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“Forever trusting who we are, and nothing else matters”

James Hetfield
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Avant-propos

Mon travail de these a consisté en I'étude des deux sous-populations de cellules
d’origine myéloide a caractére suppressif (MDSC) dans un contexte d’infection, qu’est le
sepsis. Nous avons voulu, au travers de cette étude, éclaircir certaines connaissances
concernant ces cellules et définir leurs réles dans I'état d’'immunodépression observé au

cours du sepsis.
Mon document comprendra quatre grandes parties.

La premiere partie est une introduction bibliographique. Tout d’abord, nous
décrirons dans un premier chapitre les cellules myéloides suppressives (MDSC), en abordant
différents aspects, notamment leurs caractérisations, leurs activités et leurs implications
dans certaines pathologies. Dans un second chapitre, nous décrirons la pathologie dans
laquelle nous avons étudié ces cellules. Nous nous intéresserons donc au sepsis et nous
focaliserons sur les réponses immunes et bouleversements immunitaires survenant au cours
de ce syndrome. Enfin, dans un troisieme chapitre, nous aborderons quelques généralités
sur le Torque Teno Virus, qui nous a intéressé dans le cadre de la réactivation virale au cours

de 'immunosuppression du sepsis.

La seconde partie définira les objectifs de la these. Elle restituera la problématique de
I’étude au regard des travaux antérieurs du laboratoire et des données bibliographiques qui

ont conduit a notre hypotheése de travail.

La troisieme partie présentera les différents résultats expérimentaux obtenus. Le
premier chapitre consistera en I'étude de I'origine et du réle des MDSC dans le sepsis, et qui
fait I'objet d’un article scientifique actuellement en cours de soumission. Le second chapitre
présentera des résultats préliminaires sur la réactivation virale au cours du sepsis, et d’une
maniére plus générale, les résultats cliniques témoignant de I'état d'immunodépression
faisant suite a un sepsis. Nous aborderons dans ce second chapitre, une étude a laquelle

nous avons apporté notre aide, via la cohorte de patients que nous avons construite. Dans
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un troisieme chapitre, nous présenterons |'effet d’une cytokine (le G-CSF) sur les populations

myéloides, chez des donneurs de cellules souches hématopoiétiques.

Nous achéverons ce manuscrit dans une quatrieme partie, avec une discussion
générale permettant d’aborder le sujet d’'une maniere plus globale, ainsi que par une

conclusion et des perspectives résultantes de ces travaux.
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Chapitre I. Les Myeloid-Derived Suppressor Cells

I.1. Introduction
Les cellules d’origine myéloide a caractere suppressif ou Myeloid-Derived Suppressor
Cells (MDSC) font I'objet d’un grand intérét ces derniéres années. En effet, de nombreuses
études s’intéressent a ces cellules avec notamment plus de 500 articles publiés seulement
en 2017 (Septembre 2018 : www.pubmed.gov). Elles sont un groupe hétérogene de cellules
myéloides immatures ayant une fonction suppressive sur les cellules de lI'immunité,

principalement les lymphocytes T.

Les MDSC peuvent étre retrouvées a de trés faibles quantités dans le sang d’individus
sains, mais leur nombre augmente treés significativement dans le cas de cancer,

d’inflammation et d’infections (Ost et al., 2016).

Le role physiologique des MDSC et leur régulation sont toujours mal compris.
Cependant, comme pour les lymphocytes T régulateurs, les MDSC semblent avoir un réle
protecteur en régulant les réponses immunitaires et préviennent donc des dommages

collatéraux liés aux infections.

I.2. Découverte

Dans les années 1960s, des cellules appelées « Natural Suppressor cells » ou NS cells,
ont été décrites dans des modeles murins de tumeurs solides et sont associées a la
croissance tumorale (Lappat and Cawein, 1964). Ces cellules s’infiltreraient a la fois dans la
tumeur, mais aussi dans les organes lymphoides et le parenchyme d’autres organes. La
présence de cette population cellulaire est également associée a une lymphopénie et a la
perte de la fonction des lymphocytes T (Lr) (Lee and Rosse, 1982). Il a donc été suggéré un
role potentiel sur I’échappement de la tumeur au systéeme immunitaire et sur la prolifération
des cellules cancéreuses. Les premiéres idées de cibles thérapeutiques visant a cibler les NS

cells ont émergé (Talmadge and Gabrilovich, 2013).
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Au cours des années 1970s et 1980s, plusieurs travaux démontrent les propriétés
inhibitrices des NS cells sur les Lt dans le cancer, montrant ainsi leurs capacités a favoriser
I’échappement de la tumeur au systeme immunitaire (Buessow et al., 1984; Talmadge et al.,
1984; Young et al., 1992). Cependant, aucun marqueur conventionnel des cellules T, B, et
des macrophages, ne sont exprimés par les NS cells (Oseroff et al., 1984). On les appela

alors, les NC pour « Null Cells ».

Ce n’est que fin des années 1990s qu’un premier phénotype est suggéré comme
étant celui des cellules myéloides suppressives, trouvées dans les rates de souris portant des
tumeurs (Bronte et al., 1999). Leurs phénotypes sont similaires aux monocytes et aux

neutrophiles, mais leurs fonctions sont bien distinctes.

En 2007, dans une lettre puis un consensus, et dans le but d’unifier les différentes
descriptions de ces cellules, le nom de Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC) est proposé
(Gabrilovich et al., 2007). Ce nom est établi selon leur origine myéloide, et sur leur

caractéristique fonctionnelle principale, leur activité immunosuppressive.

L’historique de la découverte et des études principales de la caractérisation des

MDSC est schématisé dans la Figure 1.

Timeline | Historical progression of MDSCs in the literature

(1978-1984) Initial
reportof Tcell
suppressor® activity
identified as NS cells
and their potential role
in allo-tolerance and
inhibition of MLRs?,
GVYHD and myeloid

morphology*’

VEGFA levels in tumour-bearing
Secretion of GM-C5F by patients mice regulate expansion of GR1*
with HNSCC increases CD34" myeloid cells that suppress T cells™
suppressive activity, recurrence I

and metastasis® (1998-1999) Documentation of N5
cellor MDSC activity as
GR1-CD11b- cells* and that tumour
GM-CSF secretion expands NS cells

that suppress T cell function®

(19858-1991) Tumour
expansion of non-T
cells, B cells or
macrophages, with
suppressive activity
associated with CSF*
and CD11b

expression™

(2002-2003) MDSC
activity is associated with
NO (iNOS) mechanisms'™
and is suppressed in
iNOS-knockout mice®*

Antibody to granulocytes
increases T cell function and
tumour regression®’

Tumour-induced
granulocytosis
suppresses
lymphocytes in
lymphoid organs of
tumour-bearing mice®*

Tumour-induced
myelopoiesis increases
NS cell number, and if
reversed suppresses
tumour growth and
metastasis®

First documentation of MDSC
function and LIN- myeloid
phenotype in cancer patients;
inverse relationship between
T cell function and MDSCs®

* MDSC (LIN-HLA-DR") inhibited DC
stimulation in an MLR

* Vitamin D regulates MDSC numbers in
patients with HNSCC®

= Antigen-specific immune suppression
mediated by GR1*CD11b* MDSCs in mice*®

(2003-2006) ATRA
reduces MDSCsin
tumour-bearing
mice'® and

differentiates them

in cancer patients'®

ADAM10, a disintegrin and metallopeptidase domain-centaining protein 10; ATRA, all trans-retinoic acid; BVE, bombina variagata peptide 8 homologue; COX2,

cyclooxygenase 2; CSF, colony-stimulating factor; DC, dendritic cell; FLT3L, FMS-like tyrosine kinase 3 ligand; G-CSF, granulocyte-CSF;

GM-CSF, granulocyte—

macrophage-CSF; GVHD, graft-versus-host disease; HIF1a, hypoxia-inducible factor 1a; HLA-DR, human leukocyte antigen o-related; HNSCC, head and neck
squamous cell carcinoma; INOS, inducible nitric oxide synthase; LIN, lineage; M-CSF, macrophage-CSF; MDSC, myeloid-derived suppressor cell; MLR, mixed
lymphocyte reaction: MYD88, myeloid differentiation primary response 88; NF-kB, nuclear factor-xB; NO, nitric oxide; NS, natural suppressor; PDES,
phosphodiesterase type 5; RCC, renal cell carcinoma; SCF, stem cell factor; SCLC, small-cell lung cancer; STAT3, signal transducer and activator of transcription 3;
VEGFA, vascular endothelial growth factor A.
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= = HIF1a regulates MDSC
= Consensus paper on function®#* » Differing proteomic
MDSC terminology for * |nhibition of M-CSF profile of MDSCsin
STAT3 regulates myeloid suppressors 5100A8 and receptor reduces myeloid malignant versus
myeloid expansion published® 5100A9 regulate cellinfiltration and benign mouse
and T cell function!* = MYD88 and NF-xB MDSC angiogenesis®. G-C5F tumours*4
and nitro-aspirin regulate MDSC expansion’™%, as stimulates metastasis: * miR-494 canregulate
reduces MDSC expansion and T cell can G-CSF and MDSC mobilization can be tumour-induced
expansion’™ suppression™ chemokines®® reversed with anti-G-C5F* MDSC proliferation®

2009

* Arginase levels PDES5 inhibition'*® and (2007-2008) BVS can Sunitinib reduces MDSCs ADAM10 and
are related to bisphosphonate'™ can mobilize MDSCs"" and expansion of MDSCs in correlate with Notch regulate
MDSC frequency suppress MDSCs, and FLT3L® and SCF® can patients with RCC but disease state MDSC
and reduced increase antitumour stimulate MDSC has no effect on clinical and progression expansion®
T cell function in immunity expansion, which is outcomes®, COX2 in patients with
RCCIL T T |reversedbyantibody inhibition improves breast cancer™®

= High GM-CSF Relationship identified injection response to vaccination
levels suppress between DCvaccine and reduces MDSCs in
vaccine response response, MDSC cancer patients™"
via expansion of frequency and response
MDSCs# in patients with SCLC*#

Figure 1 : Histoire de la découverte et de l'étude des MDSC (Talmadge and
Gabrilovich, 2013).

1.3. Myélopoiese
L’'hématopoiese est un processus permettant a I'organisme de produire les éléments
figurés du sang (hématies, leucocytes et plaguettes). Les cellules souches hématopoiétiques,
capables de s’auto-renouveler, se différencient et assurent ainsi le renouvellement des
cellules du sang. Au sein de I’hématopoiése, nous distinguons la lymphopoiése permettant la
production des lymphocytes, et la myélopoiese permettant la production des cellules

myéloides (hématies, polynucléaires, monocytes et thrombocytes).

A I’état normal, la myélopoiése est un processus tres structuré, ou les progeniteurs
de précurseurs acquierent des marqueurs spécifiques et la fonction de circulation des
leucocytes, en perdant peu a peu la capacité trés spécifique de s’auto-renouveler. Le
renouvellement des leucocytes matures est primordial, et quelques milliards de cellules sont

générées et remplacées quotidiennement.

Diverses conditions pathologiques peuvent perturber la production de leucocytes
résultant en une myélopoiése d’urgence, qui produit des cellules capables d’éliminer
d’éventuelles menaces, des tissus endommagés, ou encore des cellules dont la croissance
est anormale (tumeur) (Millrud et al., 2016). Si ces conditions sont résolues rapidement, la

balance des cellules myéloides est restaurée sans conséquences néfastes pour I'organisme.
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En revanche, certaines conditions telles que les infections chroniques, les maladies
auto-immunes, et les cancers, sont caractérisées par une myélopoiese faible mais
persistante dans le temps, résultant en I'accumulation de cellules immatures myéloides.
Celles-ci sont d’'un point de vue génomique, biochimique et fonctionnel différentes des
leucocytes matures bien qu’elles présentent une morphologie et un phénotype similaire aux
neutrophiles et monocytes (Gabrilovich, 2017).

Les protéines S100A8 et S100A9, aussi appelées Calgranuline A et B sont impliquées
dans le chimiotactisme des MDSC et d’autres cellules myéloides. Normalement exprimées
dans la moelle au cours de la myélopoiése, elles peuvent étre induites par les kératinocytes,
les cellules épithéliales ou les ostéoclastes dans des conditions inflammatoires (Austermann
et al., 2017). Les protéines S100A8 et S100A9 interagissent avec leurs récepteurs RAGE
(Receptor for Advanced Glycation End products) présents a la surface des MDSC, ce qui va
induire, en plus du chimiotactisme, I'augmentation de leur activité immunosuppressive via la

voie NF-kB (Nuclear Factor-kB) (Goh et al., 2013).

