lymphocytes T CD8 humains en présence d’IL-7 était
inhibée lorsque la cytokine était pré-incubée avec du sCD127. Une autre étude a montré un effet
similaire du sCD127 sur la phosphorylation de STAT5 et d’Akt et sur la baisse de prolifération des
lymphocytes T CD4 (305). Cependant, ces deux études utilisaient des temps courts d’incubation. Ces
résultats ont été contredits par la suite dans deux autres études. Lundstrom et al. ont testé |'effet du

sCD127 sur I'lL-7 dans une lignée de cellules murines dépendante de I'lL-7 (306). Les cellules étaient
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stimulées par de I'IL-7 en présence ou non de sCD127. La concentration d’IL-7 dans le surnageant de
culture ainsi que la survie des cellules étaient significativement plus élevées cing jours aprés la
stimulation dans la condition ou le sCD127 avait été ajouté par rapport a la condition IL-7 seul. Ces
résultats ont ensuite été confirmés in vivo dans un modele de souris IL-7 -/- et en partie confirmés sur
des lymphocytes T humains. Les auteurs concluaient a un effet potentialisateur du sCD127 permettant
une consommation sur la durée de I'lL-7 et donc des effets bénéfiques étendus dans le temps pour les
cellules. Une autre étude a également montré une augmentation de la prolifération de lymphocytes T
CD8 humains ainsi qu’une augmentation de leur production d’IFNy grace a la présence de sCD127 au
bout de sept jours de culture (311). Ainsi, les résultats contradictoires obtenus dans ces différences
d’études pourraient venir de la cinétique d’action du sCD127. Dans un premier temps, celui-ci semble
retenir I'lL-7 et inhibe ainsi la voie de la signalisation de la cytokine. A plus long terme, il semble avoir un
effet modérateur sur la consommation d’IL-7 permettant ainsi d’augmenter la bioactivité de la cytokine

malgré sa présence en quantité limitée.

4.3 Régulation physiologique du récepteur de I'IL-7

4.3.1 Au cours de I'activation lymphocytaire T

L'expression du récepteur de I'IlL-7 est rigoureusement régulée au cours de l'activation des
lymphocytes T circulants (Figure 18). En effet, son expression est forte a la surface des lymphocytes T
naifs puis diminue suite a leur activation. Ex vivo, cette baisse survient environ six heures aprés
stimulation du TCR et s’accentue au cours du temps. Elle ne semble pas venir d’'une internalisation mais
majoritairement d’une régulation transcriptionnelle. Cette baisse d’expression semble également
associée a une augmentation de la présence de la forme soluble du récepteur de I'lL-7, suggérant un
clivage a la membrane comme mécanisme possible de régulation (303, 305). L’activation du TCR
entraine donc une baisse d’expression du CD127 par clivage de la protéine et par régulation
transcriptionnelle. Eviter une suractivation des lymphocytes T est I’hypothése principale sur le réle de ce
mécanisme. L'expression du CD127 reste ensuite faible a la surface des lymphocytes T effecteurs. Une
faible proportion des lymphocytes T effecteurs garde une forte expression du CD127 et ces cellules

deviennent ainsi des lymphocytes T mémoires avec une longue durée de vie (312).
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Figure 18: Régulation de I'expression de différents récepteurs de cytokines a la surface des

lymphocytes T lors de la réponse immunitaire (313).

4.3.2 Suite a la stimulation par de I'lL-7

L’IL-7 est produite de maniére constitutive et en quantité limitée. Les lymphocytes T entrent donc
en compétition pour y accéder. Pour que ce mode de consommation fonctionne, |'expression du
récepteur de I'lL-7 a la surface des lymphocytes T est rigoureusement régulée (10). En effet, suite a la
liaison de I'lL-7, I'expression de son récepteur est immédiatement diminuée. Ce mécanisme dit
« altruiste » permet un arrét de la consommation d’IL-7 par la cellule une fois que la voie de
signalisation est activée. Deux mécanismes entrent en jeu pour induire la baisse d’expression du CD127 :
I'internalisation et la régulation transcriptionnelle de la protéine. L’expression du CD127 est diminuée
des la premiere heure suivant I'interaction avec I'lL-7. Cette régulation rapide est due a I'internalisation
de la protéine (314, 315). Ensuite, la baisse du transcrit IL7R1 codant pour la forme membranaire du
récepteur de I'lL-7 entraine une diminution de I'expression du CD127 a plus long terme (298, 316). En
absence de stimulation IL-7, la demi-vie du CD127 est de 24 h (317). Une partie du récepteur est
dégradée alors qu’une fraction est recyclée a la membrane. Lors de la stimulation par de I'IL-7, la demi-
vie du récepteur est réduite a trois heures. Son recyclage est diminué alors que sa dégradation via les

lysosomes et protéasomes est accélérée.

Récemment, un autre mécanisme a été mis en évidence pour permettre a I'lL-7 d’accéder au plus
grand nombre de lymphocytes T malgré sa présence en quantité limitée. En effet, Bazdar et al. ont

montré que I'lL-7 pouvait étre recyclée et transmise d’une cellule a une autre apres activation de la voie
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de signalisation (318). L'internalisation du récepteur de I'lL-7 semble étre au cceur de ce mécanisme :
elle permettrait de recycler I'lL-7 a la surface de la cellule puis libérerait la cytokine la rendant ainsi

disponible pour les lymphocytes T voisins.

A l'inverse de la régulation du CD127 induite par I'lL-7, I'expression de la seconde chaine du
récepteur, le CD132, est plutot augmentée suite a une stimulation IL-7, suggérant une dissociation des

mécanismes impliqués dans la régulation des deux chaines du récepteur (319).

4.3.3 Suite a la stimulation par d’autres cytokines

L'expression du récepteur de I'lL-7 est également régulée par d’autres cytokines. Par exemple, I'IL-
21 induit une diminution de I'expression du CD127 sur les lymphocytes T naifs et sur les CD8 mémoires
(320). Dans des lymphocytes T murins anti-tumoraux, I'lL-21 permet d’amplifier la prolifération et la
survie des cellules induites par I'lL-7 (321). Cet effet de I'lL-21 semble étre médié par un maintien de
I’expression du CD127 aprés stimulation par de I'IL-7. L'IL-21 semble donc avoir un réle dans

I"amplification de la réponse des lymphocytes T activés via la régulation du récepteur de I'IL-7.

Plusieurs cytokines favorisant la survie des cellules entrainent une baisse de I'expression du CD127 a
la surface des lymphocytes T et également une baisse du transcrit correspondant: I'lIL-2, I'lL-4, I'IL-6 et
I'IL-15 (316, 322). Ces cytokines induisent des signaux de survie ciblant les lymphocytes T. Ainsi, la baisse
d’expression du récepteur de I'lL-7 induite par ces cytokines serait dans la lignée du mécanisme altruiste
de consommation de I'lL-7. En effet, si les lymphocytes T recoivent des signaux de survie par d’autres
cytokines, I'lL-7 n’est alors plus nécessaire a leur survie et la baisse d’expression de son récepteur

permet de laisser la cytokine disponible pour d’autres cellules.

A l'inverse, les cytokines pro-inflammatoires TNFa, IFNa et IFNB induisent une augmentation de
I’expression du récepteur de I'lL-7 (10, 323, 324). Le role biologique de cette augmentation d’expression
serait de bloquer I'apoptose induite suite a I'activation des lymphocytes T. Ainsi, les cytokines pro-
inflammatoire induiraient des signaux de survie pour éviter une délétion des lymphocytes T lorsque
ceux-ci sont nécessaires a I'élimination d’'un pathogene. Etonnamment, les glucocorticoides, dont les
effets sont immunosuppresseurs, ont le méme impact sur I'expression du récepteur de I'IL-7: ils
induisent une augmentation de I'expression du transcrit et de la protéine (325-330). Ils atténuent
notamment la réponse lymphocytaire T suite a une activation. Cependant, la fonction
immunosuppressive des glucocorticoides semble complexe. Plutét qu’une immunosuppression globale,
ils orienteraient la différentiation des lymphocytes T CD4 naifs vers un profil plutét Th2 que Thl (331,
332). Les glucocorticoides pourraient donc avoir un réle dans la survie des lymphocytes T et influer sur

leur différentiation plutét qu’un réle inhibiteur suite a leur activation.
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4.3.4 Régulation due au vieillissement

Le vieillissement est également un facteur influant sur I'expression du CD127. L'expression du
CD127 est forte sur les lymphocytes T CD8 effecteurs mémoires. Les lymphocytes T mémoires ayant un
phénotype CD45RA+ se divisent en deux sous-populations, 'une CD127"°" et 'autre CD127"¢". Chez les
sujets agés (de plus de 65 ans), la population de lymphocytes T CD8 mémoires CD45RA+ CD127"°" est
significativement plus importante que chez les sujets jeunes (de moins de 40 ans). Cette baisse
d’expression du CD127 entraine une réponse altérée a I'lL-7 (333). Une autre étude a mis en évidence
une association entre I'expression du gene IL7R et I’age : plus les individus sont agés, plus I'expression
du geéne IL7R est faible (334). L’age induit donc une baisse d’expression du récepteur de I'lL-7 et ainsi
une réponse altérée des lymphocytes T a I'lL-7. Ce mécanisme participerait a I'immunosénescence

touchant les lymphocytes T.
4.4 Régulation pathologique

L'expression des différentes formes du récepteur de I'lL-7 est altérée dans plusieurs pathologies

impliquant le systéme immunitaire.

4.4.1 Autoimmunité et inflammation chronique

Diabéte de type |

Chez les patients atteints de diabete de type |, I'expression du CD127 est diminuée a la surface des
lymphocytes T CD4 en comparaison avec celle des volontaires sains (335). En revanche, les lymphocytes
T CD8 ont un niveau d’expression similaire chez les patients et chez les volontaires sains. La
concentration plasmatique du sCD127 est plus élevée chez les patients diabétiques que chez les

volontaires sains (305).

Polyarthrite rhumatoide

Dans le cas de la polyarthrite rhumatoide, I'expression du CD127 est significativement plus élevée
dans les fluides et tissus synoviaux sur plusieurs types cellulaires des patients en comparaison avec les
volontaires sains: cellules endothéliales, monocytes/macrophages, fibroblastes et lymphocytes T CD4
(336, 337). De plus, les niveaux élevés d’expression du CD127 sont associés avec une plus forte activité
de la maladie (338). La concentration en TNFa est également associée a la sévérité de la pathologie, en
faisant ainsi une cible thérapeutique. Les anti-TNFa sont actuellement utilisés en clinique (339-341).
Cependant, 25 a 30% des patients ne répondent pas au traitement. Une étude a démontré une
association entre |'expression du transcrit IL7R1, codant pour le CD127 membranaire, et la réponse aux

bloquants du TNFa : plus I'expression du récepteur est élevée moins le traitement est efficace (342).
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L'expression du transcrit IL7R1 pourrait donc étre utilisée comme biomarqueur pronostique de
I’efficacité du traitement anti-TNFa. En plus des altérations de la forme membranaire du récepteur de
I'IL-7, la forme soluble est également impactée par la maladie. La concentration plasmatique de sCD127
est plus élevée chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide que chez les volontaires sains (304).

De plus, une concentration élevée de sCD127 est associée a une faible réponse au traitement anti-TNFa.

Sclérose en plaques

L'aspect de la régulation du récepteur de I'lL-7 le plus étudié dans la sclérose en plaques est le SNP
rs6897932 impactant le géne IL7R, également retrouvé chez les patients diabétiques. Ce SNP C/T se
localise dans I’exon 6 du gene et a un effet fonctionnel sur I’expression de celui-ci (343). En effet, ce SNP
affecte la proportion d’isoformes soluble et membranaire de la protéine en influant sur un « silencer »
d’épissage alternatif. Le SNP rs6897932 C entraine ainsi une augmentation de I'épissage de I'exon 6 et
donc une augmentation de la présence du transcrit IL7R3 codant pour la forme soluble par rapport au
SNP rs6897932 T. La présence de ce SNP est corrélée avec une plus forte production de sCD127 (344,
345). De plus, elle est fortement associée avec le risque de développer une sclérose en plaque (346—
348). Une étude a montré une synergie entre le SNP /L7R et un SNP DDX39B impactant I'épissage
alternatif des transcrits IL7R (349) (Figure 19).
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Figure 19: Association entre les SNP IL7R et DDX39B et le risque de développer une sclérose en

plaque (349).
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La présence concomitante des deux SNP entraine un fort risque de développer une sclérose en
plaque. Ainsi, une baisse de I'expression du CD127 membranaire et une augmentation du CD127 soluble

semblent étre liées au développement de I'auto-immunité via la présence du SNP.

4.4.2 Cancers

Oncohématologie

La voie de signalisation de I'IL-7 peut potentiellement participer au développement des cancers
lymphoides étant donné son role central dans la survie et la prolifération des lymphocytes T. Les
lymphocytes T dans les leucémies lymphoblastiques aiglies T et les lymphocytes B dans les leucémies
lymphoblastiques chroniques B expriment le CD127. En stimulant ex vivo ces cellules cancéreuses, I'lL-7
permet de diminuer leur apoptose, d’augmenter leur prolifération et interfere également avec les
traitements pro-apoptotiques anti-cancéreux. De plus, des mutations du géne IL7R agissent comme des

oncogenes dans les leucémies lymphoblastiques aigues B et T (350, 351).

Cancers solides

L’expression du récepteur de I'lL-7 a également été étudiée dans d’autres type de cancer. Vudattu et
al. ont observé un pourcentage réduit de lymphocytes T circulants CD4 et CD8 exprimant le CD127 chez
des patients atteints de cancer du sein en comparaison avec des volontaires sains (352). De plus, les
lymphocytes T des patients cancéreux ne répondaient pas a une stimulation ex vivo par de I'lL-7 ni a une
activation. En effet, la phosphorylation de STAT5 était absente dans les cellules des patients suite a une
stimulation par de I'lL-7 et une production diminuée d’IL-2 et d’'IFNy était observée lors de I'activation
des cellules, suggérant un statut épuisé des lymphocytes T. Chez les patients atteints de cancer de la
prostate, les cellules cancéreuses présentent des niveaux plus élevées de CD127 par rapport a des
cellules normales de la prostate (353). L’IL-7 induit une invasion et une migration de ces cellules
cancéreuses alors que le blocage du récepteur de I'lL-7 les atténue. Dans une autre étude chez des
patients atteints d’un cancer du sein, la surexpression du récepteur de I'lL-7 a la surface des cellules
cancéreuses était associée avec la sévérité (354). Ces études montrent un double réle de I'axe IL-7/IL-7R
dans le cancer. D’un c6té, une expression réduite du récepteur de I'lL-7 est associée avec un épuisement
des lymphocytes T circulants qui ne sont alors plus efficaces pour lutter contre les cellules cancéreuses.
D’un autre c6té, une expression élevée du récepteur de I'IL-7 sur les cellules cancéreuses entraine une

augmentation de leur survie et de leur prolifération, favorisant leur expansion et leur dissémination.
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4.4.3 Epuisement lymphocytaire

Virus de I'lmmunodéficience Humaine

Un grand nombre d’études ont mis en évidence une expression altérée du récepteur de I'lL-7 chez
les patients infectés par le VIH en comparaison avec des volontaires sains. Une diminution de
I’expression du CD127 est observée a la fois a la surface des lymphocytes T CD4 et CD8 (355, 356). Cette
baisse est également corrélée avec I'apoptose des lymphocytes T CD8 des patients et la progression de
I'infection (357). Le pourcentage de cellules CD8+ CD127- est fortement corrélé a la virémie et a la
lymphopénie CD4 (358). En revanche, cette baisse d’expression est partiellement restaurée chez les
patients répondant au traitement antirétroviral hautement efficace (HAART: « Highly Active
Antiretroviral Therapy ») en paralléle avec un retour a la normale du nombre de lymphocytes T CD4 (355,

359).

La baisse d’expression du CD127 a la surface des lymphocytes T CD4 et CD8 chez les patients VIH est
associée a une forte expression de PD-1 ainsi qu’a une faible fonctionnalité (259, 360, 361). Au vu de ces
observations, I'expression du CD127 sur les lymphocytes T CD4 et CD8 est généralement considérée
comme un marqueur d'immunité protectrice alors qu’une faible expression du CD127 est un marqueur
d’un systéme immunitaire défaillant (10). Cette diminution de I'expression du CD127 a la surface des
lymphocytes T de patients VIH semble en partie due a la protéine Tat. Cette protéine virale est sécrétée
par les cellules infectées par le VIH. Elle est retrouvée dans le surnageant de culture de cellules infectées
in vitro et également dans le sérum des patients (362, 363). Faller et al. ont montré dans une premiére
étude que la mise en culture de lymphocytes T CD8 de volontaires sains avec la protéine Tat entrainait
une diminution de I'expression du CD127 membranaire par rapport aux cellules en milieu seul (364).
Lorsque la protéine est enlevée du milieu, I’expression du CD127 retrouve un niveau normal, mettant en
évidence un effet réversible de la protéine Tat. De maniére similaire, lorsque des lymphocytes T CD8 de
patients VIH sont mis en culture, les cellules retrouvent également des niveaux normaux d’expression
du CD127 dans les 24 h. Ces résultats suggerent un role de la protéine Tat dans la régulation de
I’expression du CD127 observée dans le VIH. La protéine Tat a un effet similaire sur les lymphocytes T
CD4 (365). Dans une deuxieme étude de Faller et al., les auteurs ont mis en évidence la diminution du
temps de demi-vie du CD127 de plus de trois fois en présence de la protéine Tat (366). Celle-ci entraine
I'internalisation du CD127 et sa dégradation directe par le protéasome. Chez les patients VIH, la protéine
Tat participe ainsi a I'induction des altérations des lymphocytes T observées en diminuant I'expression

du CD127 a leur surface.

L'expression du CD127 soluble est également altérée chez les patients VIH. La concentration

plasmatique de sCD127 a été tout d’abord décrite de maniére contradictoire. En effet, elle semblait
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diminuée chez les patients VIH en comparaison avec les volontaires sains ou similaire dans certaines
études (11, 367) alors que d’autres la trouvaient augmentée chez les patients (310, 368). Ces résultats
contradictoires pourraient étre liés au test de quantification utilisé. L'IL-7 étant présente en quantité
plus importante dans le plasma des patients, celle-ci pourrait interférer dans la détection du sCD127 et
masquer une augmentation de la concentration plasmatique de la protéine (310). En prenant en compte
cet élément, il semblerait que I'augmentation de la concentration plasmatique de sCD127 chez les

patients VIH soit une réalité.

Le SNP de I'lL7R rs6897932 semble également impliqué dans le VIH. En effet, les patients possédant
deux alleles homozygotes T et étant traités par une thérapie antirétrovirale ont un rétablissement plus
rapide de leur compte de lymphocytes T CD4 que les patients possédant deux alleles homozygotes C
(369). Des expériences ex vivo ont mis en évidence une prolifération et une induction de la voie de
signalisation plus élevée en réponse a I'IL-7 chez les lymphocytes T de patients VIH « TT » en
comparaison avec les patients VIH « CC ». Dans les 48 premiers mois suivant le début du traitement,
aucune différence n’était observée chez les patients VIH en fonction de leur génotype. Cependant, apres
les 48 premiers mois et tout au long du suivi, les patients VIH ayant un génotype TT au niveau du SNP
rs6897932 avaient un meilleur rétablissement que ceux ayant un génotype CC (370). Cependant, le
génotype TT a été montré comme associé a la mortalité chez les patients non traités (371). Ce résultat
paradoxal montre un double effet de I'axe IL-7/IL-7R chez les patients VIH. Les patients « TT » ont une
réponse amplifiée a I'lL-7 par rapport aux patients « CC » entrainant une expansion des lymphocytes T
CD4 porteurs du virus en 'absence de traitement alors que lors d’'un traitement, la restauration du

compte de lymphocytes T CD4 est accélérée.

Autres infections virales chronigues

De maniére similaire aux observations chez les patients VIH, les lymphocytes T de patients atteints
d’autres infections chroniques ont un profil épuisé associé a une faible expression du CD127 a leur
surface (372, 373). Les études sur I'expression du récepteur de I'lL-7 dans les infections chroniques se
concentrent principalement sur les lymphocytes T CD8, bien que le phénomeéne d’épuisement ait aussi
été décrit sur les lymphocytes T CD4 dans ce contexte (223, 374). McKinney et al. ont mis en évidence
une signature moléculaire de I'épuisement lymphocytaire T CD8 dans un modeéle de souris LCMV en
comparant le profil des souris ayant une infection aigue avec celui des souris ayant une infection
chronique. Ainsi, I'expression du CD127 est diminuée dans les deux types d’infection mais de maniére
transitoire dans le cas de I'infection aigue contre persistante dans le cas de I'infection chronique (222).
En étudiant la fonctionnalité des lymphocytes T CD8 spécifiques des virus CMV, EBV et de la grippe en

fonction de leur expression du CD127, il a été montré que les lymphocytes T CD8 CD127- proliféraient
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peu et produisaient moins d’IL-2 par rapport aux lymphocytes T CD8 CD127+, mettant ainsi en évidence
I"association entre faible expression du CD127 et altérations fonctionnelles (375). Lorsque l'infection
virale devient chronique, I'augmentation des lymphocytes T ayant une faible expression du CD127 est

ainsi liée a I'augmentation de I'épuisement lymphocytaire.

Plusieurs études ont fait le lien entre la baisse d’expression du CD127, l'augmentation de
I’expression de PD-1 et I'épuisement des lymphocytes T CD8 chez les patients atteints d’infections
chroniques. Dans une étude chez des patients atteints d’hépatite C chronique, les lymphocytes T CD8
spécifiques du virus présentaient une forte expression du récepteur co-inhibiteur PD-1 associée a une
faible expression du CD127 et & une fonctionnalité altérée (376). Ce phénotype CD127°“PD-1"¢" 3
également été identifié dans les lymphocytes T infiltrant le foie de patients atteints d’hépatite C (377).
Le pourcentage de lymphocytes T CD8 CD127°“PD-1"¢" est élevé chez les patients atteints d’une
hépatite C que l'infection soit chronique ou aigue. Cependant, de maniére similaire aux observations
dans les modeéles de souris LCMV cités plus haut, les patients éliminant l'infection rapidement
retrouvaient des niveaux normaux de lymphocytes T CD8 CD127"°“PD-1"¢" alors que ceux ayant une
infection chronique gardaient une proportion trés importante de ces cellules allant jusqu’a 80 % des
lymphocytes T CD8 spécifiques du virus (378). Ainsi, ce phénotype CD127"°*PD-1"¢" est actuellement

considéré comme caractéristique des lymphocytes T épuisés (379).

La forme soluble du récepteur de I'lL-7 n’a presque pas été étudiée dans les contextes d’infections
chroniques hors VIH. Seule une étude a reporté lI'absence de différence entre la concentration
plasmatique de sCD127 chez les patients atteints d’hépatite C en comparaison avec des volontaires sains

(379).

4.4.4 Sepsis

Boomer et al. ont observé une diminution de I'expression du CD127 a la surface des lymphocytes T
CD8 et CD4 dans la rate de patients septiques prélevée entre 30 et 180 minutes aprés le déceés en
comparaison avec des patients en état de mort cérébrale ou ayant subi une splénectomie suite a un
trauma (153). En revanche, aucune différence d’expression n’était observée a la surface de lymphocytes
T circulants a J1 aprés le diagnostic de sepsis sévere (5). Dans une autre étude, Venet et al. retrouvent
également cette absence de régulation d’expression du CD127 a J1 chez des patients en choc septique.
En revanche, une diminution de I'expression du CD127 a la surface des lymphocytes T CD8 de patients

était observée a J3 (8).

Au niveau de la forme soluble du récepteur de I'lL-7, Demaret et al. ont observé une augmentation

de la concentration plasmatique de sCD127 a J1 et J3 aprés le diagnostic du choc septique en
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comparaison avec des volontaires sains (12). De plus, la concentration de sCD127 était significativement

plus élevée chez les patients non survivants que chez les patients survivants a J28.

L'expression du géne IL7R a été évaluée lors d’une étude transcriptomique visant a déterminer un
ensemble de genes caractéristiques du statut fonctionnel des lymphocytes de patients de réanimation
comprenant des SRIS, des sepsis, des sepsis séveres et des patients en choc septique (380). La
diminution de I'expression du gene IL7R était associée a la présence d’une infection chez ces patients.
De plus, la diminution de I'expression d’'une combinaison de genes incluant /L7R était associée a la

mortalité a J100.

Ainsi, quelques études ont partiellement évalué |'expression des formes du récepteur de I'lL-7 dans
le sepsis. Cependant, aucune étude n’a mesuré I'expression des différentes formes en paralléle chez les

patients septiques.

4.5 Les traitements ciblant la voie IL-7/IL-7R

4.5.1 Traitement par des agents bloquants le récepteur de I'IL-7

A partir d’'un modele murin, Calzascia et al. ont montré que la production physiologique d’IL-7 dans
un contexte lymphopénique entrainait le développement de clones autoréactifs méme en présence de
lymphocytes Treg (381). L'une des hypothéses de ce mécanisme est la suivante : I'association IL-7 et
lymphopénie pourrait entrainer une augmentation de la réponse immunitaire, jusqu’'a une
autoréactivité (382—384). Dans ce contexte, les bloquants du CD127 sont de potentiels traitements dans
les pathologies auto-immunitaires et ont été testés dans des études précliniques. Dans un modele de
souris diabétiques, le blocage du CD127 permettait de prévenir 'apparition de la maladie et entrainait
une rémission totale chez les souris I'ayant développée (385, 386). Dans des modeles murins d’arthrite,
le blocage du CD127 permettait de diminuer I'inflammation et la destruction des tissus (338, 387). Les
anticorps bloquants anti-CD127 représentent donc une thérapie potentielle dans le traitement de

"auto-immunité.

Ce type de traitement permettrait également de prévenir le développement de la réaction du
greffon contre I’'h6te, qui est 'une des comorbidités les plus importantes lors de la transplantation de
cellules souches hématopoiétiques. Des modéles murins ont mis en évidence le réle de I'lL-7 dans le
développement de cette pathologie (388). Neutraliser I'lL-7 permet en revanche de prévenir son

développement (389).
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4.5.2 Traitement par de I'lL-7 recombinante

Les propriétés de I'IL-7 dans la survie et le maintien de I'homéostasie de la population de
lymphocytes T en font une cible de choix comme traitement thérapeutique de pathologies ou la
fonctionnalité des lymphocytes T est altérée. Entre 2005 et 2011, une quinzaine d’essais cliniques ont
été initiés dans différentes pathologies : VIH, transplantation de cellules souches, hépatite B, cancers ou
encore lymphocytopénie idiopathique des lymphocytes T CD4 (275). En effet, le traitement par de I'lL-7
permet de rétablir la population de lymphocytes T circulants et d’augmenter la thymopoiése dans des
contextes d’altérations des lymphocytes T (390, 391). Il permet également d’augmenter la réponse des
lymphocytes T spécifiques d’antigenes lors d’une vaccination, d’infections virales ou encore dans le

cadre d'immunothérapie par transfert de cellules dans le cancer (392-394).