I.4. Origine des MDSC

Le terme MDSC a été formulé dans le but de décrire une population de cellules

suppressives non-lymphoide avec une origine myéloide (Gabrilovich et al., 2007).

Plusieurs théories sur I'origine des MDSC ont été proposées, et sont schématisées

dans la Figure 2.

- La myélopoiese d’urgence et myélopoiese extra-médullaire. La myélopoiése
d’urgence est un mécanisme permettant la production de cellules myéloides qui sortent de
la moelle osseuse, avant d’étre complétement matures. Ce processus se manifeste en
réponse a un signal inflammatoire, dans le but de restaurer ou de remplacer les populations
périphériques endommagées (Panopoulos and Watowich, 2008). Il s’agirait donc de cellules
myéloides immatures (IMC) qui migrent dans le sang ol elles deviennent des MDSC
fonctionnellement actives c’est-a-dire avec des propriétés suppressives (Gabrilovich and
Nagaraj, 2009). Cela correspond alors a une myélopoiése extra-médullaire, définie comme

étant une myélopoiése se produisant dans des organes en dehors de la moelle osseuse, tels
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qgue la rate (Kim, 2010). Ce phénoméne est fréquemment vu dans le cas d’inflammations

chroniques, de cancers, de trauma et sepsis.

- Le blocage de la différenciation. Dans certaines conditions pathologiques, la
myélopoiese d’urgence créée une expansion prolongée d’'IMC qui migrent en périphérie. Ces
IMC seraient stoppées dans leur maturation a cause de médiateurs inflammatoires tels que
le S100A8, S100A9, le Vascular Endothelium Growth Fator (VEGF), I'Interleukine-10 (IL-10), et
la Prostaglandine E, (PGE>) (Allavena et al., 1998; Cheng et al., 2008; Gabrilovich et al., 1998;
Obermajer et al., 2011). En effet, lorsque des MDSC sont extraites du microenvironnement
tumoral, le blocage de la différenciation n’a plus lieu et les MDSC peuvent se différencier en
cellules myéloides matures, préférablement en monocytes/macrophages ou cellules

dendritiques (Kusmartsev et al., 2003).

- Reprogrammation des monocytes en MDSC monocytiques (M-MDSC). Dans
des conditions normales, les monocytes se différencient en macrophages ou en cellules
dendritiques (DC). Il est possible que les M-MDSC aient pour origine les monocytes qui
acquierent un phénotype suppressif lors de certaines conditions inflammatoires (Pena et al.,
2011; Porta et al., 2009). Ces monocytes anti-inflammatoires reprogrammés se
différencieraient en M-MDSC dans le but de limiter les effets dévastateurs de la réponse
inflammatoire lors d’un sepsis par exemple. Les mécanismes moléculaires de ce processus
mettraient alors en jeu une stimulation répétée des Toll-Like Recepetors (TLR), associée a la
présence de cytokines et de médiateurs inflammatoires (IL-10, PGE;) (Németh et al., 2009).
Ceci conduit a la formation d’homodimere immunosuppressif p50:p50 de NF-kB a la place de

I’hétérodimere pro-inflammatoire p65:p50 (Bergenfelz et al., 2012).

- Activation des neutrophiles en MDSC polymorphonucléaires (PMN-MDSC). Les
neutrophiles ont été décrits a la fois avec des fonctions anti-tumorigéne et pro-tumorigéne
(neutrophile N1 et N2 respectivement). Ces différentes fonctions dépendraient du
microenvironnement, de l'intensité de l'inflammation, des cellules avec lesquelles ils
interagissent, et de leur état d’activation (Brandau et al., 2013). Ceci illustre la plasticité et
I'hétérogénéité des neutrophiles, qui pourrait expliquer la théorie « immunosuppressive
switch » des neutrophiles, selon laquelle les PMN-MDSC seraient des granulocytes activés
(Granot and Fridlender, 2015). Selon cette théorie, qui a été émise dans le cadre du cancer,

les cellules de 'immunité voient leur phénotype modifié et acquierent un phénotype créant
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un environnement suppresseur, et supportant la croissance tumorale. Ainsi, les neutrophiles
présents dans le microenvironnement tumoral ne sont plus la comme ligne de défense face
aux pathogénes, mais ont acquis la capacité d’induire I'angiogenése et la croissance
tumorale par la production de chimiokines. Ces neutrophiles ont été nommés Tumor-

Associated Neutrophil (TAN), du fait de leurs roles.

Emergency myelopoiesis . Extramedullary myelopoiesis
Growth / Expansion =
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Figure 2 : Vue d’ensemble des théories sur I'origine des MDSC (Millrud et al., 2016).
En haut a gauche : Les IMC se multiplient dans la moelle osseuse et migrent vers la périphérie
c’est la myélopoiése d’urgence. Les IMC peuvent étre bloquées dans leur différenciation pour
devenir des MDSC fonctionnellement actives lorsqu’elles sont exposées a des médiateurs de
I'inflammation. En haut a droite : Les IMC peuvent aussi se développer et devenir des MDSC
fonctionnellement actives en dehors de la moelle osseuse. En bas : Les M-MDSC et les PMN-
MDSC sont des monocytes et granulocytes activés ou reprogrammés. La reprogrammation
des monocytes en M-MDSC est liée a I'activation répétée des TLR associée a la présence de
cytokines et médiateurs inflammatoires. Les PMN-MDSC seraient un état d’activation des

neutrophiles.
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I.5. Phénotype

1.5.1. Phénotype chez la souris

Les MDSC ont d’abord été décrites dans des modeles murins de tumeurs solides,
aussi le phénotype de ces cellules a dans un premier temps été exploré chez les souris
(Lappat and Cawein, 1964). La caractérisation phénotypique des « Natural Suppressor Cells »
chez la souris fut tout d’abord tres controversée, du fait qu’aucun marqueur phénotypique
n’était connu, et puisqu’elles ont dans un premier temps été définies selon leurs fonctions
suppressives. Par la suite, plusieurs marqueurs ont été identifiés tels que le CD34, le Gr-1
(Granulocyte Receptor-1) ou le CD11b (Talmadge and Gabrilovich, 2013). Le CD34 est une
molécule d’adhésion présente a la surface des progéniteurs hématopoiétiques, leur
permettant la fixation a la matrice extra-cellulaire et aux cellules stromales (Nielsen and
McNagny, 2008). Le marqueur myéloide Gr-1 est exprimé par les granulocytes et
macrophages ; dans la moelle son expression est directement liée a maturation des
granulocytes (Hestdal et al.,, 1991). Enfin, le CD11b est un membre de la famille des
intégrines exprimés par les cellules myéloides, et permet les interactions cellulaires grace a

ses ligands (InterCellular Adhesion Molecule : ICAM).

Le phénotype utilisé aujourd’hui pour caractériser les MDSC murines a été suggéré a
la fin des années 1990 par Bronte et son équipe (Bronte et al., 1998). Les MDSC murines sont
définies a I'aide de deux marqueurs de surface a savoir le Gr-1 et le CD11b. Le marqueur Gr-
1 est exprimé par deux molécules de surface, les Ly6C et Ly6G. L'expression de ces deux
derniers marqueurs permet de diviser les MDSC en deux sous-populations (Bronte et al.,

2016) (Tableau 1):

- les MDSC monocytiques (M-MDSC) définies comme étant CD11b* Ly6G™ Ly6C*, et

possédant une morphologie apparentée aux monocytes,

- les MDSC granulocytiques (PMN-MDSC) définies comme CD11b* Ly6G* et Ly6Cet

ayant une morphologie proche des granulocytes.

D’autres marqueurs peuvent étre utilisés en complément pour identifier les MDSC
murines, tels que le F4/80 (ou Ly71), le CD31 (molécule d’adhésion Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule-1) ou encore le CD115 (récepteur au Macrophage Colony Stimulating

Factor ou M-CSF) (Zhao et al., 2015).
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1.5.2. Phénotype chez ’lhomme
Chez 'homme, les MDSC ont été identifiées dans la fraction des cellules mononuclées
(PBMC). En termes de morphologie, de marqueurs de surface et de fonctions, les MDSC sont
une population hétérogene de cellules myéloides. Elles présentent un mélange de
marqueurs de surface typique des cellules myéloides, et n’expriment pas les marqueurs

classiques des lymphocytes, des cellules Natural Killer (NK), des macrophages et des DC.

Chez I'homme, les MDSC comportent deux grands groupes de cellules nommés
granulocytiques ou polymorphonucléaires (G-MDSC ou PMN-MDSC), qui sont
phénotypiquement et morphologiquement similaires aux granulocytes c’est-a-dire avec un
noyau polylobé, et les monocytiques (M-MDSC), phénotypiquement et morphologiquement

similaires aux monocytes, avec un gros noyau rond (Bronte et al., 2016).

Contrairement aux MDSC murines, le phénotype global n’a pas encore été clairement
identifié. En effet, les marqueurs Gr-1 et CD11b sont caractéristiques des MDSC murines. De
tels marqueurs sont, jusqu’a aujourd’hui, inconnus chez I'homme. Les MDSC étaient
d’ailleurs autrefois appelées « Null Cells », puisqu’aucun marqueur conventionnel des Ly, Ls
et macrophages ne leur a été associé. Cependant, un phénotype minimum pour chaque
sous-type a été admis et recommandé dans un soucis d’homogénéisation des résultats

(Bronte et al., 2016) (

Tableau 1). Les PMN-MDSC sont définis comme CD11b* CD14 CD15* ou CD66" et les
M-MDSC sont définis comme CD11b* CD14* CD15" HLA-DR”"% (Human Leukocyte Antigen D
Related). Le marqueur myéloide CD33 peut étre utilisé a la place du CD11b. Ainsi, les M-
MDSC expriment fortement le marqueur CD33 alors que les PMN-MDSC affichent une
expression plus faible du CD33 (CD339™). Les cellules Lin" (incluant le CD3, CD14, CD15, CD19
et CD56) HLA-DR CD33* contiennent un groupe de progéniteurs immatures. Ces cellules ont
été définies comme immatures MDSC ou early-stage MDSC (eMDSC) et I'équivalent murin
n’a, a ce jour, pas été clairement identifié (Bronte et al., 2016; Youn et al., 2008). D’autres
marqueurs continuent d’étre trouvés permettant d’affiner I'identification des MDSC chez
I’'homme, tels que le CD115 (récepteur au M-CSF), le CD124 (récepteur de I'lL-4), le CD40, et
le CD80 (Poschke et al., 2010).

Il est important de rappeler que I'analyse phénotypique n’est qu’un point de départ

dans le processus d’identification des MDSC chez I'homme. En effet, les activités

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 23

(@) BY-NC-ND | mEl



immunosuppressives sont une caractéristique importante a vérifier, puisqu’aucun marqueur

spécifique pour ces cellules n’a été a ce jour identifié.

Tableau 1: Phénotypes minimums nécessaires a l’identification des MDSC chez

I’homme et chez la souris (Bronte et al., 2016):

Phénotype chez ’homme

Populations de MDSC Phénotype chez la souris (dans les PBMC)
MDSC totales CD11b* Gr-1* Pas clairement déterminé
PMN-MDSC CD11b* Ly6G* Ly6C CD339m CD11b* CD14 CD15*
M-MDSC CD11b* Ly6G* Ly6C CD33* CD11b* CD14* CD15
HLA-DR'ow
e-MDSC Pas clairement déterminé Lin"HLA-DR CD33*

1.6. Activités immunosuppressives
Le phénotype n’étant pas suffisant pour I'identification précise des MDSC, des tests
fonctionnels doivent étre réalisés afin de confirmer le phénotype analysé (Bronte et al.,
2016). Pour cela, il faut comprendre en détail les activités immunosuppressives de ces
cellules. Les mécanismes d’'immunosuppression utilisés par les MDSC peuvent étre classifiés

en plusieurs groupes.

1.6.1. Induction de cellules immuno-régulatrices

Le premier groupe de mécanismes concerne la capacité des MDSC a induire une
réponse immune immunosuppressive. De nombreuses études ont montré une corrélation
entre MDSC et lymphocytes T régulateurs (Treg) dans divers types de cancers: reins,
pancréas et cancers gastriques (Gabitass et al., 2011; Ko et al., 2009). Les MDSC sont
impliquées dans la différenciation de lymphocytes T CD4* en Treg, soit par contact cellule-
cellule avec I'interaction des CD40/CD40L, soit indirectement par la production de cytokines,
notamment I'IL-10 et I'interféron-y (IFN-y) (Pan et al., 2010; Safarzadeh et al., 2017). Les

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 24

(@) BY-NC-ND | mEl



Treg inhibent ensuite I'action des lymphocytes via des facteurs solubles (cytokines telles que
I'IL-10, le Transforming Growth Factor-8 ou TGF-B, I'lL-35) ou en induisant directement

I’apoptose (Hoechst et al., 2008).