Dans certaines de ces pathologies, les patients sont lymphopéniques (395-397). Il a été démontré
qgue la lymphopénie entraine une diminution de la consommation d’IL-7 par les lymphocytes T et donc
par conséquent une augmentation plasmatique de I'lIL-7 chez les patients comme par exemple dans le
VIH ou dans le sepsis (8, 398, 399). L'idée d’un traitement par de I'lL-7 parait alors contre-intuitive.
Cependant, la dose du traitement par de I'IL-7 est beaucoup plus importante que la quantité d’IL-7

accumulée en raison de la lymphopénie.
Cancer

Des études précliniques ex vivo et dans des modeles murins ont montré 'intérét du traitement par
de I'lL-7 dans le cancer (400). Dans un premier essai clinique de phase | ou I'lL-7 était administrée
pendant 14 jours a des patients ayant un cancer métastasé, le traitement induisait une augmentation
dose dépendante du nombre de lymphocytes T CD4 et CD8 circulants a partir du troisieme jour avec un

éme

pic au 217" jour suivant le début du traitement. L'effet du traitement persistait jusqu’a huit semaines
(284). Dans un second essai clinique chez des patients ayant un mélanome ou un sarcome métastatique,
I'IL-7 permettait également d’induire une augmentation du nombre de lymphocytes T circulants avec
une diminution relative de la population de lymphocytes Treg (401). Cependant, aucune de ces deux
études n’a montré d’effet anti-tumoral du traitement. Dans un essai clinique de phase Il chez des
patients ayant un cancer du sein, I'lL-7 a permis de rétablir le nombre de lymphocytes T CD4 mais aussi
de diminuer les effets secondaires hématologiques de la chimiothérapie (402). L’efficacité de I'lL-7 en
tant qu’immunoadjuvant chez des patients ayant des cancers métastasés ou des sarcomes récurrents a
été évaluée. L'ajout d’IL-7 a permis d’augmenter significativement la réponse immunitaire et la survie

des patients (403). Suite a ces essais prometteurs, d’autres essais cliniques sont actuellement en cours

(NCT01265368, NCT02652910).
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Virus de I'lmmunodéficience Humaine

Dans le VIH, une premiére étude clinique a montré que le traitement par de I'lL-7 permettait
d’augmenter le nombre de lymphocytes T CD4 et CD8 circulants (404). Dans une autre étude, la
fonctionnalité des lymphocytes T de patients VIH a été évaluée ex vivo suite au traitement par de I'lL-7
(405). La production d’IL-2 et d’IFNy était alors augmentée suite a une stimulation avec des antigénes
CMV ou VIH. Cependant, la réplication du VIH était elle aussi augmentée. Dans un essai clinique récent,
I’évolution de la charge virale a été étudiée en parallele du nombre de lymphocytes T CD4 lors du
traitement par de I'lL-7 (406). La thérapie IL-7 permettait d’augmenter le nombre de lymphocytes T CD4
mais la charge virale augmentait également dans les 28 jours. Ce phénomeéne est probablement di a la
prolifération des cellules infectées. Des résultats similaires ont été obtenus chez des patients VIH traités
par une thérapie antivirale (407). L'ajout d’IL-7 entrainait la persistance du VIH en augmentant la
production virale résiduelle et en induisant la prolifération de cellules infectées latentes. Ces données

mettent en évidence les limites du traitement par de I'IL-7 dans le VIH.

Transplantation de cellules souches hématopoiétiques

L'IL-7 est également un traitement prometteur pour régénérer les lymphocytes T a la suite de la
transplantation de cellules souches hématopoiétiques. En effet, lors de ce type de transplantation, la
préparation au traitement et la réaction du greffon contre I’'h6te peuvent sévérement endommager
I’épithélium du thymus et la thymopoiese post-transplantation, entrainant un déficit du systeme
immunitaire (408—410). Dans ce contexte, I'IL-7 peut permettre d’améliorer 'immunocompétence du
patient en restaurant la population de lymphocytes T circulants dépendamment et indépendamment du
thymus (411, 412). Ainsi, des études précliniques ont montré que l'injection d’IL-7 suite a une
transplantation de cellules souches hématopoiétiques permettait le rétablissement du nombre de
lymphocytes T dans le thymus et dans la circulation sanguine ainsi que la restauration de leur
fonctionnalité en réponse a des antigénes (390, 413). Cependant, la capacité de I'lL-7 a augmenter la
réactivité des lymphocytes T peut avoir des effets nocifs dans le contexte de la transplantation de
cellules souches. Dans un modeéle murin de greffe de moelle osseuse, le traitement par de I'IL-7
accentuait la réaction du greffon contre I’'h6te (414). Dans un premier essai clinique de phase | chez des
patients ayant subi une greffe de cellules hématopoiétiques, le traitement par de I'lL-7 a permis une
augmentation du nombre de lymphocytes T circulants ainsi qu’une diversification du répertoire TCR
(415). D’autres essais cliniques sont actuellement en cours afin de développer I'utilisation adéquate du

traitement par de I'lL-7 dans ce contexte clinique (416).
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Sepsis

L’IL-7 est un potentiel traitement immunostimulant dans le contexte du sepsis. Son efficacité a été
démontrée dans des modeles animaux de sepsis. Dans un modele polymicrobien de souris septiques, le
traitement par de I'IL-7 entrainait une diminution de I'apoptose lymphocytaire, une augmentation de la
production d’IFNy ainsi qu’une baisse de la mortalité (7). Dans un autre modeéle de souris septiques
reproduisant une infection nosocomiale, I'lL-7 permettait de restaurer la prolifération et la
fonctionnalité des lymphocytes T de souris septiques et d’améliorer leur survie (264). Le traitement par
de I'lL-7 ex vivo sur des cellules de patients septiques permet d’améliorer la prolifération et la
production d’IFNy des lymphocytes T ainsi que de diminuer leurs altérations métaboliques (8, 249). La
restauration de la fonctionnalité des lymphocytes T dans ces différentes études précliniques indique que
la voie de signalisation de I'lL-7 reste entierement opérationnelle lors d’un sepsis. Cette hypothése a été
vérifiée par Demaret et al. Dans cette étude, suite a une stimulation ex vivo de lymphocytes T de
patients septiques avec de I'IL-7, la phosphorylation de STAT-5 était observée et attestait ainsi de
I’activation de la voie de signalisation de I'lL-7 (417). Ces études précliniques ont donné lieu a un essai
clinique récemment terminé. Les patients en choc septique séverement lymphopéniques ont été
sélectionnés. Le traitement par de I'IL-7 induisait une augmentation de trois a quatre fois du nombre de
lymphocytes T CD4 et CD8 circulants et cette augmentation persistait plusieurs semaines aprés I'arrét

du traitement en I'absence d’effet indésirable grave (9).
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5. Conclusion

Malgré les progres dans la prise en charge des patients, le sepsis reste aujourd’hui la premiére cause
de mortalité en réanimation. Une réponse dérégulée du systéme immunitaire chez les patients
septiques suite a une infection conduit a des défaillances d’organes pouvant causer la mort. La
persistance de ce phénomeéne résulte en des altérations du systéme immunitaire dont l'intensité et la
durée sont associées a un risque augmenté de déces et d’infections secondaires. Une
immunosuppression s’installe dés le début du sepsis chez les patients et impacte de nombreuses cellules
du systéeme immunitaire. En particulier, les lymphocytes T des patients septiques présentent des
altérations phénotypiques et fonctionnelles caractéristiques d’un état d’épuisement. Pour restaurer ces
altérations, I'lL-7 est actuellement proposée comme traitement immunostimulant. En effet, cette
cytokine permet le maintien d’une population de lymphocytes T fonctionnels. Dans des essais
précliniques, le traitement par de I'lL-7 a permis d’améliorer la survie dans des modéles murins de sepsis
et d’augmenter ex vivo la prolifération et la production d’IFNy de lymphocytes T de patients. De plus, les
résultats du premier essai clinique de I'lL-7 dans le choc septique ont récemment montré son efficacité
dans la restauration du nombre de lymphocytes T chez des patients atteints d’'une lymphopénie séveére,
sans effet indésirable grave. L'IL-7 agit via son récepteur exprimé principalement a la surface des
lymphocytes T matures et dont la chaine spécifique est le CD127. Il existe également une forme soluble
sCD127 et différents transcrits ont été identifiés. Des études ont évalué |'expression de ces formes de
maniére individuelle mais aucune n’a mesuré I'ensemble des formes du récepteur de I'lL-7 en parallele.
De plus, I'expression de différents transcrits IL7R n’a jamais été étudiée chez les patients septiques. La
régulation de ce récepteur ne reste donc que partiellement comprise dans le contexte du sepsis. De plus,
le phénotype CD127°“PD-1"¢" est proposé comme marqueur d’épuisement des lymphocytes T dans
d’autres contextes cliniques comme le cancer ou les infections chroniques. Ce phénotype n’a cependant
jamais été étudié dans le sepsis alors que les lymphocytes T de patients présentent les caractéristiques

d’un état épuisé.
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Résultats

1. Présentation du projet de these

Le sepsis est la premiére cause de mortalité en réanimation. Les lymphocytes T de patients
septiques présentent les caractéristiques d’'un état d’épuisement avec |'expression de récepteurs co-
inhibiteurs en paralléle d’'une prolifération et d’une fonctionnalité altérées. De plus, ces altérations sont
associées a la mortalité. L'IL-7 est actuellement proposée comme immunostimulant pour améliorer la
réponse des lymphocytes T des patients. Un premier essai clinique de phase Il a récemment montré
I'efficacité du traitement par de I'lL-7 a rétablir le nombre de lymphocytes T chez les patients en choc
septique ayant une lymphopénie sévére et ce sans effet indésirable grave. L’IL-7 agit via sa liaison avec
son récepteur membranaire, le CD127. Il existe également une forme soluble du CD127 et différents
transcrits. De plus, le phénotype CD127"°"PD-1"8" est proposé comme marqueur d’épuisement dans
d’autres contextes pathologiques que le sepsis. Notre travail vise a étudier I'expression des différentes
formes du récepteur de I'lL-7 comme biomarqueur dans le sepsis et de mieux comprendre leur
régulation, d’évaluer le phénotype CD127"°*PD-1""chez les patients en paralléle avec les altérations des
lymphocytes T et enfin de développer un modele reproduisant les altérations des lymphocytes T

observées chez les patients en choc septique.

Les cing articles relatifs a la réalisation de ce projet portent sur :

L’évaluation de la concentration plasmatique de CD127 soluble comme marqueur pronostique

du déces de patients de réanimation

- L’évaluation de I'expression de différents transcrits IL7R comme marqueurs pronostiques du

déces de patients en choc septique

- L’étude de la régulation de la forme soluble du récepteur de I'lL-7 au niveau protéine et

transcrits chez les patients en choc septique

- L'étude du phénotype CD127"°“PD-1"¢" en lien avec les altérations des lymphocytes T des

patients en choc septique et le développement d’'un modele ex vivo reproduisant ces altérations

- La mise au point d’une technique permettant la mesure de I’ATP dans les lymphocytes T de

patients lymphopéniques
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2. Elevated soluble IL-7 receptor concentration in non-survivor ICU patients

Contexte

Une précédente étude du laboratoire a mis en évidence une association entre la concentration
plasmatique de sCD127 soluble chez des patients en choc septique et la mortalité. Le but de I'étude

suivante est de confirmer ce résultat sur une cohorte plus importante de patients de réanimation.

Description de I’étude

La concentration plasmatique de sCD127 a été mesurée grace a un ELISA standardisé et robuste
dans une cohorte de 734 patients de réanimation, incluant des patients en choc septique ainsi que des
patients polytraumatisés et brilés. Les échantillons ont été collectés a J1, J3 et J6 aprés I'admission en
réanimation. Soixante-dix-sept volontaires sains ont été utilisés comme contréle. La concentration
plasmatique de sCD127 était significativement plus faible chez les patients que chez les volontaires sains
quel que soit le jour du prélévement. Une association significative était observée au sein des patients

entre la concentration plasmatique élevée de sCD127 a J1 et la mortalité a J28.

Conclusion

Cette étude confirme I'association entre la concentration plasmatique de sCD127 et la mortalité
chez les patients septiques et plus globalement chez les patients de réanimation. La mesure de cette
concentration pourrait donc étre un outil d’identification des patients pouvant bénéficier d’'une thérapie

immunostimulante comme I'IL-7.

Ce travail a été publié dans Intensive Care Medicine en 2016.
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Dear Editor,

Patients admitted to intensive care units (ICU) are
prone to immunosuppression, the intensity and dura-
tion of which are associated with deleterious outcomes
[1]. Currently, therapy such as IL-7 is being tested
(NCT02640807) with the intention of restoring immune
functions. In this context, and to follow up on a previ-
ous study in septic shock patients published in Intensive
Care Medicine [2], we further investigated the prognostic
value of the soluble form of IL-7 receptor alpha chain (or
sCD127) in ICU patients. We confirmed and extended
our previous results to ICU patients with systemic
inflammatory response syndrome, presenting with vari-
ous severity levels.

To this end, we measured sCD127 plasmatic con-
centration with a standardized and robust ELISA assay
(Method 1 in the electronic supplementary mate-
rial), in a cohort of 734 ICU patients [3]. This study
was approved by our ethical institutional review board
(IRB#5044). Clinical data are described in Tables 1
and 2 of the electronic supplementary material. EDTA
plasma samples were collected at days 1, 3, and 6 after
ICU admission. Sixty-seven healthy volunteers were
used as controls.

Importantly, as previously observed in septic shock
patients [2], the concentration of plasmatic sCD127 was
lower in ICU patients compared to healthy volunteers
(Fig. 1a). Interestingly, we observed significantly higher
sCD127 concentration in non-survivor ICU patients
compared to survivors (Fig. 1b), similarly to our study in
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septic shock patients [2]. Moreover, a significant associ-
ation was observed between high sCD127 plasmatic lev-
els at day 1 and mortality at day 7 [Cox model HR 1.01
(1.01-1.02), p < 0.001]. The association was also signifi-
cant between sCD127 levels at day 3 and mortality at
day 28 [Cox model HR 1.01 (1.01-1.02), p < 0.001].

As sCD127 is mainly expressed by T cells [4], we won-
dered whether sCD127 concentration may be correlated
with circulating T cell number and therefore whether
decreased sCD127 level in ICU patients may reflect ICU-
induced lymphopenia. However, as we did not observe
any correlation between sCD127 concentration in ICU
patients and lymphocyte count (Spearman correlation
r = —0.14 at day 1), this suggests that sCD127 concentra-
tion regulation in patients is more complex than a simple
shedding from T lymphocytes. This is all the more since
non-survivor ICU patients exhibit higher sCD127 con-
centration than survivors, despite a lower lymphocyte
count.

Overall, the present study confirms the association
between increased sCD127 concentration and mor-
tality in a large cohort of mixed ICU patients. These
results suggest that sCD127 measurement could help
identify the most severe patients, who may benefit from
immunostimulating therapies such as IL-7. In addition,
mechanisms of sCD127 concentration regulation in
ICU patients appear to be complex and deserve further
investigation, especially since sCD127 has been shown
to be able to bind to its ligand and therefore might mod-
ify response to IL-7 treatment. It is thus of the utmost
importance to further explore and understand CD127
expression regulation in critical conditions, as well as its



1640

a
p < 0.001
250 p <0.001
p < 0.001

3200
E
(=]
= 8 ° .
{ == o o
.2 150
j
b=
(]
(8]
& 100
o
~
&
)
3 50

0

I'geatlthy Day 1 Day 3 Day 6
n
T—— ICU patients

250 p <0.001 p<0.01

2000 ’

150 ’ ’
o

100

sCD127 concentration (ng/mL)

50
6
ol o
0
S-D7 NS - D7 S-D28 NS-D28
sCD127 at day 1 sCD127 atday 3

Fig. 1 a sCD127 plasmatic concentration in ICU patients. sCD127 was measured in healthy volunteers (HV, n = 67) and in ICU patients at day 1
(n=734),day 3 (n =525), and day 6 (n = 400) after ICU admission. Median (interquartile range) sCD127 concentration was 55 (42-57) ng/mL for
healthy volunteers, and 38 (26-55), 34 (23-50), and 32 (23-45) ng/mL for ICU patients at day 1, day 3, and day 6 after admission, respectively.

b sCD127 concentrations measured at admission were compared between survivors at day 7 (S - D7, n = 623) and non-survivors (NS -D7,n = 111).
sCD127 concentrations measured at day 3 after admission were compared between survivors at day 28 (S - D28, n = 404) and non-survivors

(NS - D28, n =121). Non-parametric Mann-Whitney test was used to compare sCD127 concentrations between groups

role in response to IL-7 administration. This would likely
improve any treatment based on recombinant human
IL-7 in immunocompromised ICU patients.
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Table 1 Patients clinical characteristics in regard with status at day 7

Non Survivors

. Total Survivors at
Variable (n=734) day 7 (n=623) ?:,:f»:q; P value
Characteristics on admission
Gender, male 457 (62%) 396 (64%) 61 (55%) 0.106
Age 65 [563-76] 64 [52-75] 71 [62-79] <0.001
SAPS I 56 [42-69] 53 [40-65] 80 [65-97] <0.001
SOFA score 9[6-12] 8 [6-11] 13 [10-15] <0.001
Charlson score 2 [0-3] 2 [0-3] 2 [0-4] 0.226
Patients by Charlson score categories 0.589
0 222 (30%) 193 (31%) 29 (26%)
1 139 (19%) 117 (19%) 22 (20%)
22 373 (51%) 313 (50%) 60 (54%)
Mac Cabe score <0.001
Non fatal 433 (59%) 380 (61%) 53 (48%)
Ultimately fatal 229 (31%) 194 (31%) 35 (31%)
Rapidly fatal 72 (9.8%) 49 (7.9%) 23 (21%)
Type of admission 0.265
Medical 507 (69%) 425 (68%) 82 (74%)
Elective surgery 33 (4.5%) 31 (5%) 2 (1.8%)
Emergency surgery 194 (26%) 167 (27%) 27 (24%)
Trauma 68 (9.3%) 64 (10%) 4 (3.6%) 0.040
Shock 499 (68%) 405 (65%) 94 (85%) <0.001
Sepsis 506 (69%) 439 (70%) 67 (60%) 0.045
Outcomes
ICU length of stay, Days 6 [3-13] 8 [4-14] 2 [1-3] <0.001
Hospital length of stay, Days 24 [12-43] 28 [18-46] 3 [2-7] <0.001
Biological parameters (day 1)
Lactic acid, mmol/L (n=700) 2.2[1.4-3.7] 2[1.3-3.2] 4.7 [2.4-8.9] <0.001
Lymphocytes, 10%/L (n=578) 0.84 [0.50-1.34] 0.84 [0.50-1.34] 0.80[0.49-1.35] 0.555
Platelets, 10*/mm?® (n=731) 166 [106-232] 173 [114-237] 125[71-189] <0.001
Diurese, mL/d 1387 [700-2250] 1500 [872-2400] 400 [100-1387] <0.001

Categorical variables are expressed as N (%) and continuous variables as median [interquartile range].
Comparisons between survivor and non-survivor patients at day 7 were performed with Chi? test for
qualitative variables and Mann-Whitney test for quantitative variables.

SAPS |I: simplified acute physiology score I, SOFA: sequential organ failure assessment



Table 2 Patients clinical characteristics in regard with status at day 28

Total Survivors at Non survivors at

Variable (n=525)  day 28 (n=404) day 28 (n=121) " value
Characteristics on admission
Gender, male 341 (65%) 254 (63%) 87 (72%) 0.086
Age 65 [53-75] 63 [51-74] 73 [62-81] <0.001
SAPS I 55 [42-68] 52 [40-64] 65 [53-74] <0.001
SOFA score 9[6-11] 8 [6-11] 10 [8-13] <0.001
Delta SOFA (day 1 — day 3) 1 [0-4] 2 [0-4] 1[-1-3] <0.001
Charlson score 2 [0-3] 1[0-3] 2 [1-4] <0.001
Patients by Charlson score categories <0.001
0 153 (29%) 136 (34%) 17 (14%)
1 105 (20%) 85 (21%) 20 (16%)
22 267 (51%) 183 (45%) 84 (69%)
Mac Cabe score <0.001
Non fatal 311 (59%) 261 (65%) 50 (41%)
Ultimately fatal 163 (31%) 113 (28%) 50 (41%)
Rapidly fatal 51 (9.7%) 30 (7.4%) 21 (18%)
Type of admission 0.497
Medical 365 (69%) 277 (69%) 88 (73%)
Elective surgery 22 (4.2%) 16 (4%) 6 (5%)
Emergency surgery 138 (26%) 111 (27%) 27 (22%)
Trauma 59 (11%) 55 (14%) 4 (3.3%) 0.003
Shock 351 (67%) 265 (66%) 86 (71%) 0.311
Sepsis 368 (70%) 282 (70%) 86 (71%) 0.877
Outcomes
ICU length of stay, Days 8 [5-15] 8 [4-14] 9 [5-15] 0.246
Hospital length of stay, Days 27 [17-46] 33 [20-52] 15 [9-24] <0.001
Biological parameters (day 1)
Lactic acid, mmol/L (n=499) 2.0[1.3-3.2] 1.95[1.3-3.0] 2.4[1.5-4.2] 0.003
Lymphocytes, 10%/L (n=411) 0.82[0.50-1.30] 0.88[0.50-1.33] 0.72[0.46-1.26] 0.074
Platelets, 10/mm? (n=523) 167 [108-234] 171 [114-234] 157 [90-234] 0.175
Diurese, mL/d 1400 [800-2300] 1500 [900-2400] 1100 [450-1900] <0.001
Biological parameters (day 3)
Lactic acid, mmol/L (n=384) 1.4 [1.1-2.0] 1.3[1.1-1.8] 1.8 [1.4-2.52] <0.001
Lymphocytes, 10%/L (n=418) 0.88 [0.60-1.20] 0.90 [0.64-1.22] 0.77 [0.50-1.10] 0.005
Platelets, 10/mm? (n=514) 153 [96-215] 156 [101-224] 138 [69-191] 0.003
Diurese, mL/d (n=523) 1700 [1000-2500] 1800 [1200-2700] 1300 [410-2100]  <0.001

Categorical variables are expressed as N (%) and continuous variables as median [interquartile range].
Comparisons between survivor and non-survivor patients at day 28 were performed with Chi? test for
qualitative variables and Mann-Whitney test for quantitative variables.

SAPS II: simplified acute physiology score I, SOFA: sequential organ failure assessment



Method 1 ELISA protocol for sCD127 measurement in EDTA plasma

Capture monoclonal antibody R34.34 (Beckman Coulter, Villepinte, France) was diluted at 8 ug/mL in
carbonate buffer (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and coated over night at 4°C in a 96-
well microplate. Wells were washed three times with TBS-Tween 0.05% (TBS-T, Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France), saturated for 1 h at room temperature with TBS-T containing 10% of goat
serum (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and washed. EDTA plasma samples or standard
protein diluted in TBS (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) containing 5% of goat serum were
incubated for 2 h at 37°C. Recombinant human CD127 Fc chimera protein (R&D Systems, Bio-Techne,
Lille, France) was used as standard protein for sCD127 quantification. Plasma samples were diluted 1/8
or 1/16. After three washes in TBS-T, bound sCD127 was detected with biotinylated goat polyclonal
antibody BAF306 (R&D Systems, Bio-Techne, Lille, France) diluted at 0.2 pg/mL in TBS containing 5% of
goat serum and incubated for 2 h at 37°C. After three washes, streptavidin-horseradish peroxidase
(Jackson Immunoresearch, Newmarket, UK) diluted 1/50,000 in TBS containing 5% goat serum was
incubated for 20 min at room temperature, before a wash step. TMB substrate (Pierce, Thermo Fisher
Scientific, Wilmslow, UK) was then added and reaction was stopped after 15 min using H,SO, 2 M.
Absorbance was read at 450 nm on a spectrophotometer.

Limit of detection of our ELISA was 0.9 ng/mL. Repeatability and reproducibility CV were below 10% and

15%, respectively.



3. Low IL-7 receptor mRNA expression is independently associated with day

28 mortality in septic shock patients

Contexte

L'utilisation de biomarqueurs chez les patients septiques pourrait améliorer leur stratification pour
bénéficier de thérapies immunostimulantes comme I'lL-7. La régulation transcriptionnelle du récepteur
de I'lL-7 n’a jamais été étudiée dans le sepsis. Ainsi, cette étude a pour but d’évaluer I'expression des

différents transcrits du récepteur de I'lL-7 apres un choc septique et leur association avec la mortalité.

Description de I’étude

Les transcrits du récepteur de I'lL-7 ont été mesurés dans une premiére cohorte de 30 patients en
choc septique puis dans une cohorte de validation de 177 patients. Dans la premiéere cohorte,
I’expression de tous les transcrits étudiés était diminuée a J3 apres le diagnostic du choc septique en
comparaison avec des volontaires sains. L'expression des transcrits a J3 était associée avec la mortalité a
J28. Les patients ayant un plus grand risque de mortalité présentaient une expression des transcrits plus
faible. Ces résultats ont ensuite été confirmés dans la cohorte de validation. En utilisant un seuil
déterminé dans la premiere cohorte, I'expression du transcrit codant pour la forme membranaire du

récepteur permettait de prédire la mortalité a J28.
Conclusion

Les transcrits du récepteur de I'lL-7 semblent étre des biomarqueurs des altérations de la réponse
immunitaire adaptative des patients en choc septique. La mesure de leurs expressions pourrait

permettre de stratifier les patients pouvant bénéficier de thérapies immunostimulantes.

Ce travail a été accepté dans le journal Critical Care Medicine .
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Abstract

Objective: Septic shock is the primary cause of death in Intensive Care Units (ICU). A better
comprehension of its pathophysiology, in particular the immune alteration mechanisms, opened new
therapeutic perspectives such as the recombinant IL-7. The use of biomarkers could improve the
identification of eligible patients for this therapy. The soluble form of the IL-7 receptor (IL-7R) appears
as a promising candidate in this regard since an association between its high plasmatic level and
mortality in critically ill patients has been demonstrated. As there are no data available on the
transcriptional regulation of the IL-7 receptor gene (IL7R) in such patients, this study aimed to explore
the expression level of different IL7R transcripts after septic shock and evaluate their association with
mortality.

Design: Retrospective discovery cohort (30 patients) and validation cohort (177 patients)

Setting: Two French ICU (discovery study) and six French ICU (validation study)

Patients: Adult septic shock patients

Interventions: None

Measurements and Main Results: The quantification of several IL7R transcripts using specific RT-
gPCR designs allowed for global evaluation of IL7R expression in whole blood. In the discovery cohort,
all IL7R transcripts studied were expressed at lower levels in septic shock patients than in healthy
volunteers. IL7R expression at day 3 after septic shock diagnosis was associated with day 28 mortality.
Patients at a lower risk of death showed higher expression levels. These results were confirmed in the
independent validation cohort. Interestingly, using a threshold obtained on the discovery cohort, we
observed in the validation cohort a high negative predictive value for day 28 mortality for the
transcript encoding the membrane form of IL-7R (0.86, 95% confidence interval 0.79-0.93).
Conclusions: IL7R transcripts appear as biomarkers of impaired adaptive immune response in septic
shock patients and as a promising tool for patient stratification in clinical trials evaluating

immunoadjuvant therapies.