Enfin les MDSC seraient également capables via la production de TGF-B et d’acide

rétinoique, d’induire la transdifférenciation des cellules Th17 en Treg (Hoechst et al., 2011).

1.6.2. Déplétion des nutriments
Les MDSC sont également capables de priver les Lt des acides aminés présents dans
le milieu et essentiels pour leur croissance et leur différenciation. Le mécanisme le plus

important est la déplétion de la L-arginine.

Grace a larginase 1 (ARG1), les MDSC métabolisent la L-arginine du
microenvironnement en urée et L-ornithine. Chez I'homme, les neutrophiles sont la
principale source d’ARG1, dans le sang (Jacobsen et al., 2007). La L-arginine est un élément
essentiel au maintien de la durée de la demi-vie de I’ARNm du CD247 (CD3(), une des sous-
unités intracellulaires du T-Cell Receptor (TCR) (Rodriguez et al., 2002). L’expression du
CD247 étant diminuée, la fonctionnalité des Lt est alors atteinte. La voie de la
Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) sera aussi atténuée suite a la diminution de la quantité de
L-arginine, ce qui bloquera directement la prolifération des Lt en phase GO — G1 (Rodriguez

et al., 2007).

Un second mécanisme résultant en I'inhibition des Lt par la déplétion en L-arginine a
été décrit. Feldmeyer et al., ont montré que la déphosphorylation de la cofiline est diminuée
par la déplétion en L-arginine. La cofiline est une protéine nécessaire au remodelage de la F-
actine, essentielle a la formation de la synapse immunologique et a la prolifération des Lr

(Feldmeyer et al., 2012).

Les MDSC sont également capables de séquestrer la L-cystéine, puisqu’elles
n’expriment pas le transporteur permettant d’en relarguer, ce qui va renforcer la privation

du milieu en acides aminés (Srivastava et al., 2010).

Les MDSC expriment aussi lI'indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) provoquant la
catabolise du tryptophane en kynurénine ; ce métabolite intervient entre autre dans la
différenciation des CD4* en Treg (Mezrich et al., 2010). La diminution de la quantité en
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tryptophane dans le microenvironnement et la production de métabolites cytotoxiques a

pour effet de limiter la prolifération et la survie des Ly (Bruger et al., 2018; Yu et al., 2013).

1.6.3. Génération d’un stress oxydatif

Le troisieme groupe de mécanismes concerne la production d’especes réactives de
I'oxygéne et du nitrogéne (ROS et NO). Les NO sont générés par le complexe de la
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADPH) oxydase et agissent comme
messager intra-cellulaire. Cependant, la formation d’anion super-oxyde (O2") peut réagir avec
I’oxyde nitrique (NO), produisant alors des espéces réactives du nitrogéne, telles que le
péroxynitrite (ONOO"). Celui-ci est généré grace a la Nitric Oxyde Synthase 2 (NOS2 ou
inductible NO-synthase, iNOS), avec laquelle les MDSC catalysent la L-arginine en citrulline et
NO (Ost et al., 2016). La sécrétion d’especes réactives du nitrogéne telles que le NO, est
responsable de la nitrosylation des protéines. La nitrosylation du TCR a pour conséquences

sa régulation négative et son internalisation (Bruger et al., 2018).

Par ailleurs, les MDSC peuvent libérer des molécules oxydantes telles que les ROS, le
péroxyde d’hydrogéne (H20;) a partir de I’O2". L'H,0; induit une modification de la chaine
du TCR (CD247), inhibant ainsi la transduction de signaux d’activation des Ly via le TCR (Pillay
et al., 2013; Safarzadeh et al., 2017). Cet agent oxydant est également impliqué dans
I'induction de I'apoptose des Lt mais aussi de I'oxydation de la cofiline, ce qui résulte en la
perte de la phosphorylation en Serine 3. La cofiline déphosphorylée est alors incapable
d’induire la dépolymérisation de I’actine, perturbant sévérement son remodelage au sein du

lymphocyte et par la suite, la formation de la synapse immunologique (Klemke et al., 2008).

Enfin, le stress oxydatif bloque I'activation de la voie NF-kB conduisant a une baisse

de I'activation des Lt (Malmberg et al., 2001).

1.6.4. Actions sur la mobilité et la prolifération des Lt
Les MDSC sont également capables d’interférer avec la migration et la viabilité des Lr.
En effet, la métallo-protéinase ADAM17 (A Disintegrin And Metalloproteinase-17) exprimée
par les MDSC clive le ligand du CD62 (CD62L ou L-selectin) a la surface des cellules T,
nécessaire a leur migration dans les ganglions lymphatiques (Hanson et al., 2009).
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Elles peuvent aussi induire I'apoptose des Lt en diminuant |'expression de Bcl-2 (B-
Cell Lymphoma 2) ou en exprimant la galectine 9. Une fois la galectine 9 liée a TIM3 (T-cell
Immunoglobulin Mucin 3), la voie Akt/mTOR/NF-kB est sollicitée et la viabilité des Ly altérée

(Ferris et al., 2014; Luo et al., 2017).

Les MDSC peuvent modifier la conformation de la cytokine chimioattractive CCL2,
grace au péroxynitrite (ONOO") qu’elles produisent (Molon et al., 2011). Cette cytokine ne
peut donc plus se fixer a son récepteur CCR2 présent a la surface des Lt CD8* qui ne sont

donc plus recrutés.

Enfin des études ont montré que les MDSC sont capables d’inhiber les cellules NK par

contact cellulaire :
- en interagissant avec le récepteur NKp30 a la surface des NK (Hoechst et al., 2009),

- en bloquant la production d’IFN-y et I'expression du récepteur activateur NKG2D

grace a leur TGF-B membranaire (Li et al., 2009).

1.6.5. L’axe PD-1/PD-L1
Le Program Death-Ligand 1 (PD-L1), aussi nommé CD274 ou B7-H1, est le ligand du
récepteur de co-inhibition Program Death 1 (PD-1), exprimé par les Ly. La liaison de PD-L1 a
PD-1 active la phosphatase PTPN11 (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11), qui
déphosphoryle les médiateurs d'activation des Lt associés au TCR et au récepteur de co-
stimulation CD28. Cette action conduit a l'inhibition de I'activation des cellules T afin de

controler I'auto-immunité dans des conditions physiologiques (Hui et al., 2017).

Le marqueur PD-L1 est souvent décrit dans le cadre de cancer, et est exprimé dans
ces pathologies, par les cellules tumorales, conduisant donc a la suppression de
I'immunosurveillance et a la progression de la tumeur. L’expression de PD-L1 par les cellules
tumorales est associée a de mauvais résultats cliniques, dans différents types de cancers : le
cancer gastrique, le cancer rénal, le cancer du pancréas, de I'ovaire, de la vessie (Wang et al.,
2016). Les cellules tumorales sont aussi capables d’induire I'expression de PD-L1 a la surface
des MDSC, participant a [l'activité immunosuppressive des MDSC dans le
microenvironnement (Prima et al., 2017). Le taux d’expression de PD-L1 sur les MDSC est
d’ailleurs corrélé a la progression tumorale dans différents types de cancers (lwata et al.,
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2016; Limagne et al.,, 2016). De plus, Azzaoui et son équipe montrent a la fois une
augmentation des populations de MDSC dans le sang de patients atteints de lymphomes B
diffus a grandes cellules (DLBCL: Diffuse Large B-Cell Lymphoma), mais aussi une
augmentation de I'expression de PD-L1 par ces cellules. lls ont montré dans des expériences
de co-culture in vitro, que le blocage de I'axe PD-1 / PD-L1 grace a des anticorps
monoclonaux, restaure la prolifération des Lt (Azzaoui et al., 2016). Ces résultats ont été
complétés par Ballbach et son équipe, qui ont bloqué PD-L1 a la surface de PMN-MDSC et

obtenu, in vitro, le rétablissement de la prolifération des Ly (Ballbach et al., 2017).

Une étude sur des souris déficientes pour le récepteur de I'IFN de type | (IFNAR1) a
mis en évidence que |'expression de PD-L1 par les MDSC est activée par IFN de type | (IFN-a,
IFN-B par exemple) produit par les MDSC elles-mémes (Xiao et al., 2018). Elles sont donc
capables de maintenir leur expression de PD-L1 de maniére autocrine, via la voie du Signal
Transducer and Activator of Transcription 1 (STAT1), lorsque la production d’IFN-y n’est plus

suffisante, du fait de I'inhibition des Ly (Figure 3).

Lymphocyte T

oo 8
@ IFNAR]"IFNGRI #

g/ e
y g

/ Cellule
" tumorale

Figure 3 : Modéle de régulation de I’expression de PD-L1 par les MDSC dans le
microenvironnement tumoral (modifié d'apres Xiao et al., 2018) : L’IFN-y produit par les Lt
activés est un régulateur majeur de PD-L1. Cependant dans le microenvironnement tumoral,
Iactivation des Lr peut étre inhibée résultant en la perte ou la diminution de la production
d’IFN-y. En compensation, les MDSC peuvent sécréter des IFN de type | (IFN-a, IFN-B) afin de
maintenir I'expression de PD-L1, et maintenir leur activité suppressive. (IFNAR1: Interferon
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alpha and beta-receptor subunit 1; IFNGR1: Interferon gamma receptor 1; IRF1: Interferon

Regulatory Factor 1).

1.6.6. Conclusions sur les activités immunosuppressives
Les différentes activités immunosuppressives utilisées par les MDSC pour inhiber les

lymphocytes T sont résumées dans la Figure 4.

Les deux sous-types de MDSC different, en plus de leur phénotype, dans leurs
mécanismes d‘immunosuppression (Veglia et al., 2018). Ainsi, les M-MDSC génerent
principalement des NO grace aux NOS2, alors que les PMN-MDSC produisent de grandes
guantités de ROS via I'action de la NADPH oxydase (Movahedi et al., 2008; Youn et al., 2008).
Par ailleurs, les M-MDSC produisent de I'lL-10 et de la PGE;, contrairement aux PMN-MDSC
(Millrud et al., 2016). Cependant, les M-MDSC et les PMN-MDSC expriment toutes deux des
guantités similaires d’ARG1 (Youn et al., 2008).
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Figure 4: Mécanismes d’inhibition de [Iactivation et de la prolifération des

lymphocytes T utilisées par les MDSC (Gabrilovich et al., 2012).
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I.7. Accumulation et activation des MDSC

L’accumulation de MDSC est un processus complexe. Condamine T et al. ont proposé
un modele décrivant ce phénoméne, et selon lequel 'accumulation de MDSC requiert deux

signaux (Condamine et al., 2015) schématisés dans la Figure 5.

Le premier est responsable de I'expansion des cellules myéloides immatures et de
I'inhibition de leur différentiation. Ce signal est principalement dirigé par des facteurs de
croissance tumoraux tels que STAT3, IRF8, C/EBPB, activés par le GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor), le G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor), le
VEGF ou I'lL-6 (Marigo et al., 2010; Ost et al., 2016). STAT3 joue un réle crucial dans
I'inhibition de I'apoptose des cellules myéloides et empéche la différenciation en cellules
matures via I'expression des genes Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) et c-myc (Yin et al.,
2018). Il a été aussi montré chez des patients atteints de cancer rénal et traités au sunitinib
(inhibiteur de récepteurs a activité tyrosine kinase), que le blocage de la voie de signalisation
de STAT3 grace a cette molécule, inhibe la prolifération des MDSC (Draghiciu et al., 2015; Ko
et al., 2009).

Ensuite, d’autres signaux sont responsables de la conversion de ces cellules
myéloides immatures en MDSC. Cette fois ce sont des facteurs tels que NF-kB, STAT1, STATS6,
PGE; et la cyclooxygénase 2 (COX2) qui sont impliqués (Condamine et al., 2015). En effet, il a
été montré qu’une fois activé par I'lL-18 ou I'IFN-y, STAT1 induit la sécrétion d’iNOS et
d’ARG1 par les MDSC qui inhibent donc I'activité des Lt (Kusmartsev et al., 2005). L'IL-1p est
également impliqué dans l’activation des MDSC via la voie NF-kB (Tu et al.,, 2008).
L’activation des MDSC est donc médiée par les cytokines qui sont produites par d’autres
cellules immunitaires activées. Selon la littérature, différentes cytokines semblent étre
impliquées dans I'activation des MDSC. L'IFN-y par exemple, est sécrétée par les cellules NK
et les Lt activés, et induit I'expression de iNOS par les MDSC (Shime et al., 2017; Zhang et al.,
2017). UIL-4 et I'lL-13 sécrétées par les cellules Th2 et les cellules NK, sont également
impliquées dans I'activation des MDSC. En effet, le récepteur a I'lL-4 (CD124) étant retrouvé
a la surface de ces cellules, le role de cette cytokine a été étudié. Dans un modeéle murin de
myocardite virale, I'lL-4 induit chez les MDSC CD11b*/Ly6C* (monocytique-MDSC),
I'expression de I'’ARG1 (Zhang et al., 2017). D’autres molécules jouent un roéle dans

I’activation des MDSC, telles que I'lL-1B, la PGE; (Poschke and Kiessling, 2012). La PGE; étant
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elle-méme produite par les MDSC, il est donc probable qu’une rétroaction positive existe, et
permette de maintenir les cellules activées et la ou elles ont été recrutées (Millrud et al.,

2016).

Cependant, il semblerait que ['activation des MDSC soit un phénomeéne plus
complexe, puisqu’une étude a montré que la présence de Lr activés était nécessaire au
maintien du phénotype immature des MDSC et a leurs activités immunosuppressives (Solito
et al., 2011). Dans cette étude, ils démontrent que les Lt les plus fortement activés sont plus
facilement inhibés par les MDSC, suggérant I’existence de facteurs produits par les Lt activés

(tels que I'IFN-y) contribuant a I'activation des MDSC.
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Figure 5 : La différenciation des MDSC régulée par différents signaux : Les MDSC sont
issues de Cellules Progénitrices Hématopoiétiques (HPC). La présence de facteurs tumoraux
(Signal 1) conduit a I'expansion des précurseurs monocytiques et granulocytiques. Ceux-ci
requiérent I'activation du signal 2 pour acquérir le phénotype immunosuppressif des PMN-
MDSC et M-MDSC. Ces 2 signaux inhibent également la différenciation des cellules myéloides
en cellules matures : cellules dendritiques et macrophages (modifié d'apres Condamine et al.,

2015; Yin et al., 2018).
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1.8. Plasticité des MDSC

La plasticité des MDSC est un mécanisme complexe et largement discuté dans les
modeéles tumoraux de souris. Les MDSC peuvent se différencier en DC, macrophages et
granulocytes. Des études in vitro ont montré que des MDSC provenant de souris porteuses
de tumeurs sont capables, sous l'influence de GM-CSF, de se différencier en granulocytes
pour les G-MDSC ou en DC et macrophages pour les M-MDSC (Narita et al., 2009; Youn et al.,
2012). Ces derniers ont une activité immunosuppressive sur les Lt in vitro. Plusieurs rapports
ont en effet décrit que les M-MDSC peuvent se différencier en Tumor Associated
Macrophages (TAM) sous l'influence de I’Hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1a) (Corzo et al.,
2010; Marvel and Gabrilovich, 2015). En analogie avec les M-MDSC, les PMN-MDSC (ou G-
MDSC) peuvent se différencier en Tumor Associated Neutrophils (TAN) (Fridlender et al.,
2012). Ces cellules jouent différents roles dans la progression de la tumeur en induisant
I’'angiogenese, la croissance tumorale et en induisant une immunosuppression locale. Elles
stimulent l'apoptose des Lr et soutiennent I'immunosuppression dans le
microenvironnement via des mécanismes communs aux MDSC, dont I’ARG1, I'iNOS et la

production de cytokines (Kusmartsev and Gabrilovich, 2006; Sharda et al., 2011).

Il existe peu de littérature sur la plasticité des MDSC dans des conditions non
néoplasiques inflammatoires, telles que des maladies auto-immunes ou les infections. Une
étude a cependant démontré que les MDSC provenant de moelle osseuse de souris atteintes
d’arthrite peuvent se différencier en ostéoclastes sous l'influence de M-CSF et du Receptor
Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand (RANKL) (Zhang et al., 2015). Dans un autre
modele murin de polyarthrite rhumatoide, Sendo et son équipe ont montré que les M-MDSC
se différencient en DC tolérogéniques grace au GM-CSF, qui sont capables d’inhiber les Ly,

diminuant ainsi la progression de la maladie (Sendo et al., 2017).

1.9. MDSC et pathologies
Comme évoqué dans de multiples conditions pathologiques, telles que les cancers, la
transplantation d’organe et les maladies auto-immunes, la population de MDSC augmente

en taille, et peut étre détectée dans le sang, la rate, les tissus cancéreux et les sites
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d’inflammation. Il n’est par ailleurs pas évident que les MDSC aient les mémes fonctions

dans toutes ces conditions.

1.9.1. MDSC et environnement tumoral

Les MDSC représentent un marqueur de mauvais pronostic chez les patients atteints
de cancer. En effet, le taux de MDSC chez des patients avec différents types de tumeurs
solides est significativement augmenté (Safarzadeh et al., 2017). Nous retrouvons aussi une
augmentation de ces populations dans le sang de patients atteints de cancers
hématologiques, tel que les DLBCL (Azzaoui et al., 2016). Par ailleurs, plusieurs études
montrent que les proportions de MDSC circulantes sont corrélées avec I'état clinique du
patient, la survie globale, le nombre de métastases et I'’échappement a lI'immunité anti-
tumorale (Azzaoui et al., 2016; Diaz-Montero et al., 2014; Huang et al., 2013; Wang et al.,
2013). Il a donc été suggéré d’utiliser le taux de MDSC circulantes comme un marqueur
prédictif de la réponse aux traitements par chimiothérapie, et plusieurs essais cliniques sont
en cours afin d’en étudier la pertinence (suivi de la fréquence de MDSC chez des patients

atteints de mélanome (NCT02332642) ou de cancer rénal (NCT02664883)).

La capacité des MDSC a participer a la croissance tumorale et a la formation de

métastases peut étre divisée en plusieurs fonctions.

- Régulation de I'immunité anti-tumorale : Les MDSC protéegent les cellules
cancéreuses de I'immunité anti-tumorale, grace a leurs actions inhibitrices sur I'activation et
la prolifération des Lt et des cellules NK (Sleeman, 2012). Différents mécanismes
d’'immunosuppression utilisés par les MDSC ont été mis en évidence dans les cancers, dont Ia
production de ROS, la déplétion en nutriments via I’ARG1 ou encore la production d’IL-10
(Talmadge and Gabrilovich, 2013). Grace a ces actions, les MDSC créent un
microenvironnement suppresseur favorable a la croissance tumorale en maintenant I'auto-

tolérance.

- Régulation de l'invasion tumorale : Les MDSC peuvent produire de grande
guantité d’enzymes protéolytiques telles que la Meétalloprotéinase-9 (MMP-9). Ces
protéases facilitent I'invasion des cellules tumorales dans les tissus et également

I’échappement a travers les capillaires, permettant la dissémination des cellules tumorales
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(Page-McCaw et al., 2007). Les MDSC sont capables d’induire la transition des cellules
cancéreuses d’'un phénotype épithélial a un phénotype mésenchymateux conduisant a

I'invasion de la tumeur dans les tissus (Binsfeld et al., 2016; Toh et al., 2011).

- Formation d’une niche pré-métastatique : Les MDSC et notamment les PMN-
MDSC participent a la formation d’une niche pré-métastatique en fournissant un
microenvironnement immunodéprimé adapté a lI'arrivée et a la colonisation des cellules
tumorales (Hood et al., 2011). Par ailleurs, la MMP-9 provoque la restructuration du
collagene des vaisseaux sanguins, mécanisme essentiel a I|’extravasation des cellules
tumorales présentes dans le sang (Tjiu et al., 2009). Les MDSC peuvent induire |'expansion
de cellules souches cancéreuses via les voies de signalisation IL-6/STAT3 et NO/NOTCH (Peng

etal., 2016).

- Régulation de I'angiogenese : Les MDSC peuvent sécréter plusieurs facteurs
favorisant I'angiogeneése : le TGF-B, le VEGF, la MMP9. Cette derniere lorsqu’elle est produite
par les MDSC, déclenche la production de facteurs pro-angiogéniques et notamment de
VEGF (Motallebnezhad et al., 2016). Les MDSC expriment aussi le VEGF et le Fibroblast
Growth Factor-2 (FGF-2) de facon STAT3-dépendante, résultant en la néo-vascularisation
(Kujawski et al., 2008). Le développement de nouveaux vaisseaux sanguins va faciliter

I’apport en nutriment a la tumeur et sa progression.

Les différents roles pro-tumoraux des MDSC dans les cancers solides sont

représentés dans la Figure 6.
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Figure 6: Les rbéles pro-tumoraux associés aux MDSC dans les cancers
solides (Talmadge and Gabrilovich, 2013) : Réles des cellules tumorales sont indiqués en bleu
et ceux des MDSC et autres cellules myéloides sont indiqués en rouge (CPE: Cellules

Progénitrices Endothéliales).

1.9.2. MIDSC et maladies inflammatoires

Contrairement aux cancers, seules quelques données, parfois méme contradictoires,
sont disponibles concernant le rbéle des MDSC dans les maladies auto-immunes et
inflammatoires non néoplasiques. L'influence des MDSC a été rapportée dans différentes

pathologies (Boros et al., 2016).

Dans les pathologies pulmonaires telles que I'asthme, une étude sur un modele
murin a montré que les MDSC ont un effet anti-inflammatoire, puisqu’elles produisent des
NO, inhibant la prolifération des Ly, et recrutent des Treg dans les poumons (Deshane et al.,

2011). Chez 'homme, il a été montré que les MDSC sont retrouvées en plus grande quantité
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dans les lavages broncho-alvéolaires de patients asthmatiques comparés a des sujets sains
(Deshane et al., 2015). Dans le cadre de la Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive
(BPCO), les MDSC sont retrouvées en grande quantité dans les voies respiratoires inférieures
de patients et ont une activité inhibitrice sur les Lt (Deshane et al., 2015; Scrimini et al.,
2013). Scrimini et son équipe montrent en plus I'effet du tabac sur la circulation des MDSC

dans le sang en comparant des patients fumeurs actifs et d’anciens fumeurs.

Dans un modéle murin d’inflammation rénale chronique, les G-MDSC sont trouvées
en grande quantité dans le rein apres un traitement de glucocorticoides (Li et al., 2015). Elles
sont capables de supprimer I'inflammation locale en contrélant I’expansion des Lt, des DC et
en réduisant l'infiltration des macrophages dans le rein. Le transfert adoptif de ces G-MDSC

confirme le réle protecteur face a I'inflammation rénale.

Chez ’homme, il a été montré que la fréquence de MDSC CD11b*, CD33*, HLA-DR'*"/-
dans le sang était augmentée chez les patients atteints de diabéte de type | par rapport a des
individus sains. Ces cellules ont une activité suppressive sur les Ly, et auraient donc une

influence anti-inflammatoire dans la pathologie (Whitfield-Larry et al., 2014).

Chez des patients atteints d’arthrite rhumatoide, le nombre de MDSC circulantes est
augmenté comparé a des sujets sains, et la fréquence de ces cellules est négativement
corrélée aux taux de Tumor Necrosis Factor- o (TNF-a) plasmatique (Jiao et al., 2013). Dans
cette étude, les MDSC ont donc un effet suppresseur protecteur. Cependant, il a récemment
été montré un effet pro-inflammatoire des MDSC dans I'arthrite rhumatoide, a la fois chez la
souris et chez ’lhomme. La fréquence des MDSC est corrélée a la sévérité de la maladie en

induisant une réponse inflammatoire Th17 (Guo et al., 2016).

Par ailleurs, des modéles murins expérimentaux de maladies inflammatoires des
intestins (MICI), ont montré que le transfert adoptif de G-MDSC (CD11b* Gr-1* Ly6G*) réduit
I'inflammation intestinale et les taux de TNF-a et IFN-y dans les tissus coliques (Guan et al.,
2013). Le taux de MDSC aux capacités immunosuppressives dans le sang de patients atteints

de MICl est d’ailleurs augmenté comparé a des sujets sains (Haile et al., 2008).