Introduction

Septic shock remains the primary cause of death in Intensive Care Units (ICU) despite better
understanding of the underlying pathophysiological mechanisms and improved patient management.
A recent study (1) using the new Sepsis-3 definitions (2) presented an ICU mortality rate for septic
shock patients of 44%.

A disproportionate inflammatory response exceeding the concomitant anti-inflammatory
response is observed in the early phase of septic shock, which is usually resolved within 72h. This
phase may be followed by prolonged immunosuppression which accounts for over two-thirds of
deaths (3). Several studies reported impaired innate and adaptive immune responses following septic
shock (4). Massive apoptosis of T cells leads to important lymphopenia (5). Also, the functionality of T
lymphocytes (i.e. their proliferation and cytokine production capacity) is decreased (6).

Immunomodulating therapies have emerged as innovative and effective approaches to control
dysregulated immune response following septic shock in view of either blocking an exaggerated
response or boosting an altered one. It therefore appears crucial to efficiently and accurately
determine the immune status of patients to provide the most effective treatment. There is however
no specific clinical sign of impaired immune response. Ex vivo functional assays such as cytokine
production or cell proliferation, although gold standards in the field, are not easily adaptable to
clinical routine (7). There is now a great interest in easily measurable biomarkers to guide patient
treatment.

Among the proposed immune-adjuvant treatments, the recombinant human interleukin 7 (rhlL-
7) evaluated in HIV (8) or cancer (9) has already shown promising preclinical results in sepsis. The ex
vivo use of rhiL-7 improved lymphocyte function following sepsis (6) and an in vivo treatment
increased survival in a peritonitis mouse model (10).

The IL-7 signal is transduced via the IL-7 receptor (IL-7R), composed of the common yc and the
IL-7 specific a (CD127) chains (11). As shown for other cytokine receptors, IL-7R can be found as a
soluble protein (sCD127) (12). Studies have reported an association between high sCD127 plasma
levels and mortality in septic shock (13) and critically ill patients (14). The mechanisms leading to the
production of sCD127 are not fully understood as yet and may involve alternative splicing (12, 15) and

post-transcriptional modifications (16). sCD127 is able to bind IL-7 (17) but its effect on IL-7 activity is



still controversial, some studies reporting a decrease of IL-7 activity (18, 19) whereas others show a
potentialization of its effects (17, 20). As there is currently no available global transcriptional study of
IL7R in septic shock patients, describing its expression modulation and evaluating its potential as a
surrogate marker of septic shock-induced immune alterations appeared relevant.

The objectives of our study were to describe the transcriptional expression of IL7R during septic
shock and assess the association between IL7R transcripts and day 28 (D28) mortality. This was
explored in a discovery cohort and validated in a larger and independent cohort of septic shock

patients.



Materials and Methods

Patients and samples
Septic shock patient discovery and validation cohorts

Septic shock patients were included from two independent existing cohorts, based on the
following inclusion criteria: i) predicted ICU length of stay of at least two days and ii) presence of
Systemic Inflammatory Response Syndrome due to an ongoing infection. Septic shock was defined as
a sepsis-induced hypotension persisting despite adequate fluid resuscitation requiring vasopressors
(21). The exclusion criteria were aplasia for the discovery cohort, completed, for the validation cohort,
with recent chemotherapy or immunosuppressive treatment, high-dose or prolonged corticosteroid
treatment, primary immune deficiency, and extracorporeal circulation in the month preceding ICU
admission. Protocols of the discovery (#IRB 11236) and validation (#IRB 5044) cohorts were approved
by local ethics committees. Non-opposition to inclusion in the protocols was systematically recorded
from patients or next of kin. (See details in Supplemental Patients Description).
Control cohort

Whole blood samples from 19 healthy volunteers (median age 41 [35-50], male 42%) were
obtained from the Etablissement Francgais du Sang in Lyon and used as controls. In accordance with
standardized procedures for blood donation, informed consent was obtained and personal data were

anonymized at the time of blood donation.

IL7R transcripts expression level measurement

Peripheral whole blood was collected in PAXgeneT'VI tubes (PreAnalytix, Hilden, Germany).
Briefly, after extraction, total RNA was reverse transcribed in complementary cDNA. Three IL7R-
specific PCR assays were designed: the “IL7R-001” PCR is specific of the IL7R-001 transcript encoding
the membrane form of CD127 and the “IL7R-003” PCR of the IL7R-003 transcript encoding a sCD127
form. The “IL7R-All” PCR quantifies all IL7R transcripts studied, including the two previously described
(See Supplemental Fig. 1 and Supplemental Table 1). Absolute concentrations (copies/uL) were used
to compare the expression levels of the different transcripts. For analysis of the association with D28

mortality, gene expression was normalized using HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1)



as reference gene and results were expressed as Calibrated Normalized Relative Quantity (22).

Experimental protocol is detailed in Supplemental Method.

Statistics

Chi-squared or Fisher’s exact tests were used for qualitative variables assessment. Quantitative
variables were compared with a Student’s t-test or Mann-Whitney test. Paired Wilcoxon tests were
used to compare the expression of IL7R transcripts between samples collected at two time-points.
The association between D28 mortality and IL7R expression level was appreciated by univariate and
multivariate Cox models. To allow comparison between models, hazard ratios were normalized to an
increment from 1% to 3" quartile (interquartile range hazard ratio or IQR HR). For multivariate
analysis, confounding factors were selected using the following criteria: a correlation between the
variable and IL7R expression level (Spearman r>0.15), a significant association with D28 mortality
(p<0.1, Cox model), and the absence of missing values. To avoid redundancy, variables used in SOFA
or SAPS Il calculation were not included in multivariate models including these scores. Area Under
Receiver Operating Characteristics Curves (AUC) were calculated to assess the predictive performance
regarding D28 mortality. DeLong method was used for comparison of AUCs. For IL7R transcripts
expression, a threshold was determined in the discovery cohort in order to maximize (i) the negative
predictive value and (ii) the specificity. In the validation cohort, survival curves with 95% confidence
intervals were drawn in patient groups defined according to IL7R expression threshold at D3 obtained
in the discovery cohort. The log-rank test was used to compare the curves. A p value below 0.05 was

considered significant. All statistics were performed with R software (version 3.2.4).



Results
Discovery cohort

To study the modulation of IL7R transcripts after septic shock, we first retrospectively included
30 patients who were sampled both at D1 and D3 after septic shock diagnosis. This enabled the
evaluation of the IL7R D3/D1 expression ratio for all selected patients. Nine patients (30%) died
before D28 (Table 1). D28 non-survivors had more comorbidities and higher severity scores at
admission than survivors.

We measured IL7R expression levels using three PCR designs, of which one is specific of the IL7R-
001 transcript that encodes the CD127 membrane and one of the sCD127-encoding IL7R-003
transcript. Expression levels of all IL7R transcripts studied were lower in septic shock patients than in
healthy volunteers (p<0.001, Fig. 1A). In septic shock patients, we observed a moderate increase in
the expression of all IL7R transcripts between D1 and D3 (p<0.001). Overall, the expression level of
the transcript encoding a sCD127 form was approximately 60-fold lower than the transcript encoding
the CD127 membrane form.

While IL7R expression levels at D1 showed no difference between survivors and non-survivors,
those of all transcripts at D3 were lower in non-survivors (p<0.05, Fig 1B). They also remained low in
non-survivors but increased between D1 and D3 in survivors, as shown by higher D3/D1 ratios in
survivors.

IL7R transcripts expression at D3 was significantly associated with D28 mortality, a higher
expression level of IL7R transcripts indicating a lower risk of death (IQR HR (95% Cl) 0.12 (0.02-0.81),
0.11 (0.02-0.74), 0.20 (0.04-0.93), for IL7R-All, IL7R-001 and IL7R-003, respectively, p<0.05,
Supplemental Table 2).

To estimate the performance of IL7R as a prognostic biomarker, we calculated AUC for each IL7R
PCR assay at D3 and selected thresholds, in view of reaching a high negative predictive value and a
high specificity (Supplemental Table 3). All AUCs were over 0.77, the highest one corresponding to
the IL7R-001 membrane transcript.

As the IL7R-001 membrane transcript showed a high expression level and the most promising
performances for D28 mortality prediction at D3, we specifically evaluated this transcript in the

validation cohort.



Validation cohort

We included from a different cohort septic shock patients with available samples at D3 after
septic shock diagnosis in order to confirm results from the discovery study (Supplemental Fig. 2). Out
of the 177 selected patients, 42 died within D28 (24%) (Table 2). Age, SAPS I, D1 and D3 SOFA and
Charlson scores were significantly higher in D28 non-survivors than in survivors. Lactate level,
lymphocyte and platelet counts at D3 were also significantly different between survivors and non-
survivors (Supplemental Table 4). The discovery and validation cohorts provided similar results in
terms of comorbidities, biology and severity (data not shown).

As observed in the discovery cohort, IL7R expression level at D3 was significantly lower in D28
non-survivors compared to survivors (p<0.001, Fig. 2A).

The validation cohort allowed confirming the significant association between D28 mortality and
IL7R expression level at D3 (IQR HR 0.47 (95% Cl 0.28-0.78), p<0.01, Table 3). This association was still
significant in a multivariate model adjusted for SAPS Il (0.48 (0.29-0.81), p<0.01, Table 3).

We assessed the performance of IL7R expression levels at D3 to identify D28 non-survivor
patients and obtained an AUC of 0.68 (95% Cl 0.59-0.78). This AUC was not statistically different from
that of SOFA (0.72 (0.63-0.80)) and SAPS Il (0.63 (0.53-0.72)). Interestingly, using the threshold from
the discovery study, a negative predictive value of 0.86 (0.79-0.93), a positive predictive value of 0.31
(Cl 0.26-0.36), a sensitivity of 0.76 (0.62-0.88) and a specificity of 0.46 (0.36-0.56) were obtained in
the validation study.

Finally, survival probabilities in groups defined according to IL7R expression at D3 were

significantly different (p<0.01, Fig. 2B).



Discussion

Our study highlights for the first time the existing association between IL7R mRNA expression
and D28 mortality in two independent cohorts of septic shock patients. Using a threshold obtained on
the discovery cohort, IL7R expression level at D3 identified a group of septic shock patients from the
validation cohort with a 2.2-fold lower risk of death. This suggests that IL7R mRNA quantification
could help patient stratification in clinical trials evaluating immune-adjuvant therapies.

Given the important role of IL-7 in T-cell development and homeostasis, rhiL-7 has been
evaluated in clinical trials in HIV and cancer. The first clinical trial in septic shock patients has just
been completed and demonstrated rhlL-7 efficacy in restoring lymphocyte count in the absence of
any severe side effect (24). We previously suggested that IL7R could be a companion biomarker for
such therapy (13). Previous studies have demonstrated that CD127 expression on T-lymphocytes
surface does not seem to undergo extensive regulation in septic shock (6, 25). In addition, CD127 is
measured by flow cytometry, a technique which is not routinely implemented in clinical practice yet,
consequently compromising its use as a biomarker in septic shock patients. Interestingly, we
previously demonstrated a significant association between high plasma level of sCD127 and mortality
(13, 14). Several IL7R transcripts have been identified and those lacking exon 6, the exon encoding
transmembrane domain (12), may encode soluble forms of CD127.

To our knowledge, this study is the first to quantify different IL7R transcripts in septic shock
patients. We set up specific PCR designs to measure (i) global IL7R expression, (ii) the membrane
CD127 encoding transcript, and (iii) a soluble form of CD127 encoding transcript, whereas most of
previous studies in autoimmune diseases (26, 27) or infectious diseases (28—30) evaluated only IL7R
membrane transcript expression.

All transcripts studied, including that encoding a soluble form (IL7R-003), show decreased
expression after septic shock. Its expression was interestingly lower in septic shock patients than in
healthy volunteers, as also observed for the plasmatic level of sCD127. However, while the expression
level of IL7-003 was lower in non-survivors, the sCD127 plasma concentration was higher in non-
survivors (13, 14). The expression of IL7R-007, another transcript lacking exon 6, was modulated
similarly to IL7R-003 (data not shown).

Combining the results obtained on proteins (membrane and soluble CD127) and on IL7R
transcripts underlines the complex mechanisms involved in the regulation of this receptor. The

10



primary source of sCD127 has not yet been clearly determined but may be the result of concomitant
shedding from the membrane and transcriptional regulation (15, 16). Moreover, despite the absence
of a comprehensive evaluation of IL-7R forms, numerous molecules such as IL-7 itself, TNF, IL-6 or
glucocorticoids, were shown to regulate its expression (31). This should be further considered when
interpreting IL7R expression levels in pathologies leading to immune response modulation.

This study reveals the significant association of D3 IL7R expression with D28 mortality in two
independent cohorts of septic shock patients and is in line with findings from Bauers et al., who
reports the association of IL7R in a combination of three downregulated genes in sepsis with long-
term mortality (28).

The AUCs obtained for all IL7R transcripts studied were similar to those obtained for SAPS Il and
SOFA scores. Specifically quantifying the transcript encoding an sCD127 form actually did not prove
more informative towards the identification of patients at risk of death than the full-length transcript.
An interesting finding in the validation study is the high negative predictive value for D28 mortality
shown by the IL7R-001 membrane expression at D3. This highlights its possible use as an exclusion
biomarker for rhlL-7 treatment: IL7R expression could indeed identify patients at a lower risk of death
who may not benefit from immunotherapy in order to focus treatment on the high-risk population.
Interestingly, we obtained similar results when considering non septic ICU patients (data not shown).
This will also be evaluated in trauma, burn, and surgical patients in the REALISM study (32).

Other markers of the adaptive immune response are associated with mortality in critically ill
patients, the most studied being absolute lymphocyte count (33-35). Another indicator of the
adaptive immune response is the lymphocyte proliferation assay which reflects T-cell functionality
and has been found associated with mortality in sepsis patients (36). Unfortunately, long time-to-
results and standardization issues make its use for rapid immune status assessment difficult (7). In
this specific context, the feasibility of measuring a biomarker such as IL7R in clinical routine using
automated molecular biology platform (RT-gPCR) makes it a promising tool for immune status
monitoring. The high multiplex capacity of such platforms offers the possibility to integrate IL7R in a
panel of biomarkers from innate and adaptive immune response that have been shown to be
associated with immune alterations in ICU patients, such as CX3CR1 (37), IL10 and CD74 (38) or PD-1

(39). This could lead to the development of an integrated tool for immune characterization.
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Our study, however, has some limitations. Healthy volunteers are younger than septic shock
patients. Lymphocyte count and lactate level at D3, identified as potential confounding factors, might
have been included in multivariate models in the validation study. In a model including IL7R-001
expression, SAPS II, lactate concentration and lymphocyte count at D3, the only parameter
significantly associated with D28 mortality was lactate concentration (data not shown). However, due
to a high number of missing values (36%), interpretation of such model is limited. The lower levels of
IL7R transcripts in patients compared to healthy volunteers may also reflect the lower number of T
cells frequently observed after septic shock (40) and not only a down-regulation of the expression.
Not surprisingly, IL7R expression in whole blood was correlated with lymphocyte count (Spearman
r=0.5). Besides the interest of IL7R expression by itself as a prognostic biomarker, its regulation in

septic shock patients has to be specifically studied in isolated T lymphocytes.

Conclusions

Our results show that IL7R mRNA expression level is associated with D28 mortality in septic
shock patients and presents a high negative predictive value. IL7R expression appears as a suitable
marker of impaired adaptive immune response following septic shock. This marker could be evaluated
in a panel of biomarkers combining innate and adaptive aspects of the immune response in order to

precisely determine the immune status of patients and treat them more efficiently.
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Table 1 Description of the discovery cohort according to survival status at day 28 after septic shock

diagnosis
Parameters Overall cohort Non-survivors Survivors p-value
(n=30) (n=9) (n=21)
Characteristics at admission
Age, years 65 [53-75] 55 [52-71] 66 [54-75] 0.476
Gender, male 20 (67) 4 (44) 16 (76) 0.217
SAPS Il 50 [39-59] 60 [45-70] 45 [34-52] 0.018
SOFA score D1 9[8-12] 12 [9-16] 9 [7-9] 0.002
Comorbidities® (21) 13 (43) 8 (89) 5 (24) 0.002
Immune deficiencyb 6 (20) 3(33) 3 (14) 0.329
Type of admission 1.000
Medical 18 (60) 6 (67) 12 (57)
Elective surgery 1 (3.3) 0(0.0) 1(4.8)
Emergency surgery 11 (37) 3(33) 8(38)
Major interventions during ICU stay
Renal replacement therapy 7 (23) 5(56) 2(9.5) 0.017
Mechanical ventilation 24 (80) 9 (100) 15 (71) 0.143
Non-invasive ventilation 4 (13) 1(11) 3(14) 1.000
Outcomes
ICU length of stay, days 11[7-18] 10 [7-20] 11 [6-17] 1.000
Hospital length of stay, days 32 [28-45] 28 [17-35] 32 [30-46] 0.244
Survivors at ICU discharge 20 (67) 0(0) 20 (95) <0.001
Survivors at hospital discharge 18 (60) 0(0) 18 (86) <0.001

Categorical variables are expressed as number (%) and continuous variables as median [interquartile

range]. Comparisons between survivor and non-survivor patients at day 28 were performed with Chi-

square or Fisher’s exact tests for qualitative variables and Mann-Whitney or t-tests for quantitative

variables. SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score II) and SOFA (Sequential Organ Failure

Assessment) score were measured after 24h of intensive care unit (ICU) stay. Values in bold indicate

significance at p<0.05.

? cardiac, hepatic, respiratory or renal comorbidities

® as defined by APACHE Il score (23)
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Table 2 Clinical characteristics of the septic shock patients of the validation cohort according to

survival status at day 28

Parameters Overall cohort Non-survivors Survivors p-value
(n=177) (n=42) (n=135)
Characteristics at admission
Age, years 69 [58-78] 75 [63-81] 67 [57-78] 0.008
Gender, male 115 (65) 32 (76) 83 (61) 0.119
SAPS II 60 [49-71] 67 [57-78] 58 [48-70] 0.019
SOFA score D1 11 [8-13] 12 [10-14] 10 [8-13] 0.002
SOFA score D3 8 [5-12] 12 [8-15] 8 [4-11] <0.001
Charlson score 2 [1-3] 3 [2-4] 2 [1-3] 0.014
Patients by Charlson score categories 0.017
0 38(21) 5(12) 33 (24)
1 34(19) 4(9.5) 30 (22)
>2 105 (59) 33(79) 72 (53)
Type of admission 0.876
Medical 114 (64) 26 (62) 88 (65)
Elective surgery 4 (2.3) 1(2.4) 3(2.2)
Emergency surgery 59 (33) 15 (36) 44 (33)
Site of primary infection 0.052
Respiratory 80 (45) 18 (43) 62 (46)
Abdominal 48 (27) 17 (40) 31 (23)
Others 49 (28) 7(17) 42 (31)
Major interventions during ICU stay
Mechanical ventilation 145 (82) 39 (93) 106 (79) 0.039
Duration of vasopressors, days 3 [2-5] 5 [3-8] 3 [2-5] <0.001
Surgery 64 (36) 17 (40) 47 (35) 0.629
Transfusion 7 (4.0) 3(7.1) 4 (3.0) 0.359
Renal replacement therapy 34 (19) 9(21) 25(19) 0.846
Outcomes
ICU length of stay, days 10 [6-17] 11 [7-15] 10 [6-17] 0.930
Hospital length of stay, days 25 [15-44] 12 [8-16] 31 [21-50] <0.001
Survivors at ICU discharge 136 (77) 8(19) 128 (95) <0.001
Survivors at hospital discharge 116 (66) 2(4.8) 114 (84) <0.001

Categorical variables are expressed as number (%) and continuous variables as median [interquartile

range]. Comparisons between survivor and non-survivor patients at day 28 were performed with Chi-

square or Fisher’s exact tests for qualitative variables and Mann-Whitney or t-tests for quantitative

variables. SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score Il) was measured after 24h of intensive care unit

(ICU) stay and SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) score was measured after 24h and 72h of

ICU stay. Values in bold indicate significance at p<0.05.
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Table 3 Association between IL7R membrane transcript (IL7R-001) expression levels at day 3 and

status at day 28 after septic shock diagnosis in the validation cohort

Variables IQR HR (95% ClI) p-value
Univariate Cox models

IL7R-001 D3 0.47 (0.28-0.78) 0.004
SOFA D3 2.71(1.74-4.21) <0.001
SAPS I 1.57 (1.07-2.29) 0.022
Multivariate Cox models

IL7R-001 D3 0.62 (0.38-1.0) 0.055
SOFA D3 2.30(1.45-3.7) <0.001
IL7R-001 D3 0.48 (0.29-0.81) 0.005
SAPS I 1.55 (1.04-2.32) 0.032

IQR HR refers to a hazard ratio normalized to an increment from 1% to 3" quartile to allow for

comparison between models. Values in bold indicate significance at p<0.05.

Cl: confidence interval; D3: day 3 after septic shock diagnosis; SAPS II: simplified acute physiological

score I, SOFA: sequential organ failure assessment.
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Figure 1 IL7R transcripts expression levels in the discovery cohort. (A) Comparison of mRNA

expression between healthy volunteers (HV, n=19) and septic shock patients at day 1 (D1) and day 3

(D3) after septic shock diagnosis (n=30). mRNA levels are expressed as absolute concentration in

copies/uL. (B) Comparison of mRNA expression between D28 non-survivor (NS, n=9) and survivor (S,

n=21) patients, at D1 and D3 after septic shock diagnosis, and for the D3/D1 expression ratio. mRNA

levels are expressed as calibrated normalized relative quantity (CNRQ) using HPRT1 as reference gene

* p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 Mann-Whitney test, ## p<0.01 and ### p<0.001 paired Wilcoxon

test.
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Figure 2 (A) IL7R membrane transcript (IL7R-001) expression levels in the validation cohort.
Comparison of expression levels between D28 non-survivor (NS, n=42) and survivor (S, n=135)
patients. IL7R expressions levels were measured at D3 after septic shock diagnosis. mRNA levels are
expressed as calibrated normalized relative quantity (CNRQ) using HPRT1 as reference gene.
*** p<0.001 Mann-Whitney test. (B) Survival curves and 95% confidence intervals in patients groups
of the validation cohort defined according to IL7R membrane transcript (IL7R-001) expression levels at
D3, using the threshold obtained on the discovery cohort. This threshold of 0.20 is expressed as a
calibrated normalized relative quantity (CNRQ) using HPRT1 as reference gene. The log-rank test was

used to compare survival between groups.
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Supplemental Patients Description Discovery and validation cohorts description

Discovery cohort: we included patients from a cohort of adult septic shock patients enrolled from December 2001
to April 2005 in two ICUs from a French university hospital (1). This study is part of a global study on ICU-induced
immune dysfunctions and was approved by the local ethics committee (Comité de Protection des Personnes Sud-
Est Il #IRB 11236). No informed consent was needed, as this study was non-interventional and complementary
blood samples were obtained during patients’ routine blood sampling after completion of routine follow-up tests.
Nevertheless, non-opposition to inclusion in the protocol was recorded from every patient or the patient’s next of
kin. This study is also registered at the French Ministry of Research and Education (#DC-2008-509). We selected
patients with available samples at D1 and D3 to study the variation in IL7R expression levels between these two

time-points.

Validation cohort: we included septic shock patients from a cohort of adult ICU patients enrolled from December
2009 to June 2011 in six ICUs from three French university hospitals (2). The study protocol was approved by the
local ethics committee (Comité d’Ethique des Centres d’Investigation Clinique de I'Inter-Région Rhone-Alpes
Auvergne #IRB 5044). No informed consent was needed, as this study was non-interventional and complementary
blood samples were obtained during patients’ routine blood sampling after completion of routine follow-up tests.
Nevertheless, non-opposition to inclusion in the protocol was recorded from every patient or the patient’s next of
kin. We included septic shock patients with available peripheral whole blood sample at D3, in order to confirm the

results obtained on the discovery cohort.

The Simplified Acute Physiology Score (SAPS) Il was recorded at ICU admission (3) and the Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA) score in the first 24 hours after admission (D1) and at day 3 (D3) (4). The chronic health status
was defined using the Charlson comorbidity score (5). Length of stay and survival were measured at ICU discharge,

at D28 after admission and at hospital discharge
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Supplemental Figure 1 IL7R transcripts detected by the different PCR designs. IL7R transcripts structure is
schematically represented from data available in Ensembl database (release 87 - GRCh38.p7). Exons targeted by
primers (= or +) and probes (e—e) of each PCR design are indicated: IL7R-001, encoding the CD127 membrane
form, IL7R-003, encoding a CD127 soluble form, and IL7R-All, specific for all studied transcripts, including the two

previous ones.



Supplemental Tablel PCR assays characteristics

PCR Target Product
. Primers and probes sequences Detected transcripts length
design exon
(bp)
IL7R-001 (NM_002185)
Forward GGAAGTGAATGGATCGCAGC 2 IL7R-002 (ENST00000514217)
IL7R-All Backward GGCACTTTACCTCCACGAG 3 IL7R-003 (ENSTO0000506850) 110
Probe CTGTGCTTTTGAGGACCCAGAT 2 IL7R-005 (ENST00000511031)
IL7R-007 (ENST00000511982)
Forward CTCTGTCGCTCTGTTGGTC 6
IL7R-001 Backward TCCAGAGTCTTCTTATGATCG 7 IL7R-001 (NM 002185) 99
Probe CTATCGTATGGCCCAGTCTCC 7
Forward GCTCAGGATTAAGCCTATCG 5-7
IL7R-003 Backward CACTGGGATGTTGCCAACAC 7 IL7R-003 (ENST00000506850) 131
Probe ATCATAAGAAGACTCTGGAACATCT 7
Forward CCAAAGATGGTCAAGGTCGC 6
HPRT1 Backward GACACAAACATGATTCAAATCC 7-8 HPRT1-001 (NM _000194) 159
Probe CAAGTTTGTTGTAGGATATGCCC 7




Supplemental Method IL7R transcripts expression level measurement

Peripheral whole blood was collected in PAXgeneTM tubes (PreAnalytix, Hilden, Germany). Total RNA was extracted
using PAXgene™" Blood RNA Kit (PreAnalytix). Before RNA elution, the residual genomic DNA was digested using the
Rnase-Free Dnase set (Qiagen, Hilden, Germany). RNA integrity was assessed with the RNA 6000 Nano Kit on a
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). Total RNA was reverse transcribed in
complementary cDNA using SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit (Life Technologies, Chicago, lllinois, USA).

Three specific PCR assays were designed (See Supplemental Table 1 for oligonucleotides sequences). Supplemental
Figure 1 shows which IL7R exons are hybridized by the different primers and probes. The “IL7R-001” PCR is specific
of the IL7R-001 transcript. This transcript, which contains the exon 6 corresponding to the transmembrane domain,
encodes the full-length membrane form of CD127. The “IL7R-003” PCR is specific of the IL7R-003 transcript,
encoding a CD127 soluble form. The “IL7R-All” PCR quantifies all IL7R transcripts studied, including the two
previously described.

PCR reactions were performed on a LightCycler 480 instrument (Roche, Bale, Switzerland), using a LightCycler 480
Probes Master kit (Roche) following manufacturer’s instructions. Thermocycling was carried out in a final volume of
20 uL containing 0.5 uM of primers and 0.1 uM of probe, with an initial denaturation step of 10 min at 95°C,
followed by 45 cycles of a touchdown PCR protocol (10 sec at 95°C, 29 sec annealing at 68-58°C, and 1 sec
extension at 72°C). The Second Derivative Maximum Method was used with the LightCycler software to
automatically determine the crossing point for individual samples. Standard curves were generated by using four
replicates of cDNA standards and were used to perform efficiency corrected quantification. For comparison
between expression levels of the different IL7R transcripts, absolute concentrations (copies/uL) were used. For
analysis of association with the outcome, gene expression was normalized using HPRT1 (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1) as reference gene and results were expressed as Calibrated Normalized Relative

Quantity (6).



Supplemental Table 2 Association between IL7R transcripts expression levels and outcome at day 28 after septic

shock diagnosis in the discovery cohort

IL7R transcripts  Time-point IQR HR (95% ClI) p-value
IL7R-All D1 0.71 (0.32-1.60) 0.407
D3 0.12 (0.02-0.81) 0.029
D3/D1ratio  0.14 (0.02-1.09) 0.06
IL7R-001 D1 0.70 (0.32-1.56) 0.385
(Membrane) D3 0.11 (0.02-0.74) 0.023
D3/D1ratio  0.27 (0.07-1.00) 0.051
IL7R-003 D1 0.68 (0.29-1.59) 0.370
(Soluble) D3 0.20 (0.04-0.93) 0.023
D3/D1ratio  0.33(0.09-1.28) 0.109

IQR HR refers to a hazard ratio normalized to an increment from 1% to 3™ quartile to allow comparison between
models. Values in bold indicate significance at p<0.05.

Cl: confidence interval.



Supplemental Table 3 Area under ROC curve and performances for day 28 mortality after septic shock diagnosis in

the discovery cohort

Threshold Se (95% Cl)

Sp (95% ClI)

PPV (95% ClI)

NPV (95% Cl)

7R Time- e (95% 1)
transcrlpts pOlnt
IL7R-AIl D3 0.79(0.63-0.96)

IL7R-001 D3 0.81 (0.65-0.97)
IL7R-003 D3 0.77 (0.61-0.94)

0.22
0.20
0.21

1(1-1)
1(1-1)
1(1-1)

0.62 (0.38-0.81)
0.67 (0.48-0.86)
0.52 (0.33-0.71)

0.53 (0.41-0.69)
0.56 (0.45-0.75)
0.47 (0.39-0.6)

1(1-1)
1(1-1)
1(1-1)

For each IL7R assay, a threshold was determined in the discovery cohort in order to maximize (i) the negative

predictive value (NPV) and (ii) the specificity (Sp). Thresholds are expressed as calibrated normalized relative

qguantity (CNRQ) using HPRT1 as reference gene.

ROC: receiver operating characteristic, AUC: area under ROC curve; Cl: confidence interval, Se: sensitivity, PPV:

positive predictive value
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Supplemental Table 4 Biological parameters of patients from the validation cohort according to survival status at

day 28 after septic shock diagnosis

Parameters

Overall cohort
(n=177)

Non-survivors
(n=42)

Survivors
(n=135)

p-value

Biological parameters at ICU admission

Lactate, mmol/L (n=174)
Hemoglobin, g/dL
Neutrophils, 10°/L (n=140)
Lymphocytes, 10°/L (n=140)
Monocytes, 109/L (n=139)
Platelets, 103/mm3
Pa0,/FIO, (n=175)
Creatinine, umol/L

Diuresis, mL/day

Biological parameters at D3
Lactate, mmol/L (n=145)
Hemoglobin, g/dL (n =174)
Neutrophils, 10°/L (n=139)
Lymphocytes, 10°/L (n=139)
Monocytes, 109/L (n=139)
Platelets, 103/mm3 (n=174)
Pa0,/FIO, (n=165)
Creatinine, umol/L (n=175)
Diuresis, mL/day

2.45[1.70-3.77]
10.6 [9.30-11.9]
11.3 [6.87-17.4]
0.76 [0.40-1.16]
0.43 [0.20-0.83]
159 [92-233]
166 [106-239]
150 [93-235]
1250 [650-2250]

1.70 [1.30-2.20]
10.0 [9.00-11.0]
13.0 [8.13-17.7]
0.80 [0.60-1.08]
0.61[0.35-0.98]
136 [74-213]
227 [160-295]
107 [66-193]
1400 [850-2300]

3.15[1.80-5.97]
10.2 [9.33-11.3]
7.60 [5.84-11.2]
0.60 [0.38-0.85]
0.34 [0.18-0.60]
108 [80-187]
172 [116-258]
164 [102-229]
800 [263-1825]

2.00 [1.65-3.22]
10.2 [9.10-11.0]
14.4 [9.49-17.4]
0.64 [0.40-0.91]
0.55 [0.35-0.82]
79 [47-167)

222 [147-288]
150 [106-200]
1075 [200-1875]

2.30 [1.70-3.40]
10.8 [9.20-12.2]
13.4[7.83-20.2]
0.80 [0.40-1.20]
0.56 [0.20-0.93]
171 [113-242]
162 [105-236]
141 [81-238]
1300 [750-2325]

1.60 [1.20-2.00]
10.0 [9.00-10.9]
11.6 [7.91-17.7]
0.84 [0.60-1.11]
0.66 [0.37-0.99]
147 [81-230]
230 [169-298]
99 [62-186]
1500 [900-2550]

0.016
0.148
0.001
0.122
0.079
0.022
0.549
0.286
0.017

<0.001
0.669
0.287
0.005
0.551
0.005
0.568
0.020
0.008

Parameters are expressed as median [interquartile range]. Comparisons between survivor and non-survivor

patients at day 28 were performed with Mann-Whitney or t-tests. Values in bold indicate significance at p<0.05.
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4. Regulation of the soluble CD127 protein and corresponding transcripts in

septic shock

Contexte

Dans nos précédentes études évaluant I'expression du récepteur de I'lL-7 comme biomarqueur dans
le sepsis, la protéine soluble (sCD127) avait été mesurée dans le plasma et les transcrits a partir
d’échantillons de sang total. Le récepteur de I'IL-7 étant principalement exprimé dans les lymphocytes T,
les niveaux d’expression ainsi mesurés peuvent étre impactés par la lymphopénie dont souffrent la
majorité des patients. Ainsi, la régulation de la forme soluble du récepteur de I'lL-7 chez les patients
septiques n’est que partiellement comprise. Le but de cette étude est de mesurer, a partir d’échantillons
de lymphocytes T purifiés de patients en choc septique, la production de sCD127 par les lymphocytes T
et I'expression des transcrits correspondant a des formes solubles. Afin de mieux comprendre la
régulation de la forme soluble dans le sepsis, cette étude vise également a reproduire ex vivo sur

lymphocytes T purifiés de volontaires sains I'expression du récepteur soluble observée chez les patients.

Description

Nous avons mesuré la concentration de sCD127 dans le surnageant de lymphocytes purifiés apres
48 heures de culture ainsi que I'expression des transcrits IL7R7 et IL7R3 correspondant a une forme
soluble. Cette étude a été réalisée chez 38 patients en choc septique et 33 volontaires sains du méme
age. La production de sCD127 était augmentée chez les patients alors que I'expression des transcrits
IL7R7 et IL7R3 était diminuée en comparaison avec les volontaires sains. En testant plusieurs stimulants
connus pour réguler I'expression du récepteur de I'lL-7, la régulation de la forme soluble observée chez
les patients était reproduite ex vivo par I'activation du TCR de lymphocytes T purifiés de volontaires

sains.
Conclusion

Nous avons mis en évidence une diminution de I'expression des transcrits IL7R7 et IL7R3 dans les
lymphocytes T de patients en choc septique alors que ceux-ci produisaient une quantité plus importante
de sCD127 en comparaison avec les volontaires sains. Cette augmentation semble étre masquée au
niveau plasmatique, sans doute a cause de la lymphopénie. L’activation massive des lymphocytes T chez

les patients en choc septique pourrait participer a la régulation de la forme soluble du récepteur de I'lL-7.

Cette article est en cours de préparation pour une soumission au journal Intensive Care Medicine

Experimental.
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To the Editor,

Sepsis is the leading cause of mortality for critically ill patients worldwide. Septic patients
develop T lymphocyte dysfunctions associated with increased risk of death and nosocomial infections
(1). Therefore, IL-7 had been recently evaluated as an immuno-adjuvant therapy to reverse these
alterations (2). Besides the IL-7 surface receptor (CD127), a soluble form sCD127 exists (3). We
previously studied their expressions at the protein and mRNA levels in septic shock patients. They
were evaluated as biomarkers of mortality and were consequently quantified in whole blood and
plasma samples (4, 5). However, majority of septic shock patients are lymphopenic, while sCD127
protein is mainly released from T cells and the corresponding transcripts are mainly expressed by T

cells. Therefore, their regulation remains not fully understood.

For the first time, we evaluated the release of sCD127 and the expression of the corresponding
transcripts in purified T cells from septic shock patients and healthy volunteers (HV) (see
supplementary material and methods). Our cohort was composed of 38 septic shock patients and 31
HV (see supplementary Table 1). Septic shock patients samples were collected at day 1 (D1), D3 and
D7 after the diagnosis. The secreted protein was measured in purified T cells supernatant after 48 h
of culture with a standardized ELISA assay. IL7R3, a transcript coding for a form of sCD127, and IL7R7,
a transcript potentially coding for a form of sCD127, were measured with specific RT-qPCR designs on
RNA from purified T cells (see supplementary Table 2). We also wanted to reproduce ex vivo the
sCD127 regulation observed in patients. Thus, we measured sCD127 secreted protein and IL7R3 and
IL7R7 mRNA transcripts expressions in purified T cells from HV after ex vivo stimulation using three
stimuli known to regulate CD127 expression: IL-7, dexamethasone and TCR activation (6, 7) (see

supplementary data material and methods).

Interestingly, the release of sCD127 tended to be higher in septic shock patients’ T cells
supernatant compared to HV (Fig. 1A). This result differs from the sCD127 plasmatic concentration

which was found to be decreased in septic shock patients compared to HV (8). This suggests that



lymphopenia may impact the measure of sCD127 plasmatic concentration in septic shock. Both IL7R3
and IL7R7 mRNA transcripts expressions were decreased in septic shock patients’ T cells (Fig. 1B).
This result is concordant with a previous study from our group performed in whole blood samples
from septic shock patients (4). Thus, the lower expression of IL7R3 and IL7R7 seems to come from a

downregulation in T cells and does not only reflect lymphopenia.

Whereas IL-7 stimulation induced a decrease of sCD127 concentration and dexamethasone had
no major impact, ex vivo TCR activation of purified T cells from HV led to a similar increase of sCD127
concentration as observed in patients (Fig. 1C). Thus, the association between high sCD127 plasmatic
levels and mortality in ICU and septic shock patients previously reported could be explained by a
higher T cell activation and inflammation in more severe patients (5, 8). TCR activation of purified T
cells from HV also reproduced the downregulation of both IL7R3 and IL7R7 with a stronger effect on
the latter one, whereas IL-7 induced a marked decreased of both transcripts expression and

dexamethasone a slight increase (Fig. 1D).

Low sCD127 plasmatic concentration in septic shock patients compared to HV could reflect
lymphopenia whereas septic shock patients’ T cells seem to produce more sCD127 compared to HV,
likely due to T cell activation. This could explain the higher sCD127 plasmatic concentration observed
in more severe patients in our previous study. Our results also reveal an intrinsic regulation of both
IL7R3 and IL7R7 in septic shock patients T cells. Their expression could thus be evaluated as specific
markers of T cell dysfunctions. These results have to be reproduced in a larger confirmation cohort.
Overall, ex vivo TCR activation reproduced a similar regulation of the soluble IL-7 receptor as
observed in septic shock patients at the protein and transcripts levels. Thus, the massive T cell
activation in sepsis could participate to the sCD127 regulation observed in patients. The opposite
regulation between protein and mRNA transcripts supports a shedding of the surface CD127 as the
main source of sCD127 production. Further experiments are required to fully characterize the

mechanisms underlying the IL-7 receptor soluble form regulation in septic shock.
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Figure

Figure 1 sCD127 protein release and mRNA transcripts expression in septic shock patients and in
purified T cells from healthy volunteers (HV) upon ex vivo stimulations. (A) Soluble CD127 release
was quantified in supernatants of purified T cells at D1 (n=9) for septic shock patients in comparison
with HV (n=13) after 48 h of culture without any stimulation. (B) Gene expressions of the IL7R3 (left
panel) and IL7R7 (right panel) transcripts were measured using RT-gPCR from RNA from purified T
cells at D1 (n=13), D3 (n=20) and D7 (n=7) for septic shock patients in comparison with HV (n=18). (C)
CD127 release and (D) IL7R3 (left panel) and IL7R7 (right panel) mRNA transcripts expressions were
measured in purified T cells from HV stimulated with IL-7 (n=5, 10 ng/mL), anti-CD3/CD28 antibodies
coated beads (n=5, aCD3/28, 1:2 bead to cells ratio), dexamethasone (n=5, Dex, 10’M) or not
stimulated (n=10, NS) during 48 h. For each HV and each condition of stimulation, samples were
proceeded in biological triplicates (culture wells) and technical duplicates (for ELISA only),
summarized by the mean for each individual. Data are presented as Tukey boxplots. Mann-Whitney
tests were used to compare values between septic shock patients and HV and between non

stimulated and stimulated purified T cells from HV, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Supplementary material

Supplementary material and methods

Septic shock patients and healthy volunteers

This study was conducted in the Intensive Care Units (ICU) of the Hopital Edouard Herriot
(Hospices Civils de Lyon, Lyon, France). This project was approved by our Institutional Review Board
for ethics (“Comité de Protection des Personnes Sud-Est II”), which waived the need for informed
consent, because this study was observational and performed on residual blood after completion of
routine follow-up (#IRB 11236). This study is registered at the French Ministry of Research and
Teaching (#DC-2008-509), at the Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés and on
clinicaltrials.gov (NCT02803346). Non-opposition to inclusion in the study was registered for each
patient. Septic shock patients were identified according to the diagnostic criteria of the American
College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine and to the new sepsis definition from
2016 (9, 10). Septic Shock was defined as: identifiable site of infection, persisting hypotension
despite fluid resuscitation requiring vasopressor therapy, and evidence of a systemic inflammatory
response. Septic shock patients were excluded if they met following exclusion criteria: age<18,
immunosuppressive disease (HIV, cancer, primary immune deficiency), immunosuppressive or
corticoid treatment (dosage>10 mg/day or cumulative dose >700 mg equivalent prednisolone),
aplasia as defined by number of circulating neutrophils < 500 cells/mm?, extracorporeal circulation
during the month prior ICU admission. mHLA-DR (AB/C), number of anti-HLA-DR antibodies bound
per monocyte, was measured as previously described (11). Clinical data are presented in table I.
Samples were collected at three time points after the onset of septic shock: from 24 h to 48 h (D1,
n=22), 72 h to 96 h (D3, n=30) and 7 to 8 days (D7, n=10). Peripheral blood from healthy volunteers
(HV) was provided by “Etablissement Francais du Sang”: 31 age and gender matched HV for the

septic shock patients’ cohort and 10 HV for the ex vivo experiments. According to the standardized



procedure for blood donation, written informed consent was obtained from HV and personal data
for blood donors were anonymized at time of blood donation and before blood transfer to our

research lab.

T cell purification and culture

Human T cells were isolated from HV and septic shock patients whole blood samples by
antibody-based negative selection and density gradient centrifugation using a human T cell
enrichment cocktail (Rosette Sep™, StemCell Technologies, Grenoble, France), according to the
manufacturer’s instructions. Quality of T cell purification was systematically controlled. Purified cells
were labeled with a Pacific Blue (PB) anti-CD3 antibody (Ab) (Beckman Coulter, Hialey, FL, USA) and
lithium dodecyl sulfate 751 as a marker of nucleated cells (Molecular Probes, Life Technologies, Saint
Aubin, France). The sample purity was systematically higher than 95 %. Purified T cells were cultured
at 1x10° cells per mL in complete culture medium: RPMI 1640 (Eurobio, Les Ulis, France),
supplemented with 10 % AB human serum (Life Technologies), 2 mM L-Glutamine (Eurobio), 1,000
IU/mL penicillin (Eurobio), 1,000 pg/mL streptomycin (Eurobio) and 200 pg/mL amphotericin B
(Gibco, Thermofisher scientific, Wilmslow, UK). After overnight culture, T cells were seeded in

complete medium in 24-wells cell culture plates (Corning ®, Corning, NY, USA)

IL-7 receptor expression in response to different stimuli

Three stimuli were used: anti-CD3/CD28 Abs (aCD3/28) coated beads (T cell activation/expansion
kit, 1:2 bead to cells ratio according to the manufacturer’s instructions, Miltenyi Biotec, Aubrun, CA,
USA), IL-7 (10 ng/mL, R&D systems, Minneapolis, MN, USA) and dexamethasone (10’ M, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA). The purified T cells were incubated at 37 °C in humidified 5 % CO,

atmosphere during 48 h. Triplicates were performed for each culture condition.



IL7R3 and IL7R7 mRNA level evaluation

Total RNA was extracted using an RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany) from T cells after
purification for septic shock patients and HV samples after 48 h culture with or without ex vivo
stimulation of purified T cells. RNA integrity was assessed with the RNA 6000 Nano kit (Agilent
technologies, Santa Clara, CA, USA). Total RNA was reversed transcribed in complementary DNA
(cDNA) using SuperScript®VILO™ cDNA synthesis kit (Life Technologies). Specific PCR assays were
designed to quantify two IL7R transcripts expressions: IL7R3 coding for sCD127 and IL7R7 potentially
coding for sCD127 (see supplemental Table 2). Quantitative PCR was conducted on a LightCycler 480
instrument (Roche, Bale, Switzerland) using LightCycler 480 probes master kit (Roche) following the
manufacturer’s instructions. Thermocycling was performed in a final volume of 20 plL containing 0.5
UM of primers and 0.1 uM of probe, with an initial denaturation step of 10 min at 95 °C, followed by
45 cycles of denaturation for 10 seconds at 95 °C, annealing for 29 seconds at 68-58 °C and extension
for 1 second at 72 °C. The crossing point for each sample was calculated using the second derivative
maximum method with the LightCycler software. Standard curves were generated by using five
replicates of cDNA standards and were used to perform efficiency corrected quantification.
Reproducibility coefficients of variation were below 21 %. Results were expressed as absolute
concentrations and normalized by the RNA quantity used for the reverse transcription (100 ng for

septic patients purified T cells and 200 ng for ex vivo cultured purified T cells).

Soluble CD127 measurement

sCD127 was measured in culture supernatant of purified T cells from septic shock patients and
HV with or without ex vivo stimulation after 48 h using a sandwich ELISA, adapted from Peronnet et
al. (8). Maxisorb Nunc® 96-wells plates (Sigma-Aldrich) were coated overnight with the capture

monoclonal antibody R34.34 (Beckman) diluted at 8 pg/mL in carbonate-bicarbonate buffer (Sigma-



Aldrich) at 4 °C. Wells were washed three times with TBS-Tween 0.05 % (TBS-T, Sigma-Aldrich) and
saturated for 1 h at room temperature with TBS-T containing 5 % goat serum (Sigma-Aldrich).
Recombinant human CD127 Fc chimera protein (R&D Systems) was used as standard protein for
sCD127 quantification and was diluted in RPMI1640 (Eurobio) with 10 % AB human serum (Life
Technologies). After three washes, the diluted standard protein was added as well as samples in
duplicates for 2 h at 37 °C. Plates were washed three times and incubated with 0.2 pg/mL
biotinylated polyclonal anti-human CD127 (R&D Systems) for 2 h at 37 °C in TBS containing 5 % of
goat serum. After three washes, streptavidin-horseradish peroxidase (Jackson Immunoresearch,
Newmarket, UK) diluted 1/50,000 in TBS (Sigma-Aldrich) containing 10 % goat serum was incubated
for 20 min at room temperature, before a wash step. Tetramethylbenzidine substrate (Pierce,
Thermofisher scientific) was then added and reaction was stopped after 15 min using H,SO, 2M.

Absorbance was read at 450 nm on a spectrophotometer. The detection limit was 0.898 ng/mL.



Supplementary Table 1. Clinical characteristics of septic shock patients. Blood samples were
obtained from 38 septic shock patients after the onset of shock. For clinical parameters, categorial
data are presented as numbers of cases and percentages of the total population in brackets.
Continuous data and biological parameters are presented as medians and interquartile ranges [Q1-
Q3]. SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score Il) and Mac Cabe score were calculated on admission.
SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) score was measured after 24 h of ICU stay. mHLA-DR

(AB/C): number of anti-HLA-DR antibodies bound per monocyte.

Parameters Septic shock patients (n=38)
Sexe, M 26 (68 %)
Age, years 72 [63-76]
SAPS 11 61 [51-82]
SOFA (n=29) 8 [8-11]
Charlson co-morbidity score
0 5(13 %)
1 15 (40 %)
>1 16 (42 %)
Mac Cabe Score (n=30)
Non-fatal disease 23 (64 %)
Ultimately fatal diseases 11 (30%)
Rapidly fatal diseases 2 (6 %)
Initial infection
Pneumopathy 4 (10 %)
Abdominal infection 15 (40 %)
Urinay infection 4 (10 %)
Gastro-intestinal infection 2 (6 %)
Other 13 (34 %)
Type of admission
Medical 20 (53 %)
Emergency Surgery 15 (40 %)
Elective Surgury 3(8 %)
Microbiological documentation
Gram negative 10 (26 %)
Gram positive 10 (26 %)
Other 1(3%)
Non-documented 17 (45 %)
Mortality at D28 13 (34 %)
Nosocomial infections 1(2%)
Lactate at D1 (mmol/L) 2.8 [1.7-5.4]
Lymphocytes at D3 (G/L) 1.05 [0.55-1.45]

mHLA-DR at D3 (AB/C) 8199 [3076-32790]




Supplementary Table 2 PCR assays characteristics

PCR Product
Primers and probes sequences Target exon
design length (bp)
Forward GCTCAGGATTAAGCCTATCG 5-7
IL7R3
Backward CACTGGGATGTTGCCAACAC 7 131
Probe ATCATAAGAAGACTCTGGAACATCT 7
Forward GGAAGTGAATGGATCGCAGC 2
IL7R7 Backward CAGAATGTCCAGACACAGTG 3 313
Probe CTGTGCTTTTGAGGACCCAGAT 2

IL7R mRNA transcripts were named according to Ensembl release 87.



5. TCR activation mimics CD127°“PD-1"®" phenotype and functional

alterations of T lymphocytes from septic shock patients

Contexte

Le phénotype CD127"°"PD-1"8" a été décrit comme marqueur de I'épuisement des lymphocytes T
dans le VIH, les infections chroniques et le cancer. Cependant, il n’a jamais été étudié dans le sepsis
alors que les lymphocytes T de patients septiques présentent des altérations caractéristiques d’un état
d’épuisement. De plus, le développement de ces altérations n’est que partiellement compris. L'objectif
de cette étude est d’évaluer le phénotype CD127°“PD-1"¢" chez les patients en choc septique en lien

avec les altérations des lymphocytes T et de reproduire ces altérations dans un modele ex vivo.

Description de I’étude

Nous avons évalué la présence du phénotype CD127"°*PD-1"" parmi les lymphocytes T de patients
en choc septique et de volontaires sains du méme age. La proportion de lymphocytes T ayant ce
phénotype était augmentée chez les patients. De plus, ces cellules exprimaient le marqueur d’activation
tardif HLA-DR. Ces altérations phénotypiques étaient concomitantes a une altération de la production
de cytokines suite a une activation ex vivo. L’'ensemble de ces altérations ont été reproduites dans un

modele ex vivo d’activation de lymphocytes T de volontaires sains.
Conclusion

Ces résultats suggerent que I'activation massive des lymphocytes T dans le choc septique pourrait
participer au développement des altérations phénotypiques et fonctionnelles observées dans les
lymphocytes T de patients. Le phénotype CD127"°*PD-1"8" pourrait étre évalué comme biomarqueur de
ces altérations. De plus, nous avons développé un modele ex vivo d’altérations induites par I'activation
pouvant permettre d’étudier de nouveaux aspects de la physiopathologie des altérations des

lymphocytes T.

Cet article est soumis au Journal of Leukocyte Biology.
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Abstract

Sepsis is the leading cause of mortality for critically ill patients worldwide. Patients develop T
lymphocyte dysfunctions leading to T cell exhaustion associated with increased risk of death.
As IL-7 is currently tested in clinical trials to reverse these dysfunctions, it is important to
evaluate the expression of its specific CD127 receptor on the T cell surface of septic shock
patients. Moreover, the CD127°“PD-1"8" phenotype has been proposed as a T cell
exhaustion marker in chronic infections, but has never been evaluated in sepsis. The
objective of this study was first to evaluate CD127 and more specifically the CD127°*pD-1""
phenotype in septic shock in parallel with functional T cell alterations. Secondly, we aimed to
reproduce septic shock-induced T cell alterations in an ex vivo model. In patients, neither
CD127 expression nor its corresponding mRNA transcript level were modified compared with
normal values. However, the percentage of CD127°“PD-1"¢" T cells was increased while T
cells also presented functional alterations. CD127"°"PD-1"8" T cells co-expressed HLA-DR, an
activation marker, suggesting a role for T cell activation in the development of this
phenotype. Indeed, TCR activation of normal T lymphocytes ex vivo reproduced the increase
of CD127"°"PD-1"8" T cells and functional alterations following a second stimulation, as
observed in patients. This suggests that TCR activation participates in the development of T
cell phenotypic and functional alterations in septic shock. Furthermore, we provide an ex
vivo model for the investigation of the pathophysiology of sepsis-induced T cell

immunosuppression, and the testing of innovative immunostimulant treatments.



Introduction

Sepsis has recently been re-defined as a life-threatening organ dysfunction caused by
a dysregulated host response to infection (1). It represents a major healthcare challenge
with high incidence and mortality (2, 3). For example, it was recently showed that septic
shock, i.e. the subset of sepsis associated with acute circulatory failure, is still associated
with a crude mortality of over 45% (3). Sepsis is also associated with a high economic burden,

in part due to long and costly hospital stays (4).

Septic patients develop severe immune dysfunctions affecting innate and adaptive
immune responses, whose intensity and duration are associated with increased risk of death
and nosocomial infections (5). Thus, innovative therapies targeting these dysfunctions are
currently being evaluated in sepsis (6). More specifically, T lymphocyte dysfunctions occur
during the immunosuppressive phase of sepsis and are the hallmark of an exhausted status,
as described during chronic viral infections and cancer (7, 8). Indeed, most septic patients
are lymphopenic (9), and the remaining T lymphocytes show a poor functional status. This
includes decreased proliferation and cytokine production ex vivo and increased apoptosis (8,
10, 11), along with an increased expression of co-inhibitory receptors such as PD-1 (12, 13).
Several clinical studies showed that these dysfunctions are associated with increased
mortality or secondary infections (8, 12). Therefore, clinical trials evaluating immuno-

adjuvant therapies to target T cell alterations are ongoing in sepsis.