Dans I'ensemble de ces pathologies inflammatoires non néoplasiques, les MDSC
auraient plutot un effet protecteur. Les roles des MDSC ainsi que leurs phénotypes impliqués

dans les différentes pathologies, sont listés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2):
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Tableau 2: Roéles des MDSC dans différentes pathologies inflammatoires non

néoplasiques.
. . Phénotype des .
Pathologie Espéce MDSC Fonction Effet
. Ly6C* Ly6G" Diminution de la prolifération Anti-
Souris . .
- Ly6C Ly6G* des Ly, recrute des Treg inflammatoire
Asthme
Homme CD11b* CD14* CD16  Production de NO inhibant la Anti-
HLA-DR prolifération des Lt inflammatoire
Lin" CD11b* CD33* | Diminution de |'expression Anti-
BP H
co omme HLA-DR" de CD3C sur les Lrcirculants | inflammatoire
Inflammation Inhibition de la prolifération Anti-
rénale Souris CD11*Gr1* des Ly, DC et infiltration des | . )
. . inflammatoire
chronique macrophages dans le rein
Diabéte de Homme CD11b", CD33%, Inhibition in vitro de la Anti-
typel HLA-DR'ow/- prolifération des Lt inflammatoire
. D14 HLA-DR- - Corrélation négative o Anti- .
. N avec le taux de TNF-a inflammatoire
Arthrite - cp3zrcputpr | Corelationavecla o - Pro-
rhumatoide séverité de la maladie | inflammatoire
Souris CD11+/Gr-1* Corrélation avec Ia.severlte . Pro- .
de la maladie inflammatoire
Inhibition in vitro de la Anti-
Homme | CD14* HLA-DRl*¥ prolifération et de la ) .
. , inflammatoire
production d’IFN-y des Lt
micl Réduit I'inflammation
Souris | CD11b* Gr-1* Ly6G* intestinale et le taux de Anti-

TNF-a et d’'IFN-y dans les
tissus coliques

inflammatoire
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1.9.3. MIDSC, transplantations de CSH et GVHD

Le G-CSF est un facteur de croissance hématopoiétique permettant principalement
de stimuler au sein de la moelle osseuse la croissance, mais aussi la différenciation de
précurseurs de lignées myéloides (Deotare et al., 2015). Cette cytokine est également
connue pour ses effets sur la mobilisation des cellules-souches hématopoiétiques (CSH)
depuis la moelle osseuse vers le compartiment du sang (Tay et al., 2017). Parmi ces CSH, la
moelle va relarguer des MDSC. En effet, de multiples études ont démontré l'incidence du G-
CSF sur la mobilisation au niveau périphérique de MDSC. Luyckx et al. ont montré que les
pourcentages de PMN-MDSC (Lin" HLA-DR™ CD11b* CD15) et de M-MDSC (Lin" HLA-DR
CD11b* CD15*) sont significativement augmentés dans le sang de patients sous G-CSF

(Luyckx et al., 2012).

A la suite d’'une greffe de CSH, dans le cadre de troubles hématologiques comme par
exemple la leucémie, certaines complications peuvent survenir chez le receveur. En effet,
nous connaissons déja les rejets de greffes classiques, ou le greffon est reconnu et détruit,
car considéré comme du « non-soi » par le systeme immunitaire de I’'h6éte. La Graft versus
Host Disease (GvHD) est une pathologie pouvant survenir a la suite d’'une greffe de CSH
provenant d’un donneur génétiquement non compatible avec le receveur. Dans ce cas, les
cellules immunocompétentes du greffon vont cibler les tissus de I’'h6te conduisant a des
[ésions tissulaires séveres. Le réle des MDSC en tant qu’immuno-modulateur dans les greffes

de CSH a donc été étudié.

Une analyse sur 62 patients ayant recu des cellules souches périphériques, issues de
donneurs traités au G-CSF, a permis de mettre en évidence qu’un fort nombre absolu de M-
MDSC et PMN-MDSC contenu dans le greffon était corrélé a une réduction importante de
GVHD (Lv et al., 2015). De fagon plus précise, Vendramin et al. ont montré sur 60 patients
gue la quantité de M-MDSC était le seul paramétre permettant de prédire la survenue de
GVvHD (Vendramin et al., 2014). En effet dans leur étude, le taux de GvHD 180 jours post-
transplantation est diminué a 22% chez les receveurs de greffons ayant une quantité de M-
MDSC supérieure a la médiane, au lieu de 63% quand la quantité de M-MDSC dans le greffon

est inférieure a la médiane.

Le role des MDSC dans le greffon semble toutefois plus complexe; une étude

rétrospective sur 51 patients greffés et développant une GvHD aiglie, a montré que la
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fréguence de MDSC dans le sang était augmentée et associée a une dysfonction des Lt in
vitro (Mougiakakos et al., 2013). La GvHD est toutefois a distinguer de la GvHD aiglie,
puisqu’elle survient trés t6t, contrairement a la GvHD qui peut survenir plusieurs mois apres

la greffe, et qui est alors parfois qualifiée de chronique.

Une étude sur un modeéle murin de GvHD, a pu montrer que des cellules myéloides
immatures (CD11b* Grl*) issues de souris donneuses traitées au G-CSF, étaient capables de
supprimer les GvHD en utilisant le mécanisme de I'IDO permettant de cataboliser le
tryptophane (Joo et al., 2009). A contrario, Highfill et son équipe ont quant a eux montré que
les MDSC induites in vitro étaient capables d’inhiber les Ly alloréactifs grace a leur activité
ARG1 (Highfill et al., 2010). De plus, lorsque ces cellules sont stimulées avec de I'lL-13, ils ont
observé une réduction de la mortalité due a la GvHD, tout en préservant I'effet Graft versus

Leukemia (GvL) des Lr.

1.9.4. MIDSC et infections bactériennes
Récemment la présence des MDSC a été étudiée dans d’autres conditions que le

cancer et notamment dans les infections.

Dans le sepsis, les MDSC ont d’abord été retrouvées dans un modéle murin de sepsis
polymicrobien (Delano et al., 2007). Dans cette étude, il a été montré une augmentation
significative de cellules Gr-1* CD11b* dans la rate, les ganglions et la moelle osseuse. Par
ailleurs, ils ont montré que ces cellules étaient capables d’inhiber la production d’IFN-y par
les Lt CD8* et dans une moindre mesure d’inhiber la prolifération des Lt CD4*. A la suite de
ces résultats, plusieurs études ont montré que ces MDSC étaient également augmentées
dans le sang de patients atteints d’un sepsis (Guérin et al., 2014; Janols et al., 2014). L’étude
de Guérin et al., réalisée au laboratoire, montre aussi que la présence de ces cellules,

capables d’inhiber les Lt in vitro, est corrélée a la lymphopénie.

Quelques années plus tard, Uhel et son équipe ont montré que la présence de PMN-
MDSC dans le sang de patients septiques était corrélée a une plus forte incidence
d’infections nosocomiales (Uhel et al., 2017). Cette étude montre que ces MDSC sont
capables d’inhiber les Lt par la production d’ARG1. Pour la premiére fois, les MDSC dans le

sepsis sont associées a I'état d'immunosuppression observable chez les patients.
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Plus récemment, Mathias et son équipe ont mis en évidence a la fois une
augmentation de MDSC chez les patients en choc septique et les patients en sepsis sévere
(Mathias et al., 2017). Dans cette étude, la présence de MDSC est corrélée a des
complications cliniques telles que des infections nosocomiales augmentant le temps

d’hospitalisation et la mortalité, confirmant les résultats de Uhel et al.

Cependant leurs roles dans les infections aiglies bactériennes, comme le sepsis, ne
sont toujours pas bien compris. La fonction majeure des MDSC dans le sepsis et le choc
septique, est probablement de réguler I'hyper-inflammation en participant au syndrome
Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome (CARS), il a toutefois été suggéré que
les MDSC ont une action antimicrobienne (Janols et al., 2014). En effet, il a été montré que
des MDSC issues de souris infectées a M.tuberculosis, présentaient des capacités

phagocytaires et endocytaires d’une maniére dose-dépendante (Knaul et al., 2014).

1.9.5. MIDSC et infections virales
Les MDSC ont été également identifiées dans des infections virales, telles que le virus
de I'hépatite C (VHC) ou le virus de 'immunodéficience humaine (VIH), mais aussi dans des
infections fongiques et parasitaires (Gama et al., 2012; Goh et al., 2013; Rieber et al., 2015;
Tacke et al., 2012; Van Ginderachter et al., 2010). Dans ces études le phénotype de MDSC
identifié semble étre différent en fonction du type d’infection et du stade de la maladie

(Janols et al., 2014; Qin et al., 2013).

Les infections virales sont connues pour induire des médiateurs pro-inflammatoires,
tels que le TNF-a et I'lL-1P3, associés a I'accumulation de MDSC (Goh et al., 2013). En effet, la
fréquence de MDSC est augmentée chez des patients positifs pour I'VHC, et est positivement
corrélée a la charge virale (Tacke et al., 2012). Les infections au virus de I’'hépatite B (VHB)
sont également associées a une induction de MDSC, qui sont retrouvées augmentées dans le
sang de patients atteints d’une infection chronique a I'VHB (Huang et al., 2014a). Ces MDSC
sont d’ailleurs capables dans ces deux études de supprimer in vitro |'activité des Lr. Enfin,
plusieurs études ont montré que les patients positifs pour le VIH montrent une

augmentation du nombre de MDSC dans leur sang (Gama et al., 2012; Qin et al., 2013). Une
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de ces études observe l'activité ARG1 des MDSC, qui sont donc capables de supprimer

I'activité des Ly, et correle le taux de M-MDSC avec le stade de la maladie (Qin et al., 2013).

Par ailleurs, la présence de cellules myéloides CD11b* ayant des capacités
suppressives via iNOS et ARG1 sur les Ly, ont été retrouvées chez des patients avec une
infection récente au virus de la grippe A (Virus Influenza A), confirmant les résultats réalisés
sur des souris (De Santo et al., 2008). Il semblerait donc que les MDSC soient présentes lors
d’infections virales chroniques telles que I'infection par le VIH, le VHB et le VHC, mais aussi

transitoires comme le virus de la grippe.

1.10. MDSC et approches thérapeutiques

Un grand nombre d’études ont démontré un intérét quant a I’élimination des MDSC
dans les modeles de tumeurs. En effet, que ce soit la chimiothérapie qui augmente
I'immunité anti-tumorale en contrant I'activité immunosuppressive des MDSC sur les Lt, ou
les vaccins tumoraux qui permettent la conversion des MDSC en cellules pro-inflammatoires
qui limitent la croissance tumorale, la réduction du nombre de MDSC dans le cancer est sans
aucun doute bénéfique. Plusieurs molécules visant a moduler les MDSC ont été testées.
Parmi elles, les inhibiteurs de COX-2 (tels que les anti-inflammatoires non stéroidiens de la
famille des coxibs) bien connus pour réduire I'incidence de nombreux cancers, en induisant
des changements transcriptionnels, diminuent I’expression des MDSC au niveau des tumeurs
(Goh et al., 2013). Les inhibiteurs de phosphodiesterase-5 (tels que le sildénafil ou le
tadalafill) empéchent le fonctionnement de la machinerie cellulaire en diminuant
I'expression d’ARG1 et d’iNOS. Certains agents peuvent induire la différenciation des MDSC
en cellules myéloides matures, tels que le paclitaxel ou les Pathogen-Associated Molecular

Patterns (PAMPs) (oligonucléotides CpG) (Sevko et al., 2013).

En outre, [lutilisation thérapeutique des MDSC représente une approche
prometteuse dans le cadre de certaines pathologies. Ces cellules immuno-régulatrices
représentent, au méme titre que les cellules Treg, un nouveau type cellulaire pouvant étre
manipulé dans le but d’induire une tolérance immune lors d’une transplantation ou d’une
maladie auto-immune. Un role protecteur des MDSC a en effet été décrit dans le cadre de

transplantations allogéniques (Drujont et al., 2014).
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Enfin, un certain nombre d’essais cliniques chez des patients utilisant ou visant les
MDSC ont été rédigés (22 essais cliniques en cours de réalisation ou achevés selon
www.clinicaltrials.gov, Mai 2018). 80% de ces essais cliniques s’effectuent chez des patients
atteints de cancers (cancers solides ou hématologiques), chez lesquels les MDSC sont utilisés
comme biomarqueurs de I"évolution de la maladie (NCT02332642 : suivi des MDSC dans le
mélanome) ou encore chez lesquels I'impact des chimiothérapies ou immunothérapies est
observé sur les MDSC (NCT03486119 : effet d’un anti-PD-1 sur les MDSC dans un cancer du
poumon). Un essai clinique de phase | chez des patients atteints de cancer a récemment
montré qu’un agoniste des récepteurs LXR (Liver X Receptor, récepteurs des oxystérols,
récepteurs nucléaires régulant le métabolisme du cholestérol et des lipides dans I'organisme
ainsi que la réponse inflammatoire au niveau des macrophages) diminue la survie des MDSC
induisant une déplétion des MDSC dans le sang de ces patients (Tavazoie et al., 2018). Cette

déplétion en MDSC est associée a une activation des Lt CD8*.