In particular, preclinical studies showed that IL-7 treatment reduced mortality in
murine models of sepsis, and improved cell functionality upon ex vivo activation of septic

shock patients T lymphocytes (10, 14, 15). A recent phase Il clinical trial evaluating IL-7 in
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septic shock patients showed that IL-7 treatment restored T cell count in patients with

severe lymphopenia in the absence of any severe side effects (16).

IL-7 is a hematopoietic growth factor whose main role is to maintain T cell
homeostasis and favor T cell functions (17). IL-7 activity is mediated through its binding to its
specific IL-7 receptor (IL-7R). IL-7R is mainly expressed on T cell surface and is composed of
two chains: an IL-7 specific chain (CD127), and a common receptor y-chain (18). In respect to
IL-7 functions, IL-7 receptor expression is tightly regulated at both protein and mRNA levels.
For example, decreased CD127 expression on T cells has been described in several clinical
contexts of T lymphocyte exhaustion, such as Human Immunodeficiency Virus (HIV),
Hepatitis C Virus (HCV) infections, and cancer (19-21). In sepsis, preliminary data have been
generated at the protein level, but the corresponding mRNA transcript expression has never
been concomitantly studied (10, 12). In addition, the CD127°"pD-1"e" T lymphocyte subset
has been proposed as a T cell exhaustion marker in several clinical contexts (22). Indeed,
CD127°"PD-1"8" T cells were identified in chronic infections and in tumor infiltrating cells in
cancer. These cells have been shown to display an exhausted functionality with poor
cytokine production and proliferation (23-26). The occurrence of this specific CD127"°"PD-

1Mieh phenotype among T cells has never been specifically studied in septic shock patients.

Thus, in the present study, we aimed to evaluate CD127 expression on T cells at both
protein and mRNA levels, and the development of CD127"°“PD-1"8" T cells in parallel with
functional alterations of T lymphocytes in septic shock patients. We also aimed to evaluate
the effect of T cell activation through T Cell Receptors (TCR) on the development of these

phenotypic and functional alterations in an ex vivo model.



Material and methods

Patients and Healthy volunteers

This study was conducted in the Intensive Care Unit (ICU) of the Hopital Edouard
Herriot (Hospices Civils de Lyon, Lyon, France). This project was approved by our Institutional
Review Board for Ethics (“Comité de Protection des Personnes Sud-Est 11”), which waived the
need for informed consent, as the study was observational and performed on residual blood,
after the completion of routine follow-up (#IRB 11236). This study is registered at the French
Ministry of Research and Teaching (#DC-2008-509), at the Commission Nationale de
I'Informatique et des Libertés and on clinicaltrials.gov (NCT02803346). Non-opposition to
inclusion in the study was registered for each patient. Septic shock patients were identified
according to the diagnostic criteria of the American College of Chest Physicians/Society of
Critical Care Medicine and to the new sepsis definition from 2016 (1, 27). Septic shock
patients were excluded with regards to the following exclusion criteria: age<18,
immunosuppressive disease (HIV, cancer, primary immune deficiency), immunosuppressive
or corticoid treatment (dosage>10 mg/day or cumulative dose >700 mg equivalent
prednisolone), aplasia as defined by number of circulating neutrophils < 500 cells/mm? and
extracorporeal circulation during the month prior ICU admission. Expression of HLA-DR on
monocytes (mMHLA-DR) was measured as previously described, and was expressed as the
number of anti-HLA-DR antibodies bound per cell (AB/C) (28). Peripheral blood samples were
collected at three time points after the onset of septic shock: from 24 h to 48 h (D1, n=15),
72 hto 96 h (D3, n=30) and 7 to 8 days (D7, n=10). Peripheral blood from healthy volunteers

(HV) was provided by the “Etablissement Frangais du Sang”: 34 age and gender-matched HV



for the septic shock patients’ cohort, and 13 HV for the ex vivo experiments. According to
the standardized procedure for blood donation, written informed consent was obtained
from HV and personal data for blood donors was anonymized at the time of blood donation,

prior to blood transfer to our research lab.

T cell purification

Human T cells were isolated from HV and septic shock patients samples by antibody-
based negative selection and density gradient centrifugation using a human T cell
enrichment cocktail (Rosette Sep'™, StemCell Technologies, Grenoble, France), as described
in the manufacturer’s instructions. Quality of T cell purification was systematically controlled.
Purified cells were labeled with a Pacific Blue (PB) anti-CD3 antibody (Ab) (Beckman Coulter,
Hialey, FL, USA) and lithium dodecyl sulfate 751 as a marker of nucleated cells (Molecular
Probes, Life Technologies, Saint Aubin, France). Sample purity was systematically greater

than 95 %.

TCR activation and cell culture of T lymphocytes purified from healthy donors

T cells were purified as described above and cultured at 1x10° cells per mL in
complete culture medium: RPMI 1640 (Eurobio, Les Ulis, France), supplemented with 10 %
AB human serum (Life Technologies), 2 mM L-Glutamine (Eurobio), 1,000 IU/mL penicillin
(Eurobio), 1,000 pg/mL streptomycin (Eurobio) and 200 pg/mL amphotericin B (Gibco,

Thermofisher scientific, Wilmslow, UK). After overnight culture, T cells were seeded in a



complete culture medium in 48-well cell culture plates (Corning®, Corning, NY, USA), with or
without aCD3/28 antibody coated beads (aCD3/28, T cell activation/expansion kit, Miltenyi
Biotec, Aubrun, CA, USA, 1:1 bead to cell ratio). T cells cultured with aCD3 antibody coated
beads (aCD3) were used as a control condition, mimicking an incomplete activation (29).
After five days of culture, HLA-DR, CD127 and PD-1 expressions were evaluated by flow
cytometry. T cell functionality (cytokine production and proliferation) was then evaluated, as
described below, in response to a secondary stimulation using aCD2/3/28 antibody coated
beads (aCD2/3/28) (T cell activation/expansion kit, Miltenyi, 1:1 bead to cell ratio) for three
days. This second stimulation step intended to mimic experiments performed when
evaluating functionality of T lymphocytes from septic shock patients which are re-stimulated
ex vivo to induce their effector functions. When testing IL-7 efficacy in improving T cell
function ex vivo, recombinant human IL-7 (100 ng/mL, R&D systems, Minneapolis, MN, USA)

was added simultaneously to aCD2/3/28 for the three days of the second activation.

CD127 mRNA level evaluation

Total RNA was extracted from T cells using an RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany).
RNA integrity was assessed with a RNA 6000 Nano kit (Agilent technologies, Santa Clara, CA,
USA). Total RNA was reverse-transcribed into complementary DNA (cDNA) using a
SuperScript®VILO™ cDNA synthesis kit (Life Technologies). A specific PCR assay amplifying
the IL7R1 transcript coding for the transmembrane protein (Ensembl release 87) was used
with the forward primer CTCTGTCGCTCTGTTGGTC targeting exon 6, the backward primer

TCCAGAGTCTTCTTATGATCG targeting exon 7, and the probe CTATCGTATGGCCCAGTCTCC



targeting exon 7. Quantitative PCR was conducted on a LightCycler 480 instrument (Roche,
Bale, Switzerland) using a LightCycler 480 probes master kit (Roche) according to the
manufacturer’s instructions. Thermocycling was performed in a final volume of 20 plL
containing 0.5 uM of primers and 0.1 uM of probe, with an initial denaturation step of 10
min at 95 °C, followed by 45 cycles of: 10 seconds denaturation at 95 °C, annealing for 29
seconds at 58-68 °C, and a 1 second extension period at 72 °C. The crossing point for each
sample was calculated using the second derivative maximum method with the LightCycler
software. Standard curves were generated by using five replicates of cDNA standards and
were used to perform efficiency corrected quantification. Results were expressed as
absolute concentrations (copy number / uL) and normalized by the RNA quantity used for

reverse transcription.

Flow cytometry

For septic shock patients and HV cohorts, flow cytometry surface stainings were
performed using 50 pL of whole blood. Erythrocytes were lysed with Versalyse solution
(Beckman Coulter, Hialey, FL, USA). Antibodies were purchased from Beckman Coulter: PB
anti-CD4, Krome Orange (KRO) anti-CD8, Allophycocyanin (APC) anti-CD127, Phycoerythrin-
Cyanin (PC) 7 anti-CD25, PC7 anti-CD3, Phycoerythrin (PE) anti-PD-1, PE anti-CD25, PC5.5
anti-PD-1, PC7 anti-CD127, Alexa Fluor (AF) 700 anti-CD8 and Fluorescein isothiocyanate
(FITC) anti-CD38 Ab. KRO anti-HLA-DR Ab was purchased from Becton Dickinson (San Jose,

CA, USA) and FITC anti-CCR7 Ab from R&D Systems. AF647 anti-FoxP3 Ab was purchased
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from Biolegend (San Jose, CA, USA). To measure CD127 and PD-1 expressions, corresponding

isotypic controls were purchased from Beckman Coulter.

In the ex vivo experiments of TCR activation of purified T cells from HV, 100 000 T
lymphocytes were stained after five days of activation. Antibodies were purchased from
Beckman Coulter: PB anti-CD4, FITC anti-CD8, PB anti-HLA-DR, APC anti-CD4, and KRO anti-

CD8 Ab. PC7 anti-CD127 and APC anti-PD-1 Ab were purchased from Biolegend.

Flow cytometry assays were performed on a Navios cytometer (Beckman Coulter).
Results were expressed as Medians of Fluorescence Intensity (MFI) for the measurement of
CD127 on total CD4+ and CD8+ T lymphocytes, and as percentages of positive cells for all
other parameters. Flow cytometry data were analyzed using Kaluza software (Beckman

Coulter).

Septic shock patients’ and healthy donors’ T cell phenotypes were also evaluated
through an unsupervised computational approach using the Spanning-tree Progression
Analysis of Density-normalized Events (SPADE) algorithm as described by Qiu et al. (30).
Analysis was performed using Cytobank (Santa Clara, CA, USA). Briefly, SPADE algorithm was
used to cluster CD4+ and CD8+ T cells from patients and donors. This grouped cells that
displayed a similar expression of CD127, CD38, HLA-DR, PD-1, FoxP3 and CD25 onto the
same nodes. One tree containing four nodes was built for CD4+ T cells and one tree
containing three nodes for CD8+ T cells. Relative expressions of each marker in each node
were then compared by the MFI of cells included in the node and represented through a

heatmap. These levels of expression were normalized (centered and reduced) and were
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color-coded from blue (low expression) to red (high expression). Finally, the percentages of

cells in each node were then compared between septic shock patients and HV.

Intracellular cytokine stainings

For septic shock patients and HV, intracellular cytokine contents were measured from
a 50 uL whole blood sample after 3 h of incubation at 37 °C with pre-coated tubes containing
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), lonomycin and Brefeldin A (Beckman Coulter).
Intracellular staining was then performed using a PerFix-nc no centrifuge assay kit (Beckman
Coulter) and tubes containing dry AF750 anti-CD3, PB anti-CD4, AF700 anti-CD8, FITC anti-
IFNy, PE anti-TNFa and PC7 anti-IL-2 Ab (DuraClone IF T Activation Tube, Beckman Coulter).

In the ex vivo experiments evaluating TCR activation of purified T cells from HV, T
lymphocytes were incubated with Brefeldin A (Sigma, Saint Louis, MO, USA) at a final
concentration of 10 pg/mL during the last 4 h of the secondary stimulation step at 37 °Cin 5
% CO,. T cells were then stained for surface markers: PC7 anti-CD4 and KRO anti-CD8 Ab
(Beckman Coulter). Samples were then fixed using lotest 3 fixing solution (Beckman Coulter)
and permeabilized using BD perm/wash buffer (Becton Dickinson) according to the
manufacturer’s instructions. Samples were then stained for intracellular cytokines: FITC anti-
IFNy and PE anti-IL-2 Ab (Beckman Coulter), and APC anti-TNFa Ab (Biolegend). Results were
expressed as percentages of positive cells for each cytokine or for the three cytokines among

CD4+ and CD8+ T cells.
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Proliferation assay

In the ex vivo experiments of TCR activation of T cells purified from HV, T cell
proliferation was evaluated after three days of re-activation using aCD2/3/28 both with and
without IL-7 (100 ng/ml) using a Click-it AF488 EdU Flow Cytometry assay kit (ThermoFisher
Scientific), following the manufacturer’s instructions and based on the protocol used in our
lab (31). Cells were additionally stained with APC anti-CD4 and APC-AF750 anti-CD8 Ab from
Beckman Coulter. Results were expressed as percentages of EdU positive cells (i.e.

proliferating cells) among CD4+ or CD8+ T cells.

Statistical analysis

Results are presented as Tukey boxplots. Bottom and top of the box represent the
first and third quartiles, respectively. The horizontal bar within the box represents the
median value. Lower and higher extremities of the whiskers respectively represent the
lowest datum still within 1.5 inter-quartile range of the lower quartile, and the highest
datum still within 1.5 inter-quartile range of the upper quartile. Mann-Whitney unpaired
tests were used to assess variations between septic shock patients and HV and Mann-
Whitney paired tests were used to assess variations between ex vivo non stimulated and
activated T cells purified from HV. Correlations were performed by calculating Spearman
non-parametric coefficients. Statistical analyses were performed using R statistics software

(R version 3.2.4). P-values lower than 0.05 were considered statistically significant.
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Results

Septic shock patients’ cohort

Thirty-one septic shock patients were included in the study. Their clinical and
biological data are presented in Table 1. Twenty-three (73 %) were still alive after 28 days.
The median SOFA score at admission was 8 and the median SAPS Il score was 60, illustrating
the severity of this cohort. The median lymphocyte count at D3 was 1.05 G/L which is below
normal value (32). The median HLA-DR expression on monocytes was 7748 AB/C,

characteristic of sepsis-induced immunosuppression (33).

Increased proportion of CD127°YPD-1"" T cells after septic shock

First, we evaluated CD127 surface expression on circulating CD4+ and CD8+ T cells
from patients and HV (Fig. 1A). CD127 expression on the membranes of CD4+ and CD8+ T
cells did not differ between septic shock patients and HV at any time-point. We only
observed a slight but not significant decrease on CD8+ T cells at D3. The expression of cell
surface CD127 corresponding transcript IL7R1 was similar between purified T cells from
septic shock patients and HV (Fig. 1B). This result is in agreement with the absence of
regulation of CD127 expression on T lymphocyte surface. Thus, membrane IL-7R expression
is not strongly deregulated at both protein and transcript levels in septic shock patients’ T

cells compared to HV.

We then investigated whether CD127 expression might be deregulated on some

specific T cell subpopulations. In particular, the CD127"°“PD-1"8" phenotype has been
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proposed as a marker of T cell exhaustion in several clinical contexts (22, 34). We therefore
measured PD-1 and CD127 expressions on circulating T cells from septic shock patients and
HV. In accordance to the literature (13), we observed that PD-1 was significantly
overexpressed on CD4+ T cells at D3 in septic shock patients compared to HV
(Supplementary Fig. 1). Meanwhile, the percentage of CD127°*PD-1"8" CD8+ T cells was
significantly increased in septic shock patients at D3 and D7 compared to HV. A similar trend

was observed in CD4+ T cells (Fig. 1C-D).

CD127°"PD-1"9" T lymphocytes expressed HLA-DR, a late activation marker on T cells

In addition to being a marker of T cell exhaustion, PD-1 expression is known to be
increased on T cells after activation (35). Thus we next evaluated whether this CD127"°“PD-
1Mieh phenotype was associated with increased expression of activation markers on T
lymphocytes after septic shock. For this, we used an unsupervised computational approach
using a SPADE algorithm to cluster cells in nodes according to their expressions of
activation/exhaustion markers measured by flow cytometry. Cell surface marker expressions
in each node in septic shock patients and HV is presented in Supplementary Figure 2. Cell
surface expression of the different markers in each node are summarized in Figure 2A. First,
it was observed that, among the different nodes, PD-1 was highly expressed only on node
number 3 in both CD4+ and CD8+ T cells (Fig. 2A). Moreover, node number 3 in CD4+ and
CD8+ T cells also displayed a CD127"" phenotype, thus corresponding to CD127"°PD-1"e" T
cells previously mentioned. Interestingly, this CD127°*pD-1"e" phenotype was associated

with a high expression of HLA-DR, a late activation marker on T lymphocytes, but not of
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CD38 and CD25 (earlier activation markers) on both CD4+ and CD8 T cells (Fig. 2A) (36).
Finally, the proportion of this specific T cell subpopulation in CD4+ T cells was significantly
increased in septic shock patients compared to HV, and a similar trend was observed in CD8+
T cells (Fig. 2B). In contrast, no differences were found between patients and HV in the

proportions of other nodes (data not shown).

We therefore show that the proportion of CD127°“PD-1"8" T Iymphocytes is
increased after septic shock and that these cells concomitantly express high levels of HLA-DR,

a late activation marker.

The increased proportion of CD127°"PD-1"" T cells occurred concomitantly with T

lymphocytes alterations in septic shock patients

Next, we assessed whether the CD127°"PD-1"&" phenotype occurred in septic shock
patients in parallel with altered T cell functionality. Thus we measured intracellular IL-2,
TNFa and IFNy productions after the ex vivo activation of T lymphocytes from patients and
HV. We observed that the percentage of IL-2 producing cells was significantly decreased
among CD4+ T cells at D1 and D3, and among CD8+ T cells at D1 in septic shock patients in
comparison to HV (supplementary Fig.3). In addition, the percentage of TNFa producing cells
was also decreased among CD4+ T cells at D1, but not in CD8+ T cells after septic shock
(Supplementary Fig.3). When evaluating the proportion of polyfunctional T cells, we showed
that the proportion of triple positive CD4+ and CD8+ T cells (ie IL-2+TNFa+IFNy+ producing
cells) was greatly reduced at D1 in septic shock patients compared with controls (Fig. 3A).
This decrease was also observed in CD8+ T cells and persisted until D7 after the onset of
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shock. In comparison, the proportion of triple negative CD4+ T cells (i.e. cells producing none
of the three cytokines) was increased at D1 and D3, but no strong modifications were
observed in CD8+ T cells (Fig. 3B). To note, we observed that the percentage of triple
positive CD4+ T cells at D1 was inversely correlated with SOFA score (r=-0.65, p-value= 0.02)

at admission.

This highlights that, concomitantly with the increased proportion of CD127"°“PD-
1"e"HLA-DRMEN lymphocytes, circulating T cells present functional alterations in septic shock

patients.

Sepsis-induced CD127°*pD-1"e" phenotype and functional T cells alterations are reproduced

ex vivo after TCR activation

As CD127 and PD-1 are known to be regulated on T cells following activation, and in
light of the high HLA-DR expression on CD127"°"PD-1"8" T cells, we hypothesized that T cell
activation through TCR may play a role in the occurrence of this specific phenotype in septic
shock patients’ T cells. We also further questioned whether such initial activation could lead
to functional alterations to a second TCR challenge as observed in septic shock. To test this
hypothesis, we evaluated phenotype and functions of purified T cells from HV following ex

vivo TCR activation.

Purified T cells from HV were cultured for five days with aCD3/28, mimicking
complete TCR activation. CD3 stimulation alone, mimicking incomplete TCR activation (29),
and non-stimulated T cells were used as a control. When evaluating the proportion of

CD127°"PD-1"8" T cells, we observed that this population was only induced in fully activated
17



CD4+ and CD8+ T cells, but not in T cells stimulated through CD3 alone or cells left untreated
(Fig. 4A). Moreover, CD127"°“PD-1"8" T cells represented a large proportion of T cells in this
experimental condition: around 30 % of CD4+ and 50 % of CD8+ T cells. We also observed
that CD3/28 activated T cells expressed high levels of HLA-DR in comparison to non-
stimulated T cells, or cells stimulated through CD3 alone (Fig. 4B). As a result, we show that a
complete TCR activation ex vivo of purified T cells from healthy donors led to a strong
induction of CD127°*PD-1"8" T cells and HLA-DR expression, as observed in septic shock

patients.

We then tested whether such activated T lymphocytes also presented with functional
alterations to a second stimulation ex vivo as observed in patients. T cells activated ex vivo
were subsequently activated with aCD2/3/28 and their cytokine production and
proliferation measured (Fig. 5). As observed in septic shock patients, the percentages of
triple positive IL-2+TNFo+IFNy+ T cells were markedly decreased in the aCD3/28 activated
condition compared to the non-stimulated condition both in CD4+ and CD8+ (Fig. 5A) T cells.
The percentages of triple negative IL-2-IFNy-TNFa- T lymphocytes were also markedly
increased in CD8+ T cells and with a strong trend in CD4+ T cells (Fig. 5B). Upon incomplete
TCR activation with CD3 stimulation alone, the percentages of triple positive cells among
CD4+ and CD8+ T cells were slightly decreased, whereas the percentages of triple negative
cells were stable among CD4+ and slightly increased among CD8+ T cells in comparison to
non-stimulated T cells. Regarding T lymphocyte proliferation, T cell activation through
aCD3/28 stimulation induced a significant decrease in both CD4+ and CD8+ proliferating T
cell following a second activation (Fig. 5C). Incomplete activation with aCD3 induced no
major difference in the proliferation for both CD4+ and CD8+ T cells (Fig. 5C).
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IL-7 partially restored T cell functionality in the ex vivo model of TCR activation

As IL-7 has been shown to efficiently restore sepsis-induced T cell proliferation in
septic patients’ T cells ex vivo, and in murine models of sepsis (10, 14), we tested IL-7
efficacy in restoring a functional status in the current model of TCR activation of T cells from
HV. After the activation phase with aCD3/28, T cells purified from HV were re-stimulated ex

vivo in the presence or absence of IL-7 and proliferation was measured.

We observed that the percentages of proliferating T cells were significantly increased
in presence of IL-7 for both CD4+ and CD8+ T cells compared with T cells stimulated in the
absence of this cytokine (Fig. 6). This signified that, in this model of TCR activation as
observed in T cells from septic shock patients, IL-7 could improve T cell proliferation. This
final result further supports the capacity of our model to reproduce ex vivo sepsis-induced

intrinsic T cell alterations.

Overall, the present model of TCR activation of T cells from healthy donors
reproduced ex vivo phenotypic and functional alterations of T cells, as described in septic
shock patients. In addition, as observed in patients, decreased proliferation could be

improved by IL-7 in this model.
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Discussion

In the present study we showed that, despite the absence of a global regulation of
CD127 expression on CD4+ and CD8+ T cells, the proportion of CD127"°"PD-1"¢" cells among
T lymphocytes was higher in patients than controls, as were T lymphocyte functional
alterations. Interestingly, ex vivo TCR activation of purified T cells from HV also produced the
increased proportion of CD127"°"PD-1"8" T cells and their strong functional alterations. In
this model, as observed in patients (10), IL-7 could improve T cell proliferation. This suggests
that initial T cell activation through TCR likely participates in sepsis-induced T cell
immunosuppression. Moreover, we describe an ex vivo model to further investigate the
pathophysiology of sepsis-induced T cell immunosuppression as well as to test innovative

immunostimulant treatments ex vivo.

A recent reappraisal in sepsis pathophysiology has led to a significant gain of interest
for the central role of acquired immunosuppression in this clinical context (1). Sepsis, and in
particular septic shock, are associated with the development of immune dysfunctions
affecting both innate and adaptive immune responses (6). Importantly, intensity and
duration of sepsis-induced immune alterations are associated with increased risk of
secondary infections and mortality, therefore identifying immune alterations as a novel
therapeutic target in sepsis (8, 37). T lymphocyte response is highly dysfunctional in patients
and a state of T cell exhaustion rapidly develops after sepsis (8, 11). Indeed, lymphocyte
count, phenotype, and effector functions are markedly altered in patients and are associated
with an increased risk of deleterious outcome (8, 37). In this context, IL-7 has been recently

evaluated as an immuno-adjuvant therapy in sepsis and the first phase Il clinical trial has just
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been completed (16). This first study indicated the capacity of the IL-7 treatment in restoring
T cell count in septic shock patients with severe lymphopenia, in absence of any severe side
effect. Therefore it appears worthwhile to further delineate the expression of its specific cell

surface receptor in septic shock patients.

Overall we did not observe any major regulation of membrane IL-7R expression on
circulating T cells, at neither the protein nor the transcriptional level. This is consistent with
results from Boomer et al. who also observed a similar CD127 surface expression in septic
patients’ T cells 24 h after the onset of shock compared to HV (12). The overall absence of
membrane IL-7R regulation in patients strengthens the use of IL-7 in septic shock, and is
consistent with preliminary data in preclinical models of sepsis which showed the efficacy of
this molecule in restoring sepsis-induced T cell alterations (10, 14, 15, 38). Moreover, CD127
surface expression was reduced in septic shock patients’ T cells following IL-7 treatment and

could therefore be evaluated as a biomarker of the efficiency of IL-7 therapy (16).

This absence of global regulation of CD127 on total CD4+ and CD8+ T cells in septic
shock patients does not preclude the regulation of this molecule on any specific T cell
subpopulation. In particular, the CD127"°"pD-1"e" phenotype has been described in clinical
contexts characterized by T cell exhaustion, such as cancer, HIV and HCV infections, but has
never been evaluated in sepsis. For example, CD127"°"PD-1"8" T cells were identified in
tumor infiltrating T lymphocytes from ovarian cancer patients and in liver infiltrating T
lymphocytes from HCV patients (23, 24). Moreover, these CD127"°PD-1"8" HCV specific T
cells showed an altered proliferation upon ex vivo stimulation (25). Trautman et al.
evaluated the functionality of CD8+ CD127"°"“PD-1"8" HIV specific T cells (26). Upon ex vivo

activation, these cells presented an altered production of IL-2 and TNFa. The culmination of
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these results led to the description of the CD127°*pD-1"e" phenotype as an exhaustion
marker (22). Interestingly, we describe here for the first time a higher proportion of
CD127°"PD-1"8" T cells in septic shock patients compared to HV in both CD4+ and CD8+ T
cells. This phenotype occurred in parallel with T cell functional alterations such as decreased
cytokine production ex vivo, illustrating the development of T cell exhaustion in septic shock
patients, as observed in chronic viral infections. This reinforces the similarities between T
cell exhaustion in chronic viral infection and in sepsis. However, further studies should be
initiated to better characterize this population in septic shock patients with regards to
cellular functionality for example. Furthermore, as proposed in other clinical contexts, this
suggests that the proportion of CD127°"PD-1"8" T cells could be evaluated as a specific

biomarker of T cell dysfunctions in septic shock.

In addition, we showed that these cells also expressed the late activation marker
HLA-DR. A similar phenotype CD127°"*PD-1""HLA-DR™®" was already described in tumor
infiltrating T lymphocytes from metastatic melanoma patients, and was associated with an
exhausted CD8+ T cell functionality (39). Meanwhile the mechanisms leading to T cell
alterations are not fully understood. The co-expression of a late activation marker in parallel
with a characteristic phenotype of T cell exhaustion suggests a potential role for T cell
activation in the development of T cell alterations following septic shock. Similarly, Borken et
al. recently showed that naive T cells from chronic critically ill patients present an activated
phenotype (40). In another study, expression of CD69, an activation marker, in T cells of
septic patients increased twofold compared to non-septic critically ill patients (41). In other
clinical contexts of exhaustion, chronic T cell activation occurred and could thus lead to T cell
exhaustion (7). Furthermore, this potential role for T cell activation is supported by ex vivo
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data. Indeed, we showed that after ex vivo TCR activation, and as observed in septic shock
patients, the proportion of CD127"°"PD-1"8" T cells was markedly increased compared to un-
stimulated cells or cells stimulated through CD3 alone. Additionally, these cells were
unresponsive to a second TCR activation showing decreased percentages of polyfunctional
CD4+ and CD8+ T cells and decreased cell proliferation. Finally, the present model of TCR
activation of purified T cells from HV reproduced the ex vivo phenotypic and functional

alterations that were observed in septic shock patients.

To note, in our model, only full TCR activation through CD3/28 co-activation led to
similar phenotypic and functional alterations to those observed in septic shock patients.
Indeed, stimulation through CD3 alone did not reproduce these dysfunctions. In particular,
the occurrence of CD127"°VpD-1"e" phenotype was only observed upon full TCR activation
and in septic shock patients. Previous studies in mice and in humans showed that TCR
crosslinking with anti-CD3 Ab in the absence of a co-stimulatory signal induced T cell anergy
(44). While we observed that such experimental conditions led to altered T cell response, in
particular in regard to cytokine production capacity, such a model of T cell anergy did not
replicate sepsis-induced T lymphocyte alterations. This suggests that T cell alterations
described in septic shock patients are probably more related to the phenomenon of
exhaustion, as reported in chronic viral infections and cancer, than to anergy. These
similarities should be further explored in dedicated experiments, for example by comparing

T cell transcriptional profiles in these different conditions.

Finally, we showed that IL-7 improved T cell proliferation in our model, as observed
ex vivo with T cells from septic patients (10, 15). This further reinforces the capacity of our

model to recapitulate sepsis-induced intrinsic T cell alterations. Our model constitutes a tool
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to monitor the efficiency of immuno-adjuvant treatments on T cells. To our knowledge, this
is the first ex vivo model to reproduce phenotypic and functional T cell alterations observed
in patients. This model could be used to investigate pathophysiological mechanisms leading
to these alterations in septic shock. For example, a recent study from our group showed that
altered metabolism plays a role in the sepsis-induced T cell alterations (45). This represents a
potential pathophysiological mechanism to explore in the current ex vivo model. Preliminary
data are already available in the literature. Patsoukis et al. showed that an increased
expression of GLUT-1 following TCR activation was inhibited if T cells were pre-activated
compared to non-pre-activated T cells (46). This is very similar to the absence of GLUT-1

induction upon ex vivo activation that is observed on T cells from septic shock patients (45).

In conclusion, we present here an evaluation of CD127 expression, and more
specifically of CD127°"“PD-1"8" phenotype, in parallel with T cell activated/exhausted status
in septic shock patients. We also developed an ex vivo model of TCR activation-induced T cell
alterations. Our results suggest that T cell activation may participate in sepsis-induced T
lymphocyte exhaustion in patients through the induction of CD127°“PD-1"8" T cells. The
massive initial T cell activation in sepsis could have a role in the onset of T cell exhaustion in
a similar but accelerated way, as is the case in chronic T cell activation in cancer and chronic
infections. Further comprehension of such activation-induced T cell exhaustion is now
mandatory in order to improve our understanding of the pathophysiology of sepsis-induced
T cell alterations, to develop innovative biomarkers and immuno-adjuvant therapies to
restore normal lymphocyte functions in patients. Moreover, the CD127°“PD-1"8" T cell
subpopulation should be further investigated given its potential role as a specific marker of T
cell immunosuppression in septic shock.
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Figure legends

Figure 1

CD127 expression and CD127"°"PD-1"8" T cells in septic shock patients and healthy
volunteers (HV). (A) Cell surface expression of CD127 was measured by flow cytometry on
septic shock patients’ CD4+ (left panel) and CD8+ T cells (right panel) at day 1 (D1, n=15), day
3 (D3, n=21) and day 7 (D7, n=10) after the onset of shock in comparison with HV (n=20).
Results are expressed as Median of Fluorescence Intensity (MFI) on selected CD4+ and CD8+
T cells. (B) Expression of IL7R1 mRNA transcript, coding for cell surface CD127, was measured
using RT-qPCR extracted from RNA from purified T cells at D1 (n=13), D3 (n=20) and D7 (n=7)
for septic shock patients in comparison with HV (n=18). (C) One example of a CD127 and PD-
1 staining among CD8+ T cells in one HV and one septic shock patient are represented. (D)
The percentage of CD127"°YPD-1"8" among CD4+ (left panel) and CD8+ T cells (right panel) at
day 1 (D1, n=15), day 3 (D3, n=21) and day 7 (D7, n=10) after the onset of shock in
comparison with HV (n=20) is represented. Data are presented as Tukey boxplots. Mann-

Whitney tests were used to compare values between septic shock patients and HV, *p<0.05.

Figure 2

SPADE analysis. T cell phenotype was evaluated using a SPADE algorithm based on the
expression of different markers measured by flow cytometry on whole blood samples from
septic shock patients at day 3 after the onset of shock (D3, n=17) and in HV (n=14). CD4+ and
CD8+ T cells from patients and donors were clustered in nodes based on their similarities of
expressions of CD127, CD38, HLA-DR, PD-1, FoxP3 and CD25. One tree containing four nodes

was built for CD4+ T lymphocytes and one tree containing three nodes for CD8+ T cells. (A)
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Both in HV and patients, relative expressions for each marker in each node based on the
Median of Fluorescence Intensity (MFI) were compared and represented through a
heatmap. These levels of expression were normalized (centered and reduced) and were
color-coded from blue (low expression) to red (high expression). Node 3 corresponding to
CD127°"PD-1"" has been highlighted in both CD4+ and CD8+ T cells. (B) The proportion of
node 3 is represented among CD4+ (left panel) and CD8+ T cells (right panel) for septic shock
patients and HV. Data are presented as Tukey boxplots. Mann-Whitney tests were used to

compare values between septic shock patients and HV, *p<0.05.

Figure 3

Cytokine production in septic shock patients’ T cells compared to healthy volunteers (HV).
Intracellular IL-2, TNFa and IFNy staining was performed after three hours of T cell activation
using PMA/lonomycin in whole blood samples from septic shock patients at day 1 (D1,
n=14), day 3 (D3=18) and day 7 (D7, n=10) after the onset of shock in comparison with HV
(n=18). The percentages of polyfunctional cells simultaneously producing the three cytokines
(A) or none of the three cytokines (B) are represented among CD4+ (right panel) and CD8+
(left panel) T cells. Data are presented as Tukey boxplots. Mann-Whitney tests were used to

compare values between septic shock patients and HV, *p<0.05, **p<0.01.

Figure 4
Expansion of CD127°"“PD-1"¢" T cells in an ex vivo model of TCR activation of purified T cells
from healthy volunteers (HV, n=9). Purified T cells were activated with anti-CD3/28 antibody

coated beads (aCD3/28, 1:1 bead to cell ratio), anti-CD3 antibody coated beads (aCD3, 1:1
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bead to cell ratio), or not stimulated (NS) during five days. The percentage of CD127"°*PD-
1Mieh (A) as well as the percentage of HLA-DR (B) positive cells were measured by flow
cytometry among CD4+ (left panel) and CD8+ T cells (right panel). Data are presented as

Tukey boxplots. Mann-Whitney paired tests were used to compare values between non-

stimulated and activated conditions, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Figure 5

Altered T cell functionality in an ex vivo model of TCR activation of purified T cells from
healthy volunteers (HV, n=9). Purified T cells were activated with anti-CD3/28 antibody
coated beads (aCD3/28, 1:1 bead to cell ratio), anti-CD3 antibody coated beads (aCD3, 1:1
bead to cell ratio) or not stimulated (NS) for five days. T cells were then activated a second
time with anti-CD2/3/28 antibody coated beads (aCD2/3/28, 1:1 bead to cell ratio) for 3
days. Intracellular IL-2, TNFa and IFNy staining was performed. The percentages of cells
producing the three cytokines simultaneously (A) or none of the three cytokines (B) are
represented for CD4+ (left panel) and CD8+ T cells (right panel). (C) The percentages of
proliferating cells are represented for CD4+ (left panel) and CD8+ T cells (right panel). Data
are presented as Tukey boxplots. Mann-Whitney paired tests were used to compare values

between non-stimulated and stimulated conditions for, *p<0.05, **p<0.01.

Figure 6
Effect of IL-7 treatment on T cell proliferation in an ex vivo model of TCR activation of
purified T cells from healthy volunteers (HV, n=9). T cell proliferation was evaluated on

aCD3/28 pre-activated T cells after three days of activation using aCD2/3/28 antibody
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coated beads in the presence and absence of IL-7. Results are presented for CD4+ (left
panel) and CD8+ T cells (right panel). Mann-Whitney paired tests were used to compare

values with IL-7 to those without, *p<0.05.
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Figure 2

CD4+ T cells CD8+ T cells

l High expression

. Low expression

CD38

Node 1 Node 2 Node 3 Node 4 Node 1 Node 2 Node 3

| cp4 | cp8
| .
-1
L 60 .
I
' 30
Lo
o 201
g
20
§1o! ]
0 0
HV  Septic shock HV  Septic shock
patients patients

40



Figure 3

*x

D1 D3 D7

HV

g
< si@2 L

=]

=]

~N -
DANL+Z-T+ANSI %

ﬁ

*6Ss

L1

¢ & ©
-
-
»

m (=}

=]

sijea | Buowe -uuz.r.w-._“..MZ.m_ %

D1 D3 D7

HV

D1 D3 D7

HV

41



% HLADR+ among T cells

W o cD127°"PD1"" among T cells 2>

CD4 CD8
*kk 80 Hokek
| | 1
0  —— ) 60
40 40
20 20
O m—tf— —3— 0 =.= +
NS aCD3 aCD3/28 NS aCD3 aCD3/28
CD4 CcD8
|
*k ?5 wk
20
50
10
25 T
of—— T g
NS aCD3 aCD3/28 NS CD3 aCD3/28

42




Figure 5
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Table I. Clinical characteristics of septic shock patients. Blood samples were obtained from
31 septic shock patients after the onset of shock. For clinical parameters, categorial data are
presented as numbers of cases and percentages of the total population in brackets.
Continuous data and biological parameters are presented as medians and interquartile
ranges [Q1-Q3]. SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score Il) and Mac Cabe score were
calculated on admission. SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) score was measured

after 24h of ICU stay. mHLA-DR (AB/C): number of anti-HLA-DR antibodies bound per

monocyte.
Parameters Septic shock patients (n=31)
Sexe, M 19 (62 %)
Age, years 72 [63.5-76.5]
SAPS 1l 60 [49.5-75.5]
SOFA (n=29) 8 [8-11]
Charlson co-morbidity score
4 (13 %)
1 13 (42 %)
>1 14 (45 %)
Mac Cabe Score (n=30)
Non-fatal disease 19 (63 %)
Ultimately fatal diseases 9 (30 %)
Rapidly fatal diseases 2(7%)
Initial infection
Pneumopathy 1(3%)
Abdominal infection 12 (39 %)
Urinay infection 4 (13 %)
Gastro-intestinal infection 2 (6 %)
Other 12 (39 %)
Type of admission
Medical 19 (61.5 %)
Emergency Surgery 11 (35.5 %)
Elective surgery 1(3%)
Microbiological documentation
Gram negative 8 (26 %)
Gram positive 8 (26 %)
Other 1(3%)
Non-documented 14 (45 %)
Mortality at D28 8 (27 %)
Nosocomial infections 1(3%)
Lactate at D1 (mmol/L) (n=19) 2.5[1.65-3.2]
Lymphocytes at D3 (G/L) (n=21) 1.05 [0.55-1.45]
mHLA-DR at D3 (AB/C) 7748 [2987-12532]
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Supplementary Figure 1

PD-1 expression in septic shock patients T cell in comparison to healthy volunteers (HV). Cell
surface expression of PD-1 was measured on septic shock patients’” CD4+ (left panel) and
CD8+ T cells (right panel) at day 1 (D1, n=15), day 3 (D3, n=21) and day 7 (D7, n=10) after the
onset of shock in comparison with HV (n=20). Results are expressed as Median of
Fluorescence Intensity (MFI) on selected T cell subpopulation. Mann-Whitney tests were

used to compare values between septic shock patients and HV, *p<0.05.
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Supplementary Figure 2

Markers expression on each node. T cell phenotype was evaluated using a SPADE algorithm
based on the expression of different markers measured by flow cytometry on whole blood
samples in septic shock patients at day 3 after the onset of shock (D3, n=17) and in HV
(n=14). CD4+ and CD8+ T cells from patients and donors were clustered in nodes based on
their similarities of expression of PD-1, CD127, HLA-DR, CD38, CD25 and FoxP3 markers. One
tree containing four nodes was built for CD4+ T cells and one tree containing three nodes for
CD8+ T cells. The Median of Fluorescence Intensity (MFI) of the different markers for each
node are represented on CD4+ (A) and CD8+ (B) T cells. Data are presented as Tukey

boxplots.
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Supplementary Figure 3

Septic shock patients T cell cytokine production in comparison to healthy volunteers (HV).
Intracellular IL-2, TNFa and IFNy staining was performed after 3 h of T cell activation using
PMA/lonomycin in whole blood samples from septic shock patients at day 1 (D1, n=14), day
3 (D3=18) and day 7 (D7, n=10) after the onset of shock in comparison with HV (n=18). The
percentages of cells producing each cytokine (IFNy: left panel, IL-2: middle panel and TNFa
right panel) are represented among CD4+ (A) and CD8+ T cells (B). Data are presented as
Tukey boxplots. Mann-Whitney tests were used to compare values between septic shock

patients and HV, *p<0.05, **p<0.01.
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6. An optimized protocol for adenosine triphosphate quantification in T

lymphocytes of lymphopenic patients

Contexte

Dans plusieurs contextes cliniques, la mesure de la concentration d’ATP dans les lymphocytes T a
été proposée comme biomarqueur du statut immunitaire et prédictif d’infections secondaires.
Cependant, I'utilisation d’un tel biomarqueur chez des patients lymphopéniques nécessite une

adaptation du protocole de dosage.

Description

Nous avons optimisé les conditions expérimentales du protocole de mesure de la concentration
d’ATP a partir de lymphocytes T de volontaires sains. Nous avons évalué l'impact du type
d’anticoagulant de I"échantillon sanguin, I'effet des cycles de congélation/décongélation, la dilution
optimale du tampon et le mélange du réactif et de I’échantillon. Nous avons également amélioré le délai
d’obtention des résultats en diminuant le temps d’incubation de 8 heures a 30 minutes. Nous avons
déterminé la dose optimale de stimulant permettant d’évaluer I'augmentation de la concentration
d’ATP suite a une activation des lymphocytes T. Enfin, nous avons déterminé que le nombre minimal de
lymphocytes T nécessaire pour cette mesure était de 50 000 cellules, une valeur compatible avec la

lymphopénie présente dans certains contextes cliniques.

Conclusion

Les conditions expérimentales de la mesure de I'ATP ainsi optimisées permettent l'analyse
d’échantillons cliniques de patients lymphopéniques et I'étude de I'association entre le métabolisme des

lymphocytes et I'altération de leur phénotype et de leur fonctionnalité.

Cette article a été publié dans The Journal of Immunological Methods en 2016.
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1. Introduction

Warburg described 60 years ago metabolic disturbances in cancer
cells (Warburg, 1956). Over the past decades, the central role of cellular
metabolism in cell and organ function has become progressively under-
stood, particularly in immune cells (Buck et al., 2015). Metabolic profile
seems to underlie the polarization (Gerriets and Rathmell, 2012; Jha et
al., 2015) and the level of activation (Delgoffe and Powell, 2015) of these
cells.

T lymphocytes play a central role in the immune response to any
type of aggression. Interestingly, preferred metabolic pathways for en-
ergy production and biosynthesis of cellular elements differ between
naive, activated, and memory T cells (Maclver et al., 2013). Indeed,
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bioMérieux, Hopital Edouard Herriot, Pavillon P, 5éme étage, 5, place d'Arsonval, 69003 Lyon,
France.
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0022-1759/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

their effector functions are sustained by a potent activation of their met-
abolic machinery (Maciolek et al., 2014; Pearce et al., 2013). Conse-
quently, a measurement of T cells metabolic profile could be a
surrogate marker of lymphocyte function and global immune
competence.

Adenosin-5’-tri-phosphate (ATP) is one of the most important ener-
getic substrates. The high amount of energy needed to cover effector
functions of activated T lymphocytes is supplied by an important up-
regulation of the cell metabolic machinery, which can be approached
by the measurement of intracellular ATP concentration. In solid organ
transplantation, intra-lymphocyte ATP concentration is associated
with adverse events, from acute rejection to opportunistic infections
(He et al., 2013; Kobashigawa et al., 2010; Kowalski et al.,, 2003, 2006).

Lymphopenia is common among hospitalized patients, especially in
the intensive care unit (Castelino et al., 1997; Grossbard et al., 1984),
and is associated with higher mortality (Drewry et al., 2014;
Heffernan et al., 2012; Vulliamy et al., 2015) and higher risk of infection
(Drewry et al., 2014; Felmet et al., 2005; Gouel-Chéron et al., 2012;
Rajan and Sleigh, 1997). Moreover, the small amount of blood sampled
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for laboratory tests limits the quantity of lymphocytes available for ATP
measurement. We thus decided to adapt the protocol for ATP measure-
ments in lymphocytes to these constraints.

2. Materials and methods
2.1. Patient population and ethical concerns

Blood from healthy donors (n = 12) was provided by the French
blood bank institution (“Etablissement Frangais du Sang”). All donors
gave their explicit written consent for the use of their blood for biomed-
ical research purposes, according to local legislation. Blood samples
were collected in EDTA or heparinized tubes, anonymized upon dona-
tion, and sent to the laboratory at room temperature, to be processed
on the same day.

2.2. T cell purification from whole blood

Antibody-based negative selection was used to purify T lymphocytes
from healthy donors' whole blood according to manufacturer's instruc-
tions. A human T cell enrichment antibody cocktail (RosetteSep™,
StemCell Technologies, Grenoble, France) was added to the blood sam-
ple. This antibody cocktail contains a mix of anti-CD16 (present on NK
cells, monocytes, macrophages and neutrophils), anti-CD19 (B lympho-
cytes), anti-CD36 (platelets, red blood cells, monocytes), anti-CD56 (NK
cells), and anti-CD66b (granulocytes) antibodies. After a 10-min period
of incubation, the mix was diluted with an equal volume of DPBS 1X
(Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 1X, Gibco Life Technologies-
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), then carefully layered
over a density gradient medium (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare, Lit-
tle Chalfon, UK) in specially designed tubes with insert (SepMate™
tubes, StemCell Technologies).

The tubes were centrifuged at 1200g for 10 min at room temperature
(RT), leading to the isolation of a ring enriched with T lymphocytes lo-
calized in the plasma-Ficoll interface, which was collected by pipetting.
Residual red blood cells were lysed with Versalyse™ (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA).

2.3. Cell count and purity verification after purification procedure

At the end of the purification process, cells were counted with a flow
cytometer (Navios, Beckman Coulter) using LDS (LDS 751, Molecular
Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and calibration beads
(Flow-Count™ Fluorospheres, Beckman Coulter), which concentration
is known.

Quality of T cell purification was systematically controlled. Purified
cells were labeled with an anti-human CD3-Pacific Blue antibody
(IOTest®, Beckman Coulter) and LDS. Sample was then processed in a
flow cytometer (Navios, Beckman Coulter), and double positive
(CD3 +/LDS +) cells were gated. The mean sample purity was 93.6 +
3.5% of T lymphocytes.

2.4. Ex vivo culture and stimulation

Purified T cells were diluted in RPMI (Roswell Park Memorial Insti-
tute) complete medium to achieve a concentration of 1.10° cells/mL.
RPMI complete medium is a RPMI 1640 medium (Eurobio, Les Ulis,
France), supplemented with 10% human AB serum (Life Technologies),
200 pg/mL amphotericin B (Gibco), 1000 IU/mL penicillin (Eurobio),
1000 pg/mL streptomycin (Eurobio), and 200 mM L-glutamine
(Eurobio).

The obtained cellular solution was then distributed into two wells of
a low-binding Costar® 24-wells cell culture plate (Corning®, Corning,
NY, USA). One well was added with PHA (phytohaemagglutinin,
Remel-Oxoid, Dardilly, France) at concentrations ranging from 0.2 to
4 ng/mL, or with anti-CD2/CD3/CD28 antibody-coated beads (T cell

activation/expansion kit, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
at concentrations ranging from 0.5 to 2 beads per cell, to represent the
stimulated condition, while the other well represented the
unstimulated condition. Finally, the cell culture plate was incubated in
standard conditions (37 °C, 5% CO,) for a duration ranging from 0.5 to
24 h.

Every cell culture experiments presented in this study were per-
formed on freshly purified cells. The effect of a freeze and thaw cycle
on T cell capacity to produce ATP has never been evaluated in this study.

2.5. ATP quantitative determination

After incubation, cells were aliquoted to different cell numbers
(ranging from 25,000 to 100,000), then lysed (IP lysis buffer, Pierce,
Thermo Fisher Scientific). An ATP determination kit (Molecular Probes,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) based on a bioluminescent method was
used for measurement of intra-lymphocyte ATP concentration. In the
presence of ATP, firefly luciferase catalyzes the conversion of its sub-
strate D-luciferin into oxyluciferin, producing light in an ATP-propor-
tional manner, as shown in the reaction equation below.

Mg?-  oxyluciferin + AMP+

luciferin + ATP + O, e pyrophosphate + CO, + light

A reaction mix prepared according to manufacturer's instructions
was mixed with the samples. The emitted light was measured with a
spectrophotometer (Victor™ X4 Multilabel Plate Reader, Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) at a wavelength of 560 nm for 1 s. Samples and
standard curves were always processed in duplicates. Means of dupli-
cates were used to calculate ATP concentration in samples and stan-
dards. The mean measured luminescence of the blank, corresponding
to the background luminescence, was subtracted to all measurements.
ATP concentrations were calculated from the standard curve (ranging
from O to 1000 nM of ATP), generated from the ATP standard according
to manufacturer's instructions.

2.6. Results analysis

Unless specified, results are expressed as means of the duplicates for
each donor or points of the standard curves. Statistical analysis was per-
formed with R Studio® software (RStudio Inc., Boston, MA, USA). Com-
parisons between groups used non parametric tests, such as Wilcoxon,
Kruskal-Wallis and post-hoc Nemenyi tests, when appropriate. Paired
tests were performed for matched data. Repeated measures ANOVA
test was used to investigate buffer effect across time. Differences with
p-values lower than 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. Effect of blood anticoagulant and sample stability

3.1.1. EDTA vs heparinized tubes

We initially investigated whether the use of EDTA or heparinized
blood sample could significantly influence the result, by activating
cells or by interfering with one reagent. We compared T cell response
of two healthy donors - one sample in EDTA tube and another in hepa-
rinized tube for each donor. T cells were purified separately and stimu-
lated or not with PHA for 24 h. For each conditions, T cells were
aliquoted with four different cell numbers - 25,000, 50,000, 75,000
and 100,000. Although these results need to be confirmed on additional
samples, Wilcoxon signed rank test showed no significant difference be-
tween the two anticoagulants, neither in unstimulated (p = 0.469) nor
in stimulated (p = 0.109) samples (Fig. 1). To note, none of the other
experiments presented thereafter were performed on heparinized
tubes.
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Fig. 1. Effect of blood anticoagulant on ATP concentration in purified T cells. T cells were purified from two healthy donors. For each donor, whole blood samples were collected on EDTA
tubes (open circles) and heparinized tubes (black circles). T cells were left unstimulated (A) or stimulated with 4 pg/mL PHA (B), and incubated for 24 h at 37 °C, 5% CO,. Different numbers
of cells were used to measure ATP concentrations (25,000 to 100,000 cells). Samples were processed in duplicates; each point represents the mean of the duplicates corresponding to each

donor.

3.1.2. Sample stability after a freeze and thaw cycle

We studied the influence of a freeze and thaw cycle to evaluate sta-
bility of ATP concentration during the process. After fresh T cells from 7
healthy volunteers were incubated with or without PHA stimulation,
the obtained cell lysates were stored or not at — 20 °C before ATP dosage
to follow this protocol. We observed no significant difference in mea-
surements of ATP concentration between frozen and non-frozen T cell
samples (Fig. 2). Moreover, the statistically significant difference be-
tween ATP levels in stimulated and unstimulated T cells was preserved
after this freeze and thaw cycle. Storage of the cell lysate (obtained after
the whole experiment process) at — 20 °C had no impact on the ATP
concentration.

3.2. Repeatability and signal optimization
3.2.1. Reagent-sample sequence

The bioluminescent reaction between ATP contained in the samples
and the luciferin-luciferase complex from the reaction mix starts

immediately upon contact between reagents and samples. The fastest
the protocol and the measurement are performed, the more intense
the signal should be, thus providing more precise results. Using dilu-
tions from standard curve contained in the kit, we tested two proce-
dures - putting the reagent first in the wells and then adding the
samples, or putting the samples first in the wells and adding the reagent
next. Our results show that the second method provides a higher signal
(Fig. 3).

3.2.2. Optimal buffer and reaction time

According to manufacturer's instructions, ATP standard solutions
should be diluted in distilled water, whereas T cell samples are obtained
and stored in lysis buffer. We performed four standard curves to test
sample stability in both diluents and optimal reaction time after adding
reagents. We observed that the obtained bioluminescence intensity for
the highest point of the standard curve decreased while the incubation
time increased. However, the decrease was slower when samples were
diluted in lysis buffer than in distilled water. Moreover, the obtained
bioluminescence was significantly higher in lysis buffer than in distilled
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Fig. 2. Effect of freeze and thaw cycle on ATP concentration in purified T cells. T cells were purified from seven healthy donors. After 24 h incubation with 4 pug/mL PHA (grey boxes) or
without (NS, white boxes), ATP levels were measured in duplicates in samples containing 50,000 T cells before and after freezing of the obtained cell lysate. Wilcoxon signed-rank
tests were used to compare results between freezing conditions and between stimulated and unstimulated samples. Data are presented as Tukey boxplots. Bottom and top of the box
represent the first and third quartiles, respectively. The horizontal bar in the box represents the median value. Lower and higher extremities of the whiskers respectively represent the
lowest datum still within 1.5 inter-quartile ratio (IQR) of the lower quartile, and the highest datum still within 1.5 IQR of the upper quartile.
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Fig. 3. Effect of reagent order on ATP concentration measurement. Two procedures were tested to get the higher signal for the standard curves during the bioluminescent assay: the reagent
solution dropped first in well followed by the sample (open circles), and the samples dropped first in well followed by the reagent solution (black circles). Samples containing various
concentrations of standard ATP (0 to 1000 nM) were measured in duplicates for luciferin/luciferase-induced bioluminescence (in counts per second - cps). Each procedure was tested
3 times. Points represent the median of the 3 measures, error bars represent standard deviations.

water (p < 1.10™7). Variability was also lower when samples were dilut-
ed in lysis buffer (Fig. 4). Similar patterns were observed for the other
points of the standard curve (data not shown). Therefore, for an opti-
mized measure, it should be recommended to dilute standard solutions
in lysis buffer and to systematically incubate only 3 min with the reac-
tion mix solution before measuring bioluminescence.