Les essais cliniques restants concernent des pathologies inflammatoires et/ou des
infections ; parmi elles se trouve notre étude ou les MDSC sont étudiées dans le cadre du

sepsis (NCT02903082).
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Chapitre Il. Le sepsis

II.1. Introduction

Le mot « Sepsis » vient du grec «ofjPLg» qui signifie « putréfaction », c’est-a-dire la
décomposition d’'une matiére organique en présence de bactéries. Le sepsis est le terme
international pour caractériser une réponse inflammatoire généralisée, associée a une
infection grave (Funk et al., 2009; Steven M. Opal, 2009). Ce syndrome était anciennement
désigné par le terme septicémie créée en 1837 par le médecin francais Pierre-Adolphe
Piorry, qui décrit la présence de bactéries dans le sang (bactériémie) (Pierre-A Piorry, 1834;
Sakula, 1979). Quelques années plus tard, en 1878, Semmelweis et Pasteur apportent avec la
« théorie des germes », la notion d’empoisonnement du sang par un micro-organisme

(Fekete, 1968; Funk et al., 2009).

Notre systéme immunitaire peut étre vu comme un état d’équilibre entre la réponse
pro-inflammatoire, indispensable a I’élimination de germes, et la réponse contraire, anti-
inflammatoire destinée a prévenir des dégats collatéraux sur les tissus et liée a une sur-
activation de la réponse pro-inflammatoire. Un déséquilibre entre ces deux mécanismes
peut entrainer un déréglement important et délétére du systéme immunitaire que I'on
définit par syndrome septique. Le sepsis est donc I'expression clinique d’anomalies

physiologiques et biochimiques induites par une infection.

11.2. Définitions

11.2.1. Anciennes définitions
En 1991, un consensus international définit initialement le sepsis comme résultant
d’un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), suite a une infection de
I'organisme (Bone et al., 1992). Le SIRS est caractérisé par au moins deux des manifestations

cliniques suivantes:
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(1) une température corporelle supérieure a 38°C ou inférieure a 36°C,

(2) une fréquence cardiaque supérieure a 90 battements par minute,

(3) une tachypnée ou hyperventilation, définit par une fréquence respiratoire >20
cycles /min ou une PaC0; < 32 mmHg,

(4) un compte leucocytaire supérieur a 12 000/mm?3 ou inférieur 3 4 000/mm3.

Le sepsis était alors défini par I'association de deux critéres de SIRS et d'une infection
bactérienne ou autre (fongique, virale, parasitaire) présumée ou confirmée. Il peut se
compliquer par l'apparition de défaillances d’organes prenant alors le terme de sepsis
sévere, qui peut lui-méme progresser en choc septique, définit comme une «hypotension

artérielle induite et persistante malgré une expansion volémique adéquate».

En 2001, I'International Sepsis Definition Conference ajoute au SIRS le concept de
stadification, a I'image du TNM (Tumor, Nodes, Metastasis) en oncologie, et basé sur 4
caractéristiques bien distinctes, portant |'acronyme de PIRO. P représente ici les
prédispositions au sepsis, c’est-a-dire les comorbidités préexistantes capables de réduire la
survie du patient. | est I'infection, et reflete I'impact sur le pronostic qu’ont le site, le type et
I’étendue de I'infection ainsi que du pathogéne impliqué. R représente dans cet acronyme la
réponse de |'organisme face a un pathogéne et dont le SIRS fait partie. Enfin, le O signifie
dysfonction d’organe, puisque la sévérité des atteintes et le nombre d’organes concerné est
déterminant dans le pronostic (Levy et al., 2003). Chaque caractéristique a un nombre de
points donnés: P=9,1=4, R=6 et O =14; le score total P + | + R + O détermine la sévérité
du sepsis, et donne le risque de mortalité qu’a le patient. Ainsi, plus le score PIRO est élevé,

plus le risque de mortalité est important (Howell et al., 2011).

Cependant, les criteres du SIRS n’indiquent pas nécessairement une réponse
immunitaire anti-bactérienne inappropriée puisque ce syndrome peut étre retrouvé dans de
nombreux contextes non-infectieux tels que les traumatismes graves, les pancréatites et les
grands briilés. Récemment, une large étude prospective a confirmé le manque de sensibilité
et de spécificité du SIRS vis-a-vis de l'infection. Selon cette étude, un patient sur huit
présentait moins de deux criteres du SIRS alors qu’il présentait un sepsis sévere, c’est-a-dire
un sepsis avec défaillance d’organes (Kaukonen et al., 2015). Il a donc été décidé de retirer le

SIRS de la définition des syndromes septiques.
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11.2.2. Place du score SOFA dans la nouvelle définition du sepsis

Dans le but de décrire la gravité et les défaillances d’organe liées au sepsis, la Société

Européenne de la Médecine de Soins Intensifs (ESCIM) a créé le score Sequential Organ

Failure Assessment (SOFA) (Vincent et al., 1996). Le score SOFA est défini selon plusieurs

parameétres cliniques et biologiques résumés dans le tableau ci-dessous (

Tableau 3) :

Tableau 3 : Le score SOFA (d’aprés Vincent et al., 1996) : PaO2 : Pression artérielle en

oxygene, FiO2 : Fraction inspirée d’oxygéne, MAP : Pression Artérielle Moyenne, Score de

Glasgow avec un minimum de 3 points jusqu’a un score maximum de 15 indiquant une

fonction neurologique normale, Catécholamine (dopamine, noradrénaline...) en ug/kg/min.

SOFA Score 0 1 2 3 4
Respiration > 400 <400 <300 <200 <100
Ratio PaO2/FiO2 - ~ /
Assistance respiratoire
Coagulation > 150 <150 <100 <50 <20
Plaquettes, 103/mm3
Hépatique <1,2 1,2-1,9 2,0-59 6,0-11,9 >12,0
Bilirubine, mg/dLI
Cardiovasculaire MAP MAP Catécholamine Catécholamine Catécholamine
Hypotension >70mmHg <70mmHg <5 >5 >15
Systéme nerveux 15 13-14 10-12 7-9 <6
central Conscience , Coma lourd Coma profond
Somnolence / coma léger
Score de Glasgow normale ou mort
Fonction rénale <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0
Créatinine, mg/dL
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Le score SOFA est établi en additionnant la valeur donnée pour chaque organe, en
sachant qu’une valeur de 0 constitue la normalité et qu’une valeur de 4 définit la défaillance

d’organe la plus séveére (Singer et al., 2016; Vincent et al., 1996).

Dans le cadre de ces nouvelles définitions, le quick SOFA (qSOFA) est un score plus
rapide mais moins précis que le score SOFA. Il permet d’identifier tres rapidement les
patients a risque de présenter un sepsis grace a I'analyse de 3 paramétres cliniques : la
fréquence respiratoire, I'état mental du patient (score de Glasgow) et la pression artérielle

(Singer et al., 2016).

Le score SOFA permet de décrire la gravité du sepsis, et d’évaluer les dysfonctions de
chaque organe. Le taux de mortalité est directement lié a la gravité du sepsis et donc au
score SOFA. En effet, une étude rétrospective sur 184 875 patients a montré qu’une
augmentation du score SOFA d’au moins 2 points est associée a un risque de mortalité plus

élevé, d’environ 10% selon les études (Raith et al., 2017; Seymour et al., 2016).

En 2014, la ESCIM établit une nouvelle définition du sepsis, puis en 2016 (Singer et
al., 2016). Désormais le sepsis se définit comme une dysfonction d'organe suite a une
réponse immunitaire inappropriée de I'héte lors d’une infection. En pratique, le sepsis
correspond a une augmentation d'au moins deux points du score SOFA en association a une
infection suspectée ou confirmée. Le concept de sepsis sévére est abandonné. Le choc
septique est quant a lui défini comme un sepsis au cours duquel il est noté une
hyperlactatémie supérieure a 2 mmol/L et la nécessité d’un traitement par vasopresseur

pour maintenir une pression artérielle moyenne > 65 mmHg.

La Figure 7 ci-dessous représente le guide utilisé par les cliniciens dans le but

d’identifier les patients septiques.
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(voir @)
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dysfonction d'organe

Yy

Sepsis toujours
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No

n

Surveillance des conditions
» cliniques ; ré-évaluation possible
d'un sepsis si indication clinique
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Sepsis
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Malgré une réanimation adaptée, .
1. Nécessité d'administrater des vasopresseurs
afin de maintenir une MAP 2 65 mm Hg

ET

2. Taux de lactates sériques > 2 mmol/L

Oui

Non

Pression sanguine systolique

Critéres du SOFA

Ratio Pa0: / FiO2
Score de Glasgow (Glasgow Coma Scale)
Pression artérielle moyenne

Administration de vasopresseurs avec le
type et la dose par perfusion

Créatinine sérique ou produciton d'urine

v Bilirubin
Compte plaquettaire

Choc septique

Figure 7 : Guide d’identification des critéres cliniques des patients septiques (modifié
d’aprés Singer et al., 2016). Les scores SOFA doivent étre considérés comme nuls, sauf s'il est
avéré que le patient présente un dysfonctionnement d’organe préexistant avant le début de

I'infection. (MAP : pression artérielle moyenne).

11.3. Epidémiologie

Apres le premier consensus de 1991, la standardisation du diagnostic du sepsis a
permis la réalisation d’études épidémiologiques, d’incidence et de mortalité. Ainsi, Martin et
al. a observé une augmentation annuelle de l'incidence du sepsis aux Etats-Unis, passant de
83 cas en 1979, a 240 pour 100 000 habitants cas en 2000 (Martin et al., 2003). De méme en
France, Annane et al. ont décrit une augmentation significative de la fréquence de chocs
septiques entre 1993 et 2000, passant de 7 a 9,7 cas pour 100 hospitalisations en unité de
soins intensifs (Annane et al., 2003). En Allemagne, I'incidence des cas de sepsis entre 2007
et 2013 a augmenté de 256 a 335 cas pour 100 000 personnes (Fleischmann et al., 2016).
Plus largement, dans les pays a revenu national élevé, I'incidence du sepsis est de 288 pour

100 000 habitants, par an (Martin et al., 2006).

Les syndromes septiques sont donc en constante augmentation. En cause, le

vieillissement progressif de la population, une augmentation du nombre de comorbidités,
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une amélioration du diagnostic ou encore le développement par les pathogénes de

résistances aux antibiotiques.

A contrario, une réduction de la mortalité du sepsis est observée aussi bien aux Etats-
Unis, qu’en France, puisque le taux de mortalité dans les unités de soins intensifs francais a
chuté de 56% a 35% entre 1993 et 2001 (Annane et al., 2003; Brun-Buisson et al., 1995). Plus
récemment aux Etats-Unis, le taux de mortalité dans les unités de soins intensifs a chuté de
35% entre 1988 et 2012, passant de 17,3% a 11,3% (Zimmerman et al., 2013). L’amélioration
en termes de rapidité et de sensibilité du diagnostic permet une prise en charge adaptée du
patient, diminuant ainsi la mortalité. En revanche, le taux de mortalité reste élevé (jusqu’a

80%) dans les pays a revenu national faible et intermédiaire (Schultz et al., 2017).

I1.4. Facteurs associés au sepsis

Plusieurs facteurs de risque ont été retrouvés. L’avancée en age représente un
facteur de risque majeur avec une augmentation continue de la fréquence du sepsis
notamment apres 60 ans (Martin et al., 2006). Le risque de développer un sepsis est
également augmenté en présence de comorbidités telles qu’une insuffisance rénale, une
maladie pulmonaire chronique, un cancer ou une immunosuppression (Brun-Buisson et al.,
1995; Suarez De La Rica et al., 2016). Le site d’infection est aussi déterminant ; en effet, les
poumons et I'abdomen sont les sites initiaux d’infections mis en cause dans les sepsis, les
plus fréquents, selon une étude dans une unité de soins intensifs chinoise (He et al., 2016).
La saisonnalité peut étre importante, puisque certaines infections comme les infections
pulmonaires sont plus fréquentes en hiver (Danai et al., 2007; Suarez De La Rica et al., 2016).
Enfin, le sexe joue également un réle, notamment via I'action des hormones. Une incidence
plus faible de sepsis a été rapportée chez les femmes, probablement due a I'effet protecteur
des estrogénes sur le systéme immunitaire, déja connu dans les pathologies cardio-

vasculaires (Angele et al., 2014).
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I.5. Biomarqueurs

Plusieurs biomarqueurs sont utilisés en cliniques afin d’aider au diagnostic et de
prédire I'état du patient. La procalcitonine (PCT) est une protéine libérée par les cellules du
parenchyme du tissu |ésé en réponse a une agression bactérienne. La sécrétion de PCT
commence dés les premieres heures du sepsis (2-4h), et le pic est atteint a 24-48h. Plusieurs
études, et notamment celle de De Jong E et al., ont montré que la diminution du taux de PCT
est associée a un faible taux de mortalité (de Jong et al, 2016). Si la PCT n’est pas
augmentée lors d’une inflammation virale ou non-infectieuse, le taux de cette protéin.e peut
étre élevé dans d’autres conditions non-septiques telles que les chocs cardiogéniques ou des
pancréatites sévéres, constituant ainsi un manque de spécificité de ce marqueur (Meisner,

2014).

Le lactate est un marqueur des conditions hypoxiques souvent retrouvées chez les
patients dans un état critique. Le suivi des lactates sériques permet d’apprécier I'efficacité

d’un traitement chez le patient septique (Miglietta et al., 2015; Rhodes et al., 2017).

La protéine C-Réactive (CRP) est synthétisée lors de la phase aiglie d’une infection ou
de I'inflammation, par le foie. La spécificité de cette protéine pour le diagnostic du sepsis est
faible puisqu’elle est synthétisée a la suite de différents stimuli autres que le sepsis ; il s’agit

en effet d’'un marqueur de I'inflammation (Rhodes et al., 2017).

La PCT et la CRP sont normalement des biomarqueurs de diagnostics, mais leurs
dosages sont peu prescrits du fait de leur manque de spécificité vis-a-vis du sepsis. Quant
aux lactates sériques, ils représentent un marqueur aspécifique de la gravité, car une
élévation de leurs taux sériques ne reflete pas de fagon systématique la sévérité de la
pathologie. Le suivi de ces paramétres a donc ses limites, et il serait nécessaire de mettre en

évidence de nouveaux biomarqueurs adaptés.
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I1.6. Physiopathologie

11.6.1. Inflammation

Le sepsis est une maladie inflammatoire médiée par l'activation du systéeme
immunitaire inné par un pathogene (bactérie le plus souvent). En effet, le sepsis est initié par
la reconnaissance de pathogénes et de signaux de danger, par les cellules immunes, mais
aussi les cellules épithéliales et endothéliales. La liaison des PAMPs des micro-organismes
(bactéries, virus...) ou des Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) aux protéines du
complément ou des TLR, Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)-like receptors
(NLR), Retinoic acid-Inductible Gene (RIG)-like receptors (RLR) et C-Type Lectin receptors
(CLR), induit une cascade de signalisation intracellulaire. L’activation des voies de
signalisations MAPKs (Mitogen-Activated Protein kinases), JAKs (Janus Kinase), STATs et NF-
kB conduit a I'expression de genes impliqués dans le métabolisme cellulaire, I'inflammation
et l'immunité adaptative, comprenant notamment la production de cytokines
inflammatoires (TNF-a, IFN de type |, IL-6, IL-8) et de chemokines (CCL2, CXCL10) (Figure 8).
L’activation de ce réseau de cytokines inflammatoires commence dans les minutes suivant la
reconnaissance des PAMPs et DAMPs. Grace a ces molécules chimioattractives, les cellules
de I'immunité sont recrutées au niveau du site infectieux. Parmi ces cellules, les Cellules
Présentatrices d’Antigénes (CPA), dont les monocytes, macrophages et cellules dendritiques
(DC) font partie, vont phagocyter les pathogénes. Aprés la phagocytose, les CPA effectuent le
processing des protéines du pathogéne (lipopolysaccharides, peptidoglycanes des parois
bactériennes par exemple), c’est-a-dire la fragmentation de ces protéines en peptides qui
sont ensuite associés au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) —I ou —lIl. Ensuite, les
Lt reconnaissent les complexes CMH-peptides grace aux TCR a leur surface. Ces Ly activés
vont développer a la fois une réponse pro-inflammatoire, afin de lutter contre le pathogene,
et une réponse anti-inflammatoire servant de rétrocontrole négatif pour réguler I'activité du

systéme immunitaire inné.
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Figure 8 : Récepteurs de surface et intracellulaire responsables de la reconnaissance

de pathogénes et de signaux de dangers endogénes (Hotchkiss et al., 2016).

Le plus souvent, le systéme immunitaire inné est efficace, élaborant une réponse
équilibrée et protectrice, et résultant en I'élimination du pathogéne a I'aide de réactions
pro-inflammatoires, telles que la libération de cytokines et chemokines, le recrutement de
phagocytes et I'activation locale du complément et du systeme de coagulation. Au cours
d’une infection locale, la réponse inflammatoire controle la progression du pathogéne.
L'inflammation est donc un évenement essentiel dans I'immunité innée. Le retour a
I’'homéostasie qui suit est médié par des mécanismes compensatoires qui par rétrocontrole
négatif ont pour effet de limiter I'inflammation initiale et de prévenir les dommages
collatéraux. Si ce mécanisme est perturbé, une hyper inflammation peut survenir, avec ce
qui est appelé un orage de cytokine, pouvant conduire a de multiples dysfonctions d’organe.
Au cours de certaines infections, le pathogene prédomine et réussit a se multiplier malgré
I'activation de la réponse immune, qui devient alors déséquilibrée et néfaste pour I’'héte.
Cette réaction est caractéristique du syndrome du choc toxique (TSS), ou le super antigéne
du Staphylococcus aureus (entérotoxine B) force linteraction entre le CMH-II et le TCR,

induisant une activation massive et non spécifique des lymphocytes par I'antigene (Figure 9).
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L'hyper-inflammation, médiée en partie par la libération de cytokines pro-
inflammatoires, par I'activation du systeme de coagulation, et par le systeme du
complément, est caractérisée par une souffrance cellulaire (résultant en la libération de

DAMPs), des dysfonctions d’organe, et un catabolisme.

"présentation d’antigene"
= immunostimulation

Lymphocytes T

Cellules )
Présentatrices e

d’Antigene IL-4 Dy >

TCR (CD3)

Enterotoxine B )

Figure 9 : Schéma simplifié de la régulation des interactions entre les CPA du systeme
immunitaire inné, et les Lt naifs du systeme immunitaire adaptatif. L’interaction APC —
cellules T implique plusieurs récepteurs : CMH Il et le TCR, CD80 et CD28. Les supers antigénes
(entérotoxine B) sont capables de tromper ce systéme en contournant ces mécanismes
inhibiteurs et induisent ainsi une hyper-inflammation et un orage de cytokine (Gerlach,

2016).

11.6.2. Immunosuppression
Bien que Ila réponse inflammatoire systémique soit considérée comme
caractéristique du sepsis, les mécanismes de rétrocontrole se mettent rapidement en place
et prennent une place importante dans la physiopathologie du sepsis. Ainsi,
I'immunosuppression survient quasi concomitamment a I'inflammation, au cours du sepsis.

Le Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome (CARS) est initialement décrit en
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1996 par Bone (Ward et al., 2008). Il s’agit d’'une désactivation systémique du systéme
immunitaire permettant de restaurer I’homéostasie a partir d’un état inflammatoire, le SIRS.
Cette réponse anti-inflammatoire existerait donc uniquement pour équilibrer la réponse
pro-inflammatoire. La réponse CARS a été caractérisée ces derniéres années par différents

éléments cliniques, cellulaires et moléculaires (Tableau 4).

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des effets cellulaires, moléculaires et cliniques du
Syndrome de Réponse Anti-inflammatoire Compensatoire (CARS) au cours d’un sepsis

(d’apres Ward et al., 2008).

Eléments cellulaires et moléculaires

e Dysfonction des lymphocytes (réduction de la prolifération et/ou la production
de cytokines)

e Apoptose des lymphocytes
e Régulation négative du marqueur HLA-DR des monocytes

e Production d’IL-10, de TGF-, de PGE>

Eléments cliniques

e Anergie cutanée

e Hypothermie

e Leucopénie, susceptibilité aux infections secondaires et incapacité a éliminer un
pathogéne

Cette immunosuppression affecte a la fois le systeme immunitaire inné et le systéme
immunitaire adaptatif. Elle est marquée entre autres par une lymphopénie par I'apoptose
des Ls, Lt et la réduction de leur prolifération, I'expansion de cellules T régulatrices et de
MDSC, la reprogrammation des CPA conduisant a une diminution de I'expression du HLA-DR,
un phénotype immature des neutrophiles. Ces derniers subissent également des
dysfonctions, altérant leurs capacités anti-microbiennes, comme par exemple une
diminution de la production des ROS ou la baisse de leur activité chimiotactique, via une

diminution de I'expression des récepteurs CXCR1 et CXCR2 (Cummings et al., 1999; Hotchkiss
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et al., 2013). Il est également observé au cours du CARS, une réduction de la capacité des
monocytes a produire des cytokines pro-inflammatoires. Les MDSC ainsi que les
neutrophiles vont d’ailleurs produire des cytokines anti-inflammatoires telles que la PGE; ou
encore le TGF-B et I'lL-10, deux cytokines immunosuppressives capables d’induire des Treg.
Enfin, le sepsis induit également I"laugmentation de I’expression du PD-L1 a la surface des
cellules stromales et des CPA, qui va se lier au PD-1 exprimé par les lymphocytes T,

supprimant leur fonction.

La forte apoptose des Ilymphocytes T, B et des DC explique aussi
I'immunosuppression des patients ; le taux d’apoptose de ces cellules est d’ailleurs corrélé a
la sévérité du sepsis, et la persistance de la lymphopénie prédit la mortalité (Hotchkiss et al.,
1999a). La phagocytose des cellules en apoptose induit le relargage de TGF-B et d’IL-10.
Drewry A et son équipe, ont montré qu’une lymphopénie persistante 4 jours aprés le
diagnostic du sepsis est prédictive d’'une mortalité a la fois précoce et tardive, mais aussi du

développement d’infections secondaires (Drewry et al., 2014).

Ces modifications de I'immunité adaptative en réponse au sepsis contribuent a la
réactivation de virus latents. En effet, comparé a des individus controles, les patients
septiques ont une augmentation du taux d’ADN viral dans le sang. Walton A et al. ont
montré la détection dans le sang de patients septiques, de différents ADN viraux entre
77,5% et 14,1% : le Torque Teno Virus (TTV), le Cytomégalovirus (CMV), le Virus d’Epstein-
Barr (EBV) et le Virus Herpés Simplex (HSV). Ces patients qui présentent une virémie ont

également une augmentation du nombre d’infections secondaires (Walton et al., 2014).

La Figure 10 ci-dessous représente le modeéle actuel des conséquences cliniques
possibles au cours du sepsis (Hotchkiss et al., 2016). Les patients guéris peuvent rapidement
sortir de I'hopital (ligne bleue). Certains patients rencontrent une réponse hyper-
inflammatoire prononcée et non contrélée, conduisant a de multiples dysfonctions d’organe
et a la mort du patient (ligne rouge). D’autres patients survivent a cette inflammation
précoce, mais rencontrent un syndrome chronique grave (ligne verte) caractérisé par le
syndrome Persistent Inflammation/Immunosuppression and Catabolism Syndrome (PICS).
C’est au cours de cette phase que peuvent survenir des réactivations virales, des infections

secondaires ou/et des dommages fonctionnels a long terme. En revanche, le PICS associé a
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I'inflammation est caractérisé par I'augmentation de la concentration de la protéine C

réactive, et la libération de cellules myéloides immatures.
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Figure 10 : Modeéle actuel des conséquences cliniques possibles au cours du sepsis

(modifié d'aprés Hotchkiss et al., 2016).

I.7. Modeéles murins
Dans le but de comprendre au mieux la physiopathologie du sepsis, et de développer
de nouvelles approches thérapeutiques, des modeles murins ont été créés. Différentes
procédures ont été développées : Il'administration de toxines exogénes telles le
lipopolysaccharide (LPS) ou encore I'administration directe de pathogénes. Le modele de
ponction-ligature caecale (CLP) chez la souris est aujourd’hui le plus utilisé. Malgré les

réserves liées a la transposition de I'animal a I'homme, ces modeles sont essentiels a la
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bonne compréhension de la physiopathologie du sepsis, ainsi qu’a toutes démarches

thérapeutiques.

11.7.1. Modeéle non chirurgical

L'administration d’endotoxine est une facon d’obtenir rapidement des symptémes et
anomalies biologiques comparables a ceux observés chez un patient septique (Remick et al.,
2000). Différents agents peuvent étre utilisés : le LPS, qui est un élément de la membrane
des bactéries Gram négatives, les ADN CpG, le zymosane, qui est une molécule de la
membrane des levures, et d’autres peptides (Nemzek et al., 2008). lls sont généralement
administrés en une seule dose, par voie intraveineuse ou intra-péritonéale. Aprés injection
chez les souris, les signes cliniques apparaissent rapidement, incluant une léthargie plus ou
moins importante et une hypothermie (Remick et al., 2000). D’un point de vue biologique,
on retrouve une diminution du compte leucocytaire, avec réduction du nombre absolu de
lymphocytes et de neutrophiles. Le modéle de sepsis induit par le LPS (isolé et purifié
d’Escherichia.coli) est tres utilisé puisque simple et reproductible, cependant cette
« inflammation stérile » ne refléte qu’une seule voie d’activation, celle de NF-kB, induite par

I'intermédiaire du TLR4.

L'injection directe du pathogéne est également une alternative comme modéle non
chirurgical. Ce modele est quant a lui trés dépendant du site d’infection, du pathogéne, et de
la «taille » de l'inoculum; en effet, ces paramétres vont définir la progression et les
conséquences cliniques sur I'animal (Nemzek et al., 2008). De plus, méme si la souche et la
dose de pathogeéne peuvent étre standardisées, I'administration soudaine d’une seule

espéce de pathogéne est peu représentative du sepsis chez I’lhomme.

11.7.2. Modéle chirurgical
En 1980, Wichterman et ses collaborateurs ont mis au point le modéle de ponction-
ligature caecale (CLP) (Wichterman et al., 1980). D’un point de vue physiopathologique, le
modele de CLP est plus proche du sepsis chez 'homme que l'injection d’agents pathogénes.
Ce modele est une association de trois agressions : une atteinte tissulaire liée a 'incision de
la paroi abdominale, la nécrose induite par la ligature du caecum, et enfin I'infection
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secondaire causée par la dissémination des bactéries de la flore intestinale dans le péritoine.
Le niveau de ligature du caecum est déterminant dans la gravité du sepsis : une ligature
courte entraine un sepsis modéré, alors qu’une ligature plus haute (prés de la base du
caecum) provoque un sepsis grave et rapidement mortel (Figure 11 et Figure 12) (Hubbard
et al., 2005; Rittirsch et al., 2009). Ce modeéle permet de recréer la libération progressive des
médiateurs de l'inflammation et ainsi d’observer une augmentation des concentrations
plasmatiques de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a) et activation du complément
(Rittirsch et al., 2007). Les manifestations cliniques apparaissent dans les 12 a 24h aprés
I’opération, et sans intervention, la CLP entraine une morbidité (état de maladie) progressive

dans les trois premiers jours (Ebong et al., 1999).

Malgré une grande analogie avec le sepsis de ’homme, le modeéle de CLP présente
toutefois des biais d’interprétation. En effet, le niveau de ligature, la taille de I'aiguille, et le
type de ponction effectuée, sont tous des points importants jouant sur la pathologie
développée par l'animal et son pronostic (Rittirsch et al., 2009). La question de la

reproductibilité entre différentes études peut alors naturellement se poser.

Artére iléo-colique

Colon

lléon

Valvule
iléo-caecale

Medium :'

Figure 11 : Localisation anatomique de la CLP chez la souris (modifié d'apreés Rittirsch
et al., 2009): Le niveau de ligature du caecum détermine la gravité du sepsis. Une ligature
courte, représentée par des pointillés verts, entraine un sepsis modéré. Une ligature plus
haute représentée par des pointillés rouges (prés de la base du caecum représentée par un

trait jaune) provoque un sepsis grave.
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Figure 12 : Courbes de survie aprés CLP chez la souris, selon le niveau de

ligature (modifié d'apreés Rittirsch et al., 2009) : les souris « simulées » ont été anesthésiées et

leur paroi abdominale a été incisée, sans manipulation du caecum.

11.8. Physiopathologie cellulaire

Au niveau cellulaire, nous observons de nombreuses dysfonctions, résumées dans la
Figure 13. Il s’agit par exemple, d’une libération excessive de molécules toxiques telles que
les ROS, par les neutrophiles, la modification d’expression de marqueurs de surface, tels que
le HLA-DR sur les monocytes ou l'augmentation de I'expression du CD64 (aussi connu
comme récepteur Fc-gamma 1 : FcyRI) par les granulocytes, ou encore de I'apoptose massive

d’un grand nombre de types cellulaires.

11.8.1. Les neutrophiles
Les neutrophiles sont des composants du systéme immunitaire inné et sont en
premiere ligne lors d’une infection. La réponse engendrée par les neutrophiles est bénéfique

au patient et permet I’élimination du pathogene.

lIs sont capables de produire un grand nombre de ROS principalement en utilisant la
NADPH-oxydase (Birben et al., 2012). Les ROS peuvent étre relargués a I'extérieur de la
cellule au niveau du site d’infection ou dans des phagolysosomes a l'intérieur de la cellule

apres phagocytose de la bactérie. Une fois dans le milieu extracellulaire, les ROS vont créer
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un stress oxydatif, toxique pour les cellules (pathogénes et cellules de I’'h6te) et provoquer
des dommages sur I'ADN, les protéines et les lipides de la membrane (Girotti, 1985;
Lambeth, 2004). Les ROS permettent donc I'élimination du pathogéne mais causent des
dommages collatéraux sur les cellules voisines, pouvant conduire a grande échelle a une

destruction tissulaire (nécrose).

Les neutrophiles ne sont pas épargnés par les effets du sepsis et leurs capacités anti-
microbiennes peuvent étre affectées. Une réponse trop faible des neutrophiles engendre
également des conséquences. Il a été montré chez des patients ayant un sepsis sévere, que
I'expression de récepteurs aux chimiokines, et notamment CXCR2, est significativement
diminuée (Cummings et al., 1999). Les neutrophiles sont alors moins présents au niveau du
site d’infection. Une étude a aussi montré que les patients neutropéniques ont un risque
augmenté de sur-infections (Lekstrom-Himes and Gallin, 2000). La difficulté est donc de
définir un seuil entre réponse appropriée et réponse excessive des neutrophiles face a un

pathogene (Brown et al., 2006).

Au cours du sepsis nous observons également la présence dans le sang de granuleux
immatures caractérisés par une faible expression des marqueurs CD10 et CD16 et ayant des
fonctions immunosuppressives (Guérin et al., 2014). Ces neutrophiles sont également

associés a une augmentation de la mortalité (Daix et al., 2018).

11.8.2. Les monocytes et macrophages

Les monocytes et les macrophages sont également perturbés lors d’un sepsis. La
capacité des monocytes a sécréter des cytokines pro-inflammatoires est grandement
diminuée en réponse a un pathogéne (Cavaillon and Adib-Conquy, 2006). Cela conduit en
partie au phénomene de tolérance, défini par une augmentation de la sécrétion de
médiateurs immunosuppressifs, principalement I'lIL-10, et a la diminution de I'’expression du
HLA-DR (Monneret et al., 2004). En effet, la capacité des monocytes et des macrophages a
présenter I'antigéne aux cellules de I'immunité adaptative, est médiée par le HLA-DR. La
faible expression de ce marqueur par les monocytes est d’ailleurs un marqueur d’anergie et
d’immunosuppression dans le sepsis, puisqu’elle est associée a un risque accru d’infections

secondaires et a une mortalité plus élevée (Landelle et al., 2010).
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Enfin, les monocytes sont une source importante de I'IDO (/ndoleamine 2, 3-
dioxygenase) responsable de la catalyse du tryptophane, acide aminé essentiel a la
prolifération des Lr. Tattevin et al., ont montré que la concentration plasmatique d’IDO est
corrélée a la sévérité du sepsis, et que les patients septiques qui décedent ont des taux

plasmatiques d’IDO plus élevés, comparés aux patients survivants (Tattevin et al., 2010).

11.8.3. Les lymphocytes

L’apoptose des lymphocytes au cours du sepsis est un phénoméne aujourd’hui
largement démontré puisque de nombreuses études indépendantes ont été réalisées sur
des patients post-mortem (Felmet et al., 2005; Hotchkiss et al., 1999b; Toti et al., 2004). Ce
phénoméne survient dans les différents organes lymphoides (rate, thymus et ganglions
lymphatiques) (Hotchkiss et al., 2001). La déplétion des lymphocytes dans les tissus est
également accompagnée d’une diminution du nombre absolu de lymphocytes circulants.
L'apoptose massive de toutes les populations de lymphocytes explique donc la lymphopénie
caractéristique des patients septiques. Cette lymphopénie est associée, dans plusieurs
études, a une augmentation de la mortalité et des infections secondaires (Daix et al., 2018;
Drewry et al., 2014).Le nombre de Lt CD4* chez des patients septiques est souvent aussi
faible que celui retrouvé chez des patients atteints de SIDA (Venet et al., 2010). Le risque
d’infections secondaires est donc nettement augmenté chez ces patients (Le Tulzo et al.,

2002).

Outre la réduction en nombre des Ly, cette population montre au cours du sepsis un
profil d’épuisement ou « exhausted ». Cet état s’exprime par une réduction des fonctions
effectrices des Ly, c’est-a-dire leur capacité a sécréter des cytokines (IFN-y) (Wherry, 2011).
Les Lt épuisés présentent un état transcriptionnel particulier, caractérisé par une signature
d’expression génique bien spécifique, et notamment une expression altérée d’un grand
nombre de génes impliqués dans le chimiotactisme, I'adhésion et la migration des Lt (Icam2,
Ccr7, CD62L...) (Wherry et al.,, 2007). Les Lr vont également exprimer des marqueurs
d’inhibition, tels que PD-1. La molécule PD-1 est exprimée sur les CD4* et CD8* et la
signalisation par ce récepteur inhibe la prolifération des Ly, leurs productions de cytokines et
leurs activités cytotoxiques. L’augmentation de I’expression de ce marqueur de co-

stimulation négative a la surface des Ly est aujourd’hui bien connue, et est surtout associée a
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un risque accru d’infections secondaires et une augmentation de la mortalité (Guignant et
al., 2011). De plus, les Lt épuisés subissent une restriction de la diversité du TCR. Une étude
préliminaire a en effet mis en évidence une diminution transitoire de la diversité du
répertoire du TCR, associée a une augmentation du nombre d’infections secondaires et de la
mortalité (Venet et al., 2013). Enfin, de nombreuses études ont montré une tendance vers
un profil de Treg, puisqu’une augmentation des cellules Treg circulantes a été retrouvée
chez les patients présentant une immunoparalysie suite a un sepsis (Monneret et al., 2003;

Venet et al., 2009).

Au cours du sepsis, il est possible d’observer aussi bien dans des modeéles murins que
chez ’'homme, une diminution nette du nombre de Lg due a I'apoptose (Venet et al., 2010).
Des études réalisées sur des souris déficientes en cellules B ont montré une augmentation
de la mortalité lors de sepsis bactérien, ainsi qu’une réduction de la réponse inflammatoire
(Kelly-Scumpia et al., 2011). Les Lg ne sont pas épargnés par les effets du sepsis, puisqu’en
plus de la réduction de leur nombre, la réponse antigene spécifique par les anticorps est
d’efficacité diminuée (Mohr et al., 2012). Cette « paralysie » des Lg peut aussi expliquer la
survenue d’infections secondaires aprés un sepsis. En effet, des études sur des patients
atteints de sepsis sévere ont montré que la concentration sérique en IgM était
significativement diminuée et corrélée avec I'état clinique du patient (Giamarellos-
Bourboulis et al., 2013; Suzuki et al., 2016). Comme pour les Ly, la réponse des Lg est donc

altérée au cours du sepsis et orientée vers un profil de paralysie cellulaire.

11.8.4. Autres cellules immunitaires
L'apoptose massive d’'un grand nombre de types cellulaire est un phénoméne majeur
au cours du sepsis. En effet, les cellules dendritiques plasmacytoides et myéloides sont
toutes deux affectées par ce phénomeéne (Grimaldi et al., 2011; Guisset et al., 2007). Ajoutée
a la diminution du nombre de DC circulantes due a l'apoptose, cette population voit
également I'expression de son HLA-DR diminuée (Poehlmann et al., 2009). Ainsi, au méme

titre que les monocytes, leur fonction de CPA est fortement altérée.

Les cellules NK sont aussi affectées par I'apoptose et leur nombre dans le sang est

nettement diminué au cours d’un sepsis (Forel et al., 2012). Leurs capacités a produire des
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cytokines (IFN-y), I'expression du TLR, ainsi que leurs fonctions cytotoxiques sont altérées,
participant a la paralysie immunitaire face au pathogéne (Souza-Fonseca-Guimaraes et al.,

2012).

11.8.5. Les cellules non immunitaires
Les autres cellules de I'organisme ne sont pas épargnées par les perturbations liées
au sepsis. L’apoptose des cellules s’effectue par les voies intrinseques (par la mitochondrie)
ou extrinséques via des récepteurs de mort (First Apoptosis Signal ou FAS, Tumor necrosis-
Factor Related Apoptosis Inducing Ligand ou TRAIL) (Hotchkiss et al., 2000). Par ailleurs,
d’autres mécanismes de mort cellulaire programmée peuvent étre mis place, c’est le cas de

la pyroptose et de la nécroptose (Jorgensen et al., 2017).

Ainsi sont touchées par ces mécanismes de mort les cellules endothéliales, mais
également les cellules intestinales, les cellules nerveuses et les cellules musculaires.
Hotchkiss et al. ont montré par microscopies optique et confocale, et par
immunohistochimie (marquage de la caspase-3 activée) une apoptose locale des cellules