3.3. Optimized experimental settings

3.3.1. Minimal cell number

We determined the minimal necessary cell number required to be
able to detect a difference in ATP concentrations while performing the
measure in stimulated and unstimulated T cells. We tested four T cell
numbers - 25,000, 50,000, 75,000 and 100,000. T cells were purified

from eight healthy donor's blood and stimulated or not with 4 pg/mL
PHA. As expected, T cell activation by PHA led to a significant increase
in ATP concentration in a cell number dependent manner (Fig. 5). We
observed that 25,000 T cells generated an, although detectable, very
weak signal. Fifty thousand T cells produced a higher bioluminescence
and were enough to highlight statistically different ATP concentrations
between stimulated and unstimulated samples. Higher cell numbers
did not result in enhanced difference between stimulated and
unstimulated conditions, neither in lower variability.

3.3.2. Influence of the dose of stimulant

We tested different concentrations of PHA (0.2, 0.4 and 4 pg/mL) on
T cells from five healthy volunteer's blood to evaluate any stimulant
dose-response. After 24 h incubation, we calculated the ratio for each
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Fig. 4. Effect of diluent and reaction time on ATP concentration measurement. Samples containing standard ATP 1000 nM were measured for luciferin/luciferase-induced bioluminescence
(in counts per second - cps), when diluted in IP buffer (white boxes) or in distilled water (grey boxes) at different incubation times: 3, 5, 8, 12, 15, 20 and 25 min. Repeated measures
ANOVA test was used to analyze the effect of diluent on ATP concentration measurement at the different incubation times. Data from 4 replicates are presented as Tukey boxplots.
Bottom and top of the box represent the first and third quartiles, respectively. The horizontal bar in the box represents the median value. Lower and higher extremities of the whiskers
respectively represent the lowest datum still within 1.5 IQR of the lower quartile, and the highest datum still within 1.5 IQR of the upper quartile. Similar pattern were observed for

other ATP concentrations samples (data not shown).
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Fig. 5. Effect of cell number on ATP concentration in purified T cells. T cells were purified from eight healthy volunteers. After 24 h incubation with 4 ug/mL PHA (grey boxes) or with no
stimulant (NS, white boxes), ATP levels were measured in duplicates in samples containing various number of T cells (25,000, 50,000, 75,000 and 100,000). Wilcoxon signed-rank tests
were used to compare results between stimulated and unstimulated samples for each cell number. Data are presented as Tukey boxplots. Bottom and top of the box represent the first and
third quartiles, respectively. The horizontal bar in the box represents the median value. Lower and higher extremities of the whiskers respectively represent the lowest datum still within

1.5 IQR of the lower quartile, and the highest datum still within 1.5 IQR of the upper quartile.

dose between ATP concentration in stimulated and unstimulated cells.
We observed a limited effect of the stimulant at low doses (0.2 and
0.4 pg/mL), but a more important effect at 4 pg/mL of PHA (p = 0.067
versus unstimulated samples, post-hoc Nemenyi test) (Fig. 6A). These
results suggest that 4 pg/mL of PHA remains the optimal dose to activate
T cell metabolism.

We also tested a second stimulant. We chose anti-CD2/CD3/CD28
antibody-coated beads to reproduce physiological activation of T cells.
Different beads to cell ratio were tested (0.5, 1, and 2) on purified T
cells from the same five healthy volunteer's blood. After 24 h of incuba-
tion, we calculated the ratio for each dose between ATP concentration in
stimulated and unstimulated cells (Fig. 6B). Overall comparison be-
tween the different beads/cell ratios with Kruskal-Wallis test revealed
a statistically significant p-value of 0.012. Post-hoc Nemenyi test further
demonstrated that the difference between unstimulated cells and cells
stimulated with a beads/cell ratio of 2 was statistically significant
(p = 0.0073). The difference between unstimulated cells and cells stim-
ulated with a beads/cell ratio of 1 showed a trend towards statistical sig-
nificance (p = 0.0984). To note, the rise in ATP concentration due to
stimulation was less important with beads than with PHA for a similar
number of stimulated T cells.

3.3.3. Effect of incubation duration

We initially chose 24 h as the duration of stimulation. We tested four
other time points (30 min, 1 h, 3 h, and 8 h) to determine which incuba-
tion time enables to obtain the greatest stimulation effect. The ratio of
ATP concentrations between stimulated and unstimulated cells at the
different time points are presented on Fig. 7. We observed a similar in-
crease (around 250%) at 0.5, 1, 3, and 24 h. 8 h of incubation led to the
greatest ratio and the lowest variability. However, a significant rise in
ATP concentration could be detected as early as 30 min after
stimulation.

4. Discussion
Our results describe how an intra-lymphocyte ATP quantification

protocol can be adapted to match clinical constraints where patients ex-
hibit lymphopenia.

Growing evidence demonstrates the link between bioenergetics and
lymphocyte function. While effector T cells rely mostly on aerobic gly-
colysis to produce energy and biomolecules (Donnelly and Finlay,
2015), regulatory T lymphocytes depend on exogenous fatty acid oxida-
tion to support oxidative phosphorylation (Loftus and Finlay, 2016;
Michalek et al., 2011). Memory T cells have an increased mitochondrial
mass, and use both oxidative phosphorylation and aerobic glycolysis
upon re-activation, allowing their rapid recall to an already known stim-
ulus (van der Windt et al., 2013). This balance between glucose and lipid
metabolism is driven by the AMPK-PI3K-Akt-mTOR pathway. mTOR is
predominant in activated and/or proliferative T cells, whereas AMPK
dominance leads to quiescent and regulatory T cells (Howie et al.,
2014). Thus, the differentiation and function of lymphocytes is linked
to their preferential energetic pathways (Gerriets and Rathmell,
2012). In line, markers of lymphocyte metabolic status have been pro-
posed as surrogate markers of lymphocyte functions.

Particularly, ATP synthesis by CD4 + T lymphocytes has been exten-
sively studied in the field of solid organ transplantation, as it may reflect
the global effect of the interaction between the combined immunosup-
pression drug regimen and the patient's immune system much better
than the plasma levels of each drug (Zeevi and Lunz, 2013). Indeed, an
accurate adaptation of immunosuppression is needed to minimize, on
the one hand the risk of infection and cancer due to over-immunosup-
pression, and on the other hand the risk of acute rejection caused by in-
sufficient immunosuppression. Lower ATP values have been associated
with infections, when higher ATP concentrations correlated with a
higher risk of graft rejection (Kowalski et al., 2006 ). Repeated measure-
ments of ATP production by CD4 + lymphocytes, rather than absolute
values, have been proposed to predict adverse events (Quaglia et al.,
2014). However, whether the low ATP responses measured during in-
fectious episodes reflect inadequate over-dosage of immunosuppres-
sive drugs or sepsis-induced immunosuppression remains unclear
(Bhorade et al., 2008).

Optimal ranges of immune response (expressed as ATP content in
CD4 + lymphocytes) have been proposed as a target to achieve bal-
anced immunosuppression (Kobashigawa et al., 2010; Kowalski et al.,
2006; Thai et al., 2006). A retrospective study also suggested an associ-
ation between all-cause mortality and a low CD4 + response during the
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Fig. 6. Effect of stimulant concentration on ATP concentration in purified T cells. T cells were purified from five healthy volunteers. After 24 h incubation with various doses of PHA (0.2, 0.4
and 4 pg/mL, A) or anti-CD2/CD3/CD28 antibody-coated beads (0.5, 1, and 2 beads per cell, B), ATP levels were measured in samples containing 50,000 T cells. Samples were processed in
duplicates. Data are presented as Tukey boxplots. Bottom and top of the box represent the first and third quartiles, respectively. The horizontal bar in the box represents the median value.
Lower and higher extremities of the whiskers respectively represent the lowest datum still within 1.5 IQR of the lower quartile, and the highest datum still within 1.5 IQR of the upper
quartile. Multiple comparisons between groups used Kruskal-Wallis test and post-hoc Nemenyi test.

post-transplantation early follow-up (Berglund et al., 2011). Very re-
cently, in a randomized controlled trial involving liver transplant recip-
ients, patients whose tacrolimus dosage was adapted according to ATP
response had a lower 1-year mortality, and fewer long-lasting infec-
tions. Although the difference did not reach statistical significance, re-
jections where also slightly more common in this group (Ravaioli et
al.,, 2015). These results support the rational for the measurement of
ATP concentration in T cells as a surrogate marker of global immune
functionality. However, the use of intra-lymphocyte ATP measurement
in clinical contexts characterized by very low circulating lymphocyte
number requires several technical optimizations. This represented the
goal of the current study.

First, we demonstrated that 50,000 T cells are sufficient to highlight
an increase in intracellular ATP between stimulated and unstimulated
cells. This low amount of lymphocytes will be easy to sample from lym-
phopenic patients' blood. De facto, 50,000 T cells can be purified from
less than 300 L of septic shock patients’ whole blood in our experience.
This optimized protocol can therefore be used in clinical settings. In ad-
dition, we believe that it is important to normalize the number of cells in
which ATP content is measured. Indeed, the number of T cells may be an
independent factor of the global immune response, represented by ATP
concentration. If no cell normalization is performed, differences in ATP
content may either reflect a modification of cell metabolism, or simply
a variation in the number of ATP-producing cells.
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Fig. 7. Effect of incubation time on ATP concentration in purified T cells. T cells were purified from four healthy volunteers. After various periods of incubation (0.5, 1,3, 8 and 24 h) with or
without 4 pg/mL PHA, ATP levels were measured in samples containing 50,000 T cells. Samples were processed in duplicates. Data are presented as Tukey boxplots. Bottom and top of the
box represent the first and third quartiles, respectively. The horizontal bar in the box represents the median value. Lower and higher extremities of the whiskers respectively represent the
lowest datum still within 1.5 IQR of the lower quartile, and the highest datum still within 1.5 IQR of the upper quartile.

Secondly, we showed that 8 h of stimulation led to the highest ratio
of ATP concentration between stimulated and control samples, with a
minimal variability. Interestingly, the effect of PHA stimulation could
be observed after a very short culture. Indeed, a greater than 100% rise
in ATP concentration was noted as early as 30 min after stimulation. A
similar increase could also be observed at all other time points. Conse-
quently, if this result is confirmed on a bigger cohort, the assay could
be drastically shortened. This is of great interest for a future routine clin-
ical application - being able to answer quickly to clinicians would facil-
itate the spread of this technique.

Third, we believe that a positive selection of T cells might modify
their metabolism, as the binding of CD4 + coated beads to lymphocytes
may result in the activation of intra-cellular pathways. We chose a neg-
ative selection to exclude all unwanted immune cells by crosslinking it
to red blood cells with a commercially available antibody cocktail,
allowing their elimination in the pellet during the density gradient cen-
trifugation step. With this technique, the proportion of T lymphocytes in
the purified samples is almost always higher than 90% in our
experience.

We first chose PHA as the stimulant of T lymphocytes. This lectin is a
potent stimulant that activates many intra-lymphocyte signaling path-
ways (Valentine et al., 1985). This stimulation is easily available in
most immunology laboratories, justifying its choice for a technique op-
timization process. We also evaluated anti-CD2/CD3/CD28 antibody-
coated beads, which provide the two signals needed to completely acti-
vate T lymphocytes via surface receptors (Li and Kurlander, 2010). For
both stimuli, we observed a dose-dependent response in ATP concen-
tration measurement. However, ATP concentration measured after
TCR stimulation with anti-CD2/CD3/CD28 antibody-coated beads was
much lower than with PHA for a similar number of stimulated T cells.
This might be related with the capacity of each stimuli to activate T
cells within the stimulation duration used in our experiment.

Among all immunological T cell tests available, the place of ATP
quantification remains to be precisely defined. Activated T cells require
energy as well as cellular elements to proliferate, which can both be
supplied by the metabolic switch towards aerobic glycolysis. As a result,
it would be interesting to explore if intra-cellular ATP concentration

correlates with reference functional T cell testings for example markers
of T cell proliferation, such as tritiated thymidine or 5-ethynyl-
2'deoxyuridine (EdU, a DNA base analog) incorporation, or cytokine
production. One could guess that such correlation may exist, but if not,
the ATP quantification test could be useful in cases where defects in en-
ergy production and cell proliferation are decoupled.

In addition, now that this experimental procedure for ATP concen-
tration measurement in lymphopenic patients has been designed, feasi-
bility of the implementation of this protocol in a routine practice now
needs to be evaluated. This will include the evaluation of the perfor-
mances of this test (intra- and interoperator repeatability, limit of de-
tection and limit of quantification of the method). It would also be
interesting to evaluate the effect of cryopreservation before culture
and stimulation on cell capacity to produce ATP. This should now be
performed in a further dedicated study.

This work presents several limitations. First, it would be interesting
to test other stimulants, like PMA/ION (phorbol myristate acetate/
ionomycin), which directly activates protein kinase C and NFAT path-
ways in the cytoplasm (Chatila et al., 1989; Suzawa et al., 1983), or
OKT3 for surface receptor-dependent activation. Indeed, different path-
ways for activation could induce different patterns of bioenergetic re-
sponse. Secondly, we chose to purify total T cells. It would be
interesting to compare whether ATP content variation after stimulation
are similar between CD4 + and CD8 + lymphocytes.

5. Conclusion

This study reports an optimization and standardization of the intra-
cellular ATP dosage protocol in T lymphocytes, making its use in lym-
phopenic patients possible. The cell number can be lowered to 50,000
T cells. This is compatible with limitations in clinical settings that dras-
tically reduce the number of T cells available. We also demonstrated
that incubation time, with or without stimulation by PHA, can be
lowered at least to 8 h, but may also be as short as 1/2 h. This will
allow a very quick answer to physicians, which is a critical point for
biomarkers.
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Regarding technical features, we determined that blood can be sam-
pled into EDTA or heparinized tubes, and that a freeze and thaw cycle of
the cell lysate obtained at the end of the experiment process did not af-
fect significantly the results, allowing concomitant processing of differ-
ent samples on the same lecture plate. We also proved that the sample
should be put in the reading plate before the reagent mix, that the solu-
tion used to dilute samples should be the lysis buffer rather than dis-
tilled water, and that the incubation time should be as short as 3 min
to ensure maximal signal and minimal variability.

In summary, our protocol for ATP determination in T lymphocytes is
characterized by 1) a normalized T cell number, 2) a very low number of
cells needed, 3) a very short incubation duration, 4) a negative selection
process, avoiding potential modifications induced by a positive selec-
tion. This lymphopenia-adapted protocol could now serve as a new
tool to further investigate T cells bioenergetics and its implications in
larger clinical studies, for example in the context of injury and sepsis-in-
duced immunosuppression.
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Discussion

Malgré les progres dans la prise en charge des patients, le sepsis reste aujourd’hui la premiéere cause
de mortalité en réanimation (418). Une réponse dérégulée du systéme immunitaire apparait chez les
patients septiques suite a une infection (4). La persistance de ce phénomeéne entraine des altérations du
systeme immunitaire dont l'intensité et la durée sont associées a un risque augmenté de déces et
d’infections secondaires (419). Lorsque la phase dimmunosuppression devient prédominante, les
lymphocytes T des patients septiques présentent des altérations phénotypiques et fonctionnelles
caractéristiques d’un état d’épuisement. Pour restaurer ces altérations, I'IL-7 est actuellement proposée
comme traitement immunostimulant. En effet, cette cytokine permet le maintien d’une population de
lymphocytes T fonctionnels. Dans des essais précliniques, le traitement par de I'lL-7 a permis
d’augmenter la survie dans des modeles murins de sepsis. Chez les patients, il a permis d’augmenter la
prolifération et la production ex vivo d’'IFNy des lymphocytes T et de diminuer leurs altérations
métaboliques (7, 8, 249, 264). De plus, les résultats du premier essai clinique de I'lL-7 dans le choc
septique ont récemment montré son efficacité dans la restauration du nombre de lymphocytes T chez
des patients atteints d’une lymphopénie sévére ainsi qu’une absence d’effet indésirable grave (9). L'IL-7
agit via son récepteur exprimé principalement a la surface des lymphocytes T matures et dont la chaine
spécifique est le CD127 (275). Il existe également une forme soluble sCD127 et différents transcrits ont
été identifiés (11). Des études ont évalué I'expression de ces différentes formes de maniére individuelle
mais aucune n’a mesuré I'ensemble des formes du récepteur de I'lL-7 en paralléle (5, 8). La régulation
de ce récepteur ne reste donc que partiellement comprise dans le contexte du sepsis. De plus, le
phénotype CD127°"PD-1"¢" est proposé comme marqueur d’épuisement des lymphocytes T dans
d’autres contextes cliniques comme le cancer ou les infections chroniques (379). Ce phénotype n’a
cependant jamais été étudié dans le sepsis.

L’objectif principal de ce travail de these se partageait en deux parties. Dans un premier temps, nous
avons étudié la régulation du récepteur de I'IL-7 dans le sepsis et évalué son utilisation comme
biomarqueur. Nous avons également étudié le phénotype CD127°“PD-1"" en lien avec les altérations
lymphocytaires T des patients septiques. Dans un second temps, I'objectif était de mettre au point un
modele ex vivo a partir de lymphocytes T purifiés de volontaires sains reproduisant les altérations
phénotypiques et fonctionnelles intrinseques des lymphocytes T de patients septiques. La mise au point
de ce modeéle avait pour but de mieux comprendre la physiopathologie des altérations des lymphocytes
T dans le sepsis mais également de créer un outil permettant d’explorer de nouveaux aspects de ces

altérations et de tester des traitements immunomodulateurs innovants.
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Le récepteur de I'lL-7 comme biomarqueur

Une étude du laboratoire avait mis en évidence une augmentation de la concentration plasmatique
de sCD127 chez les patients en choc septique en comparaison avec des volontaires sains (12). De plus,
une association entre la concentration plasmatique de sCD127 et la mortalité était observée. Nous
avons confirmé ces résultats sur une plus grande cohorte de patients de réanimation comprenant des
patients septiques et en choc septique mais également des patients non septiques polytraumayisés ou
brulés. La concentration plasmatique de sCD127 était plus faible chez les patients que le prélevement
effectué soit a J1, J3 ou J6 apres admission en comparaison avec les volontaires sains. En revanche, au
sein des patients, la concentration plasmatique de sCD127 était plus élevée chez les patients non
survivants a J7 et J28 sur des prélevements effectués respectivement a J1 et J3 aprés admission. Ces
résultats confirment le réle de la concentration plasmatique sCD127 comme marqueur de sévérité chez

les patients septiques et, plus généralement, chez les patients de réanimation.

Dans I'une de nos études, I'expression de différents transcrits du gene IL7R a été mesurée a partir
d’échantillons de sang total de patients en choc septique et de volontaires sains. L’association entre leur
expression et la mortalité a également été évaluée. Quatre designs spécifiques de PCR ont été mis en
place : un design ciblant 'ensemble des transcrits IL7R, un design ciblant le transcrit IL7R1 codant pour
le CD127, un design ciblant le transcrit IL7R3 codant pour une forme de sCD127 et un dernier design
ciblant le transcrit IL7R7 codant potentiellement pour une forme de sCD127. Sur une premiéere cohorte
de 30 patients en choc septique, I'expression de chacun des transcrits mesurés était diminuée chez les
patients a J1 et J3 apreés le diagnostic du choc septique en comparaison avec des volontaires sains. De
plus, leur expression a J3 était plus faible chez les patients non survivants a J28 en comparaison avec les
patients survivants. Ces résultats ont été reproduits sur une cohorte de validation de plus de 170
patients en choc septique. En utilisant un seuil déterminé a partir de la premiére cohorte, I'expression
des transcrits IL7R a J3 dans la cohorte de validation permettait d’identifier un groupe de patients avec
un risque de déces de plus deux fois supérieur a celui des autres patients. Une analyse multivariée avec
le SAPS Il a également permis de mettre en évidence une association indépendante entre I'expression
des transcrits IL7R1 et IL7R3 et la survenue du déces. Ces transcrits pourraient donc étre des
biomarqueurs de I'altération de la réponse immunitaire adaptative dans le choc septique. lls pourraient

ainsi étre utilisés comme marqueurs de stratification pour des thérapies immunoadjuvantes.

Ces résultats ayant été obtenus a partir d’échantillons sur sang total, nous avons reproduit ces
mesures a partir d’échantillons de lymphocytes T purifiés d’'une petite cohorte de patients en choc
septique et de volontaires sains afin de déterminer si la baisse d’expression observée des transcrits

venait uniguement de la lymphopénie ou également d’une régulation au sein des lymphocytes T. En
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effet, la plupart des patients sont lymphopéniques et les transcrits IL7R sont majoritairement exprimés
dans les lymphocytes T matures circulants. Nous avons observé une baisse d’expression des transcrits
IL7R3 et IL7R7 a partir de lymphocytes T purifiés de patients en choc septique en comparaison avec les
volontaires sains. En revanche, nous avons observé une expression similaire du transcrit IL7R1 chez les
patients et chez les volontaires sains. Ce résultat est concordant avec I'absence globale de régulation de
la protéine CD127 a la surface des lymphocytes T de patients. La baisse d’expression des transcrits IL7R3
et IL7R7 correspondant a des formes solubles semble donc étre indépendante de la lymphopénie car
elle est également présente sur lymphocytes T purifiés. A I'inverse, la baisse d’expression du transcrit
IL7R1 est observée uniquement sur sang total et semble donc étre principalement le reflet de la
lymphopénie. L'expression des transcrits IL7R3 et IL7R7 a partir de lymphocytes T purifiés corrélait avec
le score SOFA des patients en choc septique. Bien que ce résultat ait été obtenu sur une petite cohorte
de patients, I'expression des transcrits correspondant a des formes solubles sur lymphocytes T purifiés
de patients semblent étre associée a la sévérité du sepsis. Ainsi, ces transcrits pourraient étre des
marqueurs de l'altération des lymphocytes T associés a la sévérité. Dans I'optique d’utiliser I'expression
de ces transcrits en routine clinique, I'expression du transcrit IL7R1 pourrait étre un outil de
normalisation. En effet, son expression n’est pas régulée dans les lymphocytes T de patients en choc
septique par rapport aux volontaires sains. La baisse de I'expression du transcrit IL7R1 sur sang total
semble donc refléter la lymphopénie. Ainsi, normaliser |'expression des transcrits IL7R3 et IL7R7
mesurée sur sang total par I'expression du transcrit IL7R1 permettrait de s’affranchir de I'effet de la

lymphopénie.

Lors de I'étude de I'expression du récepteur de I'lL-7 ex vivo sur des lymphocytes T de volontaires
sains en réponse a différents stimulants, nous avons observé une diminution de I'expression du CD127
membranaire suite a une stimulation par de I'lL-7 dés deux heures, se prolongeant de maniere marquée
jusqu’a 48 h de culture (Figure 20). Cette baisse d’expression du récepteur suite a son interaction avec
I'lL-7 a déja été décrite dans la littérature (303, 314, 317). Ce mécanisme a été caractérisé comme
altruiste (10). En effet, I'lL-7 est présente en quantité limitée. La diminution d’expression du CD127 a la
surface des lymphocytes ayant interagi avec I'lL-7 permet aux autres lymphocytes T d’accéder a la
cytokine. Cette diminution d’expression pourrait ainsi étre utilisée comme marqueur de suivi dans le
cadre d’un traitement par de I'lL-7 chez les patients septiques. Dans I'essai clinique IL-7 dans le sepsis,
I’expression du CD127 a la surface des lymphocytes T CD4 et CD8 des patients en choc septique était

significativement impactée par la thérapie (9).
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Figure 20 : Expression du CD127 membranaire sur des lymphocytes T purifiés de volontaires sains
en réponse a différents stimulants (Non stimulé [NS] n=10, IL-7 n=5, billes avec a leur surface des
anticorps anti-CD3/CD28 [aCD3/28] n=5, dexaméthasone [Dex] n=5, voir matériel et méthodes
« Regulation of the soluble CD127 protein and corresponding transcripts in septic shock »). (A)
Expression du CD127 a la surface des lymphocytes T CD4 et CD8 mesurée par cytométrie en flux. (B)

Expression du transcrit IL7R1 mesurée par qPCR.

Dans I’ensemble, nos études montrent plusieurs possibilités d’utilisation des formes du récepteur de
I'IL-7 comme biomarqueurs dans le sepsis. Tout d’abord, au vu de la diminution d’expression du CD127
suite a une stimulation par de I'lL-7 ex vivo ainsi que chez les patients en choc septique lors du
traitement, la forme membranaire pourrait étre utilisée comme marqueur de suivi de I'efficacité du
traitement. Ensuite, nous avons démontré la performance de la concentration plasmatique de CD127
soluble comme marqueur de sévérité des patients septiques et, plus généralement, des patients de
réanimation. Enfin, nous avons mis en évidence l'association entre I'expression des transcrits IL7R1,
IL7R3 et IL7R7 et la mortalité des patients en choc septique. La mesure de ces transcrits pourrait étre
évaluée comme marqueur de l'altération de la réponse adaptative et incluse dans un panel de

marqueurs mesurant différents aspects du statut immunitaire du patient.
Régulation des différentes formes du récepteur de I'IL-7

L’évaluation de I'expression des différentes formes du récepteur de I'lL-7 sur lymphocytes T purifiés
chez des patients en choc septique et ex vivo sur des lymphocytes T de volontaires sains en réponse a

différents stimulants nous a permis de mieux comprendre la régulation du récepteur dans le sepsis.

Chez les patients en choc septique, nous avons observé une absence globale de régulation du CD127

a la surface des lymphocytes T ainsi que du transcrit correspondant IL7R1. L’expression du CD127 a la
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surface des lymphocytes T circulants de patients septiques avait déja été évaluée dans deux études.
Boomer et al. ont observé des niveaux d’expression similaires du CD127 a la surface de lymphocytes T
de patients atteints de sepsis sévere 24 h apres le diagnostic (J1) en comparaison avec des volontaires
sains (5). L’évolution au cours du temps de I'expression du CD127 chez les patients a également été
mesurée. Aucun changement d’expression n’était observé pour le CD127 a la surface des lymphocytes T
CD4 entre le J1 et le J7 aprés le développement du sepsis sévere. En revanche, I'expression du CD127
était diminuée a la surface des lymphocytes T CD8 a J7 en comparaison avec celle a J1. Dans une autre
étude menée précédemment au laboratoire, Venet et al. ont également observé une expression
similaire du CD127 sur les lymphocytes T CD4 de patients septiques et de volontaires sains (8).
L'expression du CD127 a la surface des lymphocytes T CD8 était diminuée chez les patients a J3 en
comparaison avec les volontaires sains. De maniére similaire aux deux publications précédentes, nous
n’avons observé aucune différence d’expression du CD127 a la surface des lymphocytes T CD4 entre
patients en choc septique a J1, J3 et J7 et volontaires sains. Nous n’avons observé aucune différence
significative pour les lymphocytes T CD8 mais nous avons constaté une tendance a une diminution de
I’expression du CD127 a J3 aprés le choc septique comme observé chez les patients septiques dans
I’étude de Venet et al. L'absence de diminution significative dans notre étude par rapport a celle de
Venet et al. peut s’expliquer par la petite taille des deux cohortes. L'absence globale de régulation du
CD127 a la surface des lymphocytes T de patients est un argument supplémentaire pour |'utilisation de
I'IL-7 comme thérapie immunostimulante. En effet, le récepteur est toujours présent a la surface des
lymphocytes T de patients et peut donc interagir avec I'lL-7 administrée comme traitement. De plus, la
voie de I'lL-7 est toujours activable sur les lymphocytes T de patients septiques puisque le traitement
permet de restaurer en partie leur prolifération ex vivo et que la phosphorylation de STAT5 a été

observée dans des lymphocytes T de patients septiques suite a une stimulation IL-7 ex vivo (8, 417).

Au niveau de la forme soluble, nous avons observé une augmentation de la production de sCD127
avec, en paralléle, une baisse d’expression des transcrits codant pour une forme soluble IL7R3 et IL7R7.
La stimulation ex vivo par I'IL-7 de lymphocytes T purifiés de volontaires sains induit une baisse
d’expression des formes membranaire et soluble du récepteur au niveau protéines et transcrits. La
stimulation par de la dexaméthasone induit plutdét une augmentation de I'expression des différentes
formes. L’activation ex vivo du TCR de lymphocytes T purifiés de volontaires sains reproduit globalement
la régulation de I'expression de la forme soluble du récepteur de I'lL-7 observée chez les patients : une
augmentation de la production de sCD127 avec, en parallele, une baisse des transcrits solubles.
L'activation des lymphocytes T semble donc jouer un role dans la régulation de la forme soluble du
récepteur de I'lL-7 dans le sepsis. La régulation opposée de I'expression des transcrits et de la protéine

suggere un clivage de la protéine membranaire plutét qu’une régulation transcriptionnelle comme
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source de production de la protéine soluble. Ce type de mécanisme avait déja été suggéré suite a
I'activation ex vivo de lymphocytes T (303). De plus, ce type de régulation est observée dans le cas du
récepteur de I'lL-2, ou CD25. En effet, le CD25 est exprimé a la surface des lymphocytes T et cette
protéine est clivée pour libérer du CD25 soluble suite a leur activation (420). Chez les patients atteints
du VIH, contexte ou l'activation des lymphocytes T est chronique, la concentration plasmatique du
sCD127 est augmentée (310, 319, 368). Ainsi, I'activation chronique du TCR pourrait jouer un réle dans
la surproduction de sCD127. Lorsque nous avons mesuré la concentration de sCD127 dans les
surnageants de culture de lymphocytes T purifiés apres 48 h, nous avons observé une tendance a
I"augmentation de la concentration de sCD127 chez les patients en choc septique en comparaison avec
les volontaires sains. Ainsi, il semblerait que les lymphocytes T de patients en choc septique produisent
une quantité plus importante de sCD127. Au niveau plasmatique, cette surproduction n’apparait pas
puisque la concentration de sCD127 est plus faible chez les patients que chez les volontaires sains. Elle
pourrait donc étre masquée par la lymphopénie. En revanche, une concentration plasmatique de
sCD127 plus élevée chez les patients est associée a une plus forte mortalité. Au vu des résultats obtenus
ex vivo, cette augmentation de la concentration plasmatique de sCD127 chez les patients les plus
séverement atteints pourrait traduire une activation des lymphocytes T plus importante chez ces
patients. L'augmentation de la concentration de sCD127 plasmatique est également observée dans la
sclérose en plaque, autre contexte d’inflammation (349, 421, 422). Cependant, dans cette pathologie,
plusieurs études identifient le SNP rs6897932 du geéene IL7R comme principal cause de cette
augmentation. En effet, la présence de ce SNP induit 'augmentation de I'épissage alternatif du transcrit
IL7R1 et ainsi une présence plus importante du transcrit IL7R3. Il semblerait donc que les individus
possédant ce SNP aient un ratio de CD127/sCD127 diminué et par conséquent une concentration plus
importante de sCD127 plasmatique en comparaison avec les individus ne possédant pas ce SNP. |l serait
intéressant d’évaluer la présence de ce SNP chez les patients septiques en comparaison avec des

volontaires sains.

Nous n’observons pas de régulation globale du CD127 membranaire chez les patients septiques en
comparaison avec les volontaires sains ni au niveau protéique ni au niveau transcriptionnel. Cependant,
si un clivage a la membrane est a I'origine de la production de sCD127 chez les patients, une baisse de
I’expression du CD127 a la surface des lymphocytes T devrait étre observée. L'effet additif de plusieurs
parametres régulant I'expression du CD127 a la surface des lymphocytes T pourrait expliquer ce résultat.
Par exemple, suite a la stimulation ex vivo de lymphocytes T purifiés de volontaires sains, nous avons
observé un effet totalement opposé de la dexaméthasone et de I'lL-7 sur I'expression du CD127 et du
transcrit IL7R1 : une augmentation de I'expression suite a une stimulation par de la dexaméthasone et

une baisse d’expression marquée suite a une stimulation par de I'lL-7 (Figure 20). On peut supposer que
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dans un contexte ou ces deux éléments seraient présents, leurs effets pourraient se compenser.
D’autres éléments que la dexaméthasone induisent une augmentation de I'expression du CD127 comme
le TNFa ou I'lL-2 suite a une activation des lymphocytes T (316, 423, 424). Or, chez les patients septiques,
I’orage cytokinique entraine une augmentation de la concentration plasmatique de plusieurs cytokines
pro-inflammatoires dont le TNFa et I'lL-2 (423). Plusieurs mécanismes opposés de régulation du CD127
membranaire pourraient donc se mettre en place simultanément chez les patients, avec par exemple
une baisse d’expression du CD127 suite au clivage de la protéine et une augmentation de son expression
induite par les cytokines pro-inflammatoires. Cette combinaison de paramétres pourrait ainsi résulter en

une absence globale de régulation du CD127 membranaire.
Sous-population de lymphocytes T CD127°*PD-1"4"

Pour la premiere fois, nous avons mis en évidence une augmentation de la proportion de la
population CD127"°*PD-1"¢" au sein des lymphocytes T de patients en choc septique en comparaison
avec des volontaires sains. Cette population a déja été identifiée dans des contextes d’épuisement

lymphocytaire autre que le sepsis. Trautmann et al. ont observé une population PD-1"&"

parmi les
lymphocytes T CD8 spécifiques du VIH qui exprimaient faiblement le CD127 (259). De plus, suite a une
activation, ces lymphocytes T avaient une production altérée d’IL-2 et de TNFa. Dans le cancer, ce
phénotype CD127°“PD-1"¢"a été observé dans des lymphocytes T infiltrant et associés aux tumeurs de
I'ovaire (425). Ce phénotype a également été observé dans des lymphocytes T infiltrant le foie de
patients atteints d’hépatite C (377). De plus, suite a une activation ex vivo, les lymphocytes T CD8
spécifiques du virus de I’hépatite C présentant un phénotype CD127°“PD-1"¢" ne proliféraient pas (376).
Suite & ces observations, le phénotype CD127°“PD-1"#" est actuellement considéré comme
caractéristique de I'état d’épuisement des lymphocytes T (14). Chez les patients en choc septique, nous
avons observé une augmentation de la proportion de lymphocytes T CD127"°"PD-1"8" concomitante
avec des altérations fonctionnelles des lymphocytes T de patients. Ainsi, ce phénotype caractéristique
d’'un épuisement lymphocytaire T dans d’autres contextes pathologiques comme les infections
chroniques et le cancer (259, 360, 425) pourrait également étre un marqueur de I"épuisement des
lymphocytes T dans le sepsis. La lymphopénie est fréquemment proposée pour stratifier les patients
pouvant bénéficier d’un traitement visant a rétablir la fonctionnalité des lymphocytes dans le sepsis,
comme le traitement par de I'lL-7 par exemple (9). La mesure de cette population CD127°“PD-1"¢" chez
les patients pourrait étre plus spécifique des altérations lymphocytaires T que la lymphopénie et
pourrait donc étre un meilleur outil de stratification pour les thérapies ciblant les lymphocytes T.
Cependant, des études complémentaires sont nécessaires afin de mieux caractériser cette population et

son association avec les altérations fonctionnelles des lymphocytes T.
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La diminution de I'expression du CD127 ainsi que I'augmentation de I'expression de PD-1 sont
également observées suite a une activation des lymphocytes T (287, 426). De plus, les lymphocytes T de
patients septiques au stade précoce de la pathologie présentent un phénotype activé (376). Une étude
évaluant I'expression de PD-1 sur des lymphocytes T CD8 de patients VIH et de volontaires sains a
montré que son expression ne semblait pas corréler avec un épuisement lymphocytaire mais plutot avec
le stade de différentiation des lymphocytes T CD8 et leur statut d’activation (427). Lors de leur
activation, I'expression de PD-1 était augmentée simultanément avec |'expression de marqueurs
d’activation comme CD38 et HLA-DR. Nous avons donc évalué I'expression de marqueurs d’activation
sur les lymphocytes T CD127°"PD-1"¢". Nous avons observé que cette sous-population de lymphocytes T
exprimait également HLA-DR, un marqueur tardif d’activation mais n’exprimait ni CD25 ni CD38, des
marqueurs d’activation plus précoces. De fagon intéressante, ce phénotype CD127°“PD-1""HLA-DR"E"
avait déja été observé dans des lymphocytes T infiltrant les tumeurs de patients atteints de mélanome
métastatique et avait été associé a un épuisement des lymphocytes T CD8 (428). Dans notre étude,
I'augmentation de la proportion de cette population est concomitante avec des altérations
fonctionnelles des lymphocytes T. Cette co-expression d’'un marqueur d’activation tardif sur les
lymphocytes CD127°“PD-1"¢" de patients en choc septique suggére un role de Iactivation des
lymphocytes T dans I’expansion de cette sous-population mais également dans le développement des

altérations fonctionnelles des lymphocytes T.
Modéle ex vivo d’altérations des lymphocytes T induites par I'activation

Pour tester I'hypothése d’un rdle de I'activation des lymphocytes T dans les altérations induites par
le sepsis, nous avons mis au point un modéle d’altérations induites par l'activation a partir de
lymphocytes T purifiés de volontaires sains. Nous avons observé une augmentation massive de la
population CD127"°*PD-1"¢" suite 3 une activation ex vivo de lymphocytes T purifiés de volontaires sains.
Puis, nous avons évalué si cette activation des lymphocytes T induisait également une altération de leur
fonctionnalité. Suite a une seconde activation, nous avons mesuré la prolifération et la production de
cytokines des cellules. Nous avons observé que ces deux parameétres étaient fortement altérés. Ainsi,
I’activation des lymphocytes T reproduit les altérations fonctionnelles observées chez les patients en

choc septique ainsi que I'expansion concomitante des lymphocytes T CD127"°"PD-1"&".

Ce modele d’altérations induites par I'activation des lymphocytes T nous renseigne sur I'un des
mécanismes de I'immunosuppression des lymphocytes T lors d’un sepsis. En effet, 'activation semble
induire des altérations intrinséques aux lymphocytes T similaires a celles observées chez les patients. Or,
le sepsis induit une activation massive des lymphocytes T (429). Nos résultats montrent que

I’épuisement lymphocytaire T est accompagné de |'expression du marqueur tardif d’activation HLA-DR
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ainsi que de celle du récepteur co-inhibiteur PD-1, également présent suite a une activation. Nous
pouvons alors émettre I'hypothése que le développement de cette immunosuppression provient d’un
mécanisme physiologique de régulation de I'activation. En effet, la voie de signalisation de PD-1 vise a
éviter une suractivation des lymphocytes T (Figure 21) (430). Dans le cas d’infections aigies, elle induit
un contréle de I'activation afin de prévenir les Iésions tissulaires mais également de permettre un retour
a I’homéostasie de la réponse du systeme immunitaire. Ainsi, dans un contexte ou la stimulation
antigénique est massive, la voie de signalisation de PD-1 pourrait passer d’un role de contrdle de la

réponse immunitaire a I'induction de I'’épuisement des lymphocytes T.
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Figure 21: Roles de PD-1 dans les infections aiglies, la tolérance et le cancer (430).

Notre modeéle d’altérations induites par I'activation présente des similitudes avec le modele de
tolérance a I'endotoxine, qui mime les altérations monocytaires induites par le sepsis (431). En effet,
suite a une premiére activation ex vivo du TCR, les lymphocytes T ne répondent plus a une seconde
activation : leur prolifération et leur production de cytokines sont altérées. Le modele de tolérance a
I’endotoxine comporte également deux stimulations identiques. Des cellules mononuclées du sang
périphérique (« Peripheral Blood Mononuclear Cells » [PBMC]) de volontaires sains sont stimulées une

premiere fois ex vivo par du LPS. Puis, lors d’une seconde stimulation par du LPS, les monocytes ne
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produisent plus de cytokines pro-inflammatoires (174). En revanche, leur production d’IL-10 est
augmentée, illustrant le fait que les monocytes sont encore activables mais que cette activation
s’oriente vers une action anti-inflammatoire. Le terme de reprogrammation des monocytes est employé
pour caractériser cette réorientation de leur fonctionnalité vers une action anti-inflammatoire (174).
Cette reprogrammation s’effectue en partie via des modifications épigénétiques (432). Au vu de la
similitude entre notre modéle et le modele de tolérance a I’endotoxine, nous pouvons alors émettre
I’hypothese que ce type de reprogrammation pourrait se dérouler également au sein des lymphocytes T
de patients septiques. Il serait intéressant d’évaluer le profil épigénétique des lymphocytes T de patients

septiques afin de mettre en évidence une éventuelle reprogrammation.

Poujol et al. ont étudié la capacité du modele de tolérance a I'endotoxine a reproduire les
altérations lymphocytaires T observées chez les patients septiques a partir de PBMC de volontaires sains.
La réponse des lymphocytes T dans ce modele était altérée mais de maniére indirecte. En effet, la
présentation de I'antigene aux lymphocytes T était diminuée. L’activation des lymphocytes T était donc
plus faible et leur réponse en prolifération et production de cytokines était ainsi diminuée. L’absence
d’altérations intrinséques des lymphocytes T dans ce modeéle a été confirmée en utilisant un stimulant
direct des lymphocytes T. La réponse des lymphocytes T a cette activation n’était alors pas altérée. Ce
modele ne reproduisait donc pas les altérations intrinseques des lymphocytes T. Notre modele
d’altérations des lymphocytes T induites par I'activation est actuellement le seule modeéle reproduisant

les altérations intrinseéques des lymphocytes T observées dans le sepsis.

Il est également intéressant de noter que notre modeéle differe des modeles d’anergie
lymphocytaires T. L’anergie est caractérisée par une activation incompléte des lymphocytes T induisant
une altération de leur fonctionnalité (433). L’anergie est modélisée ex vivo par une stimulation CD3
seule. Les cellules ne répondent que partiellement a cette activation et deviennent dysfonctionnelles
lors d’'une deuxiéme activation, méme si celle-ci est accompagnée d’une co-stimulation (434). Nous
avons également testé I'activation CD3 sans co-stimulation dans notre modéle d’altérations induites par
I"activation. Cette stimulation n’induit pas la présence de la population CD127"°"PD-1"¢". Suite a une
seconde activation, les lymphocytes T stimulés via le CD3 en I'absence de co-stimulation proliferent
normalement mais ont une production de cytokines altérée. Ainsi, une stimulation CD3 induit des
altérations des lymphocytes T mais ne reproduit pas celles observées chez les patients septiques. Ce

résultat indique que les lymphocytes T de patients septiques deviennent épuisés et non pas anergiques.

Au vu de la complexité de la physiopathologie du sepsis, les mécanismes induisant les altérations
des lymphocytes T sont probablement multifactoriels. Ces altérations peuvent étre intrinséques aux

lymphocytes T, comme c’est le cas lors de leur activation massive reproduite dans notre modele. Ces
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altérations peuvent également étre extrinseéques aux lymphocytes T et provenir de facteurs solubles ou
d’interactions avec d’autres cellules du systeme immunitaire. C’est le cas par exemple de la baisse de la
présentation d’antigenes aux lymphocytes T reproduite dans le modéle de tolérance a I'endotoxine. L’IL-
10 pourrait également participer au développement de ces altérations. En effet, une stimulation par I'IL-
10 ex vivo induit une altération de la prolifération des lymphocytes T ainsi qu’'une diminution de leur
production d’IL-2 et d’'IFNy (435). Or, la concentration plasmatique d’IL-10 est augmentée chez les
patients septiques (125, 436). Les médiateurs suppresseurs S100A8/A9 sont un autre exemple
d’inducteur potentiel de I'immunosuppression des lymphocytes T. En effet, ces médiateurs sont
impliqués dans l'inhibition de la fonctionnalité des lymphocytes T et leur concentration plasmatique
ainsi que I'expression de leur géne sont augmentées chez les patients septiques (172, 437). Au vu de la
complexité de la réponse immunitaire lors du sepsis et du grand nombre de parameétres affectés, les
altérations des lymphocytes T sont donc probablement induites par un ensemble de facteurs. Notre
modele d’altérations induites par I'activation reproduit un aspect de I'induction de I'immunosuppression

des lymphocytes T parmi un ensemble complexe de plusieurs parametres.

Il est intéressant de noter que I'IL-7 permet d’améliorer la prolifération des lymphocytes T dans
notre modéle comme observé ex vivo sur des lymphocytes T de patients septiques. Ce résultat nous
permet de valider en partie notre modéle comme reproduisant les altérations lymphocytaires T induites
par le sepsis. Cela suggere également que d’autres traitements immunoadjuvants potentiels ciblant les
altérations lymphocytaires T pourraient étre testés grace a notre modele. Des études complémentaires

visant a mieux caractériser le modele sont nécessaires afin de le valider de maniere plus approfondie.

En particulier, dans d’autres contextes d’épuisement des lymphocytes T, les altérations du
métabolisme semblent également étre a I'origine de leurs altérations fonctionnelles (438). Un travail
récent de notre groupe a mis en évidence le rble central des altérations métaboliques dans les
altérations des lymphocytes T induites par le sepsis (249). Suite a une activation ex vivo, plusieurs
altérations métaboliques sont observées dans les lymphocytes T de patients en choc septique en
comparaison avec des volontaires sains : la glycolyse, la phosphorylation oxydative, la production d’ATP,
I’expression de GLUT1 ainsi que I'entrée du glucose dans la cellule. Lors de travaux de mise au point
technique auxquels j'ai participé, la production d’ATP dans les lymphocytes T a été évaluée grace a une
méthode permettant une mesure chez des patients lymphopéniques. Lorsqu’un lymphocyte T est activé,
d'importants changements dans le métabolisme de la cellule surviennent (439). En effet, les
lymphocytes T ont alors un besoin plus important en énergie ce qui entraine une augmentation de la
phosphorylation oxydative, principale source de production d’énergie des lymphocytes T quiescents,

mais également une augmentation trés marquée de la glycolyse. On parle alors de switch métabolique.
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La voie de signalisation de PD-1 semble intervenir dans le métabolisme des lymphocytes T, notamment
en inhibant ce switch métabolique (440). En effet, dans un modele de présentation prolongée
d’antigenes, le besoin énergétique cellulaire était augmenté a la fois au niveau de la phosphorylation
oxydative et de la glycolyse mais cette demande énergétique était limitée par un contréle de la
consommation de glucose en partie via la voie de signalisation PD-1 (438). L’expression de PD-1 est
augmentée dans notre modeéle d’altérations lymphocytaires T induites par I'activation et chez les
patients septiques. Notre modele pourrait donc permettre d’explorer I'aspect bioénergétique des
altérations lymphocytaire T induites par le sepsis et d’étudier également le réle de PD-1 dans ces

altérations.
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Conclusion et perspectives

Nos travaux ont permis d’évaluer I'expression du récepteur de I'lL-7 comme biomarqueur dans le
sepsis et de mieux comprendre sa régulation. Ces résultats sont essentiels dans la perspective de
Iutilisation en clinique du traitement par de I'lL-7 comme immunomodulateur. L’absence de régulation
globale du CD127 a la surface des lymphocytes T de patients en choc septique est un argument
supplémentaire en faveur de ce traitement. Nous avons confirmé le role de la concentration
plasmatique de sCD127 comme marqueur de gravité dans le choc septique et, plus généralement, chez
les patients de réanimation. De plus, nous avons mis en évidence I|'association de I'expression des
transcrits IL7R correspondant a des formes solubles avec la mortalité ainsi que la régulation intrinséque
de leur expression dans les lymphocytes T. Enfin, la proportion augmentée de lymphocytes T
CD127"°*PD-1"%" chez les patients en choc septique en fait également un candidat potentiel comme
marqueur spécifique des altérations lymphocytaires T. Des études complémentaires sont nécessaires
pour une meilleure caractérisation de cette population nouvellement identifiée dans le sepsis. En effet,
la fonctionnalité de ces cellules n'a pas été évaluée spécifiguement dans notre étude. Afin de
déterminer si cette sous-population de lymphocytes T est épuisée, nous envisageons de trier ces cellules
et de mesurer leur fonctionnalité suite a une activation ex vivo. Une étude transcriptomique pourrait
également permettre de mieux caractériser cette sous-population. De plus, évaluer son profil
épigénétique pourrait mettre en évidence une éventuelle reprogrammation des lymphocytes T dans le
sepsis, a I'image de celle observée dans les monocytes.

Dans un deuxiéme temps, nous avons développé un modele d’altérations induites par I'activation a
partir de lymphocytes T purifiés de volontaires sains reproduisant les altérations observées chez les
patients en choc septique. Suite a une premiére activation, les lymphocytes T présentaient les
altérations phénotypiques observées chez les patients. Leur prolifération ainsi que leur production de
cytokines étaient ensuite altérées lors d’une seconde activation. La présence de la sous-population
CD127°*PD-1"¢" dans notre modele nous permet de I'étudier via cet outil sans dépendre des
prélevements de patients ni d’étre limité par la lymphopénie présente chez la majorité d’entre eux. De
plus, ce modele est un outil qui pourra permettre de mieux comprendre la physiopathologie des
altérations lymphocytaires T dans le sepsis et de tester des traitements immunomodulateurs innovants.
Les altérations métaboliques étant récemment proposées comme inducteurs de I'épuisement et au vu
de la présence de ces altérations chez les patients septiques, nous mesurons actuellement des
parameétres bioénergétiques afin d’évaluer si notre modeéle reproduit également les altérations

métaboliques des lymphocytes T. De plus, notre modeéle induit une surexpression de PD-1 alors que sa

197



voie de signalisation semble étre impliquée dans les altérations métaboliques lors de I'épuisement des
lymphocytes T. Il serait donc intéressant de tester I'effet de traitements anti-PD-1 sur les altérations des

lymphocytes T induites par I'activation dans notre modéle.
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Expression du récepteur de I'interleukine 7 et altérations lymphocytaires T au cours du sepsis : approche
expérimentale et clinique

Résumé : Le sepsis, cause majeure de décés en réanimation, entraine des altérations immunitaires associées a
un risque augmenté de déces et d’infections secondaires. En particulier, les lymphocytes T (LT) de patients
présentent des altérations phénotypiques et fonctionnelles caractéristiques d’un état d’épuisement. Pour
améliorer leur réponse, I'lL-7 est actuellement proposée comme immunostimulant. Son récepteur existe sous
différentes formes: protéines membranaire (CD127) et soluble (sCD127) et différents transcrits. Leur
expression n’a été que peu étudiée dans le sepsis. De plus, dans d’autres contextes cliniques, le phénotype
CD127°“PD1"" est proposé comme marqueur d’épuisement des LT mais n’a jamais été évalué dans le sepsis.
L’objectif de ce projet était d’évaluer I'expression du récepteur de I'lL-7 comme biomarqueur dans le sepsis,
d’étudier sa régulation chez les patients et la présence du phénotype CD127°“PD-1"¢" en lien avec les
altérations des LT. L’objectif était également de mettre au point un modele ex vivo reproduisant les altérations
intrinseques aux LT de patients. Nous avons confirmé l'intérét de la concentration plasmatique de sCD127
comme marqueur de mortalité chez les patients de réanimation. Nous avons mis en évidence |’association de
I’expression des transcrits IL7R correspondant a des formes solubles avec la mortalité, ainsi que leur régulation
intrinseque dans les LT. Enfin, la proportion augmentée de LT CD127°"PD-1"¢" chez les patients en choc
septique en fait également un candidat potentiel comme marqueur spécifique des altérations des LT. Dans un
deuxieme temps, nous avons développé un modele d’altérations induites par I'activation a partir de LT purifiés
de volontaires sains reproduisant les altérations des LT de patients en choc septique. Ce modeéle suggére un
role de I'activation des LT dans le développement de leurs altérations et pourrait permettre d’étudier de

nouveaux aspects de la physiopathologie des LT dans le sepsis.

Mots clés : sepsis, lymphocytes T, immunosuppression, récepteur de I'lL-7, biomarqueurs, modélisation ex vivo

Interleukin 7 receptor expression and T cell alterations during sepsis: clinical and experimental approaches

Abstract: Sepsis is the leading cause of death in intensive care units (ICU). Septic patients develop immune
dysfunctions that are associated with an increased risk of death and secondary infections. In particular,
patients’ T lymphocytes present phenotypic and functional alterations characteristic of exhaustion. To restore
these alterations, IL-7 is currently proposed as an immunostimulant. Its receptor exists in different forms: a
membrane (CD127) and a soluble (sCD127) proteins and different transcripts. The IL-7 receptor expression has
not been studied in sepsis. Moreover, the cD127°"pD-1"¢" phenotype is proposed as a T cell exhaustion
marker in other clinical contexts but has never been explored in sepsis. In this context, the aim of this project
was first to evaluate the expression of the IL-7 receptor as a biomarker in sepsis, to study its regulation in
patients and the CD127°“pD-1"¢" phenotype in parallel with T cell alterations in septic shock patients. Secondly,
the objective was to develop an ex vivo model reproducing phenotypic and functional T cell alterations
observed in patients. We confirmed the role of sCD127 plasmatic concentration as a marker of mortality in
septic shock and more generally in ICU patients. In addition, we demonstrated the association of the
expression of the IL7R transcripts, corresponding to soluble forms with mortality as well as the intrinsic
regulation of their expressions in T lymphocytes. Finally, we found an increased proportion of CD127°"pD-1"&"
T cells in septic shock patients. This population could also be evaluate as a potential specific marker of T
lymphocyte alterations. Secondly, we developed an ex vivo model of alterations induced by activation of
purified T cell from healthy volunteers reproducing alterations observed in patients’ T cells. This model
suggests a role of T cell activation in the development of their alterations and could be used to explore new
aspects of T cell alterations pathophysiology in sepsis.

Key words: sepsis, T cell, immunosuppression, IL-7 receptor, biomarkers, ex vivo model
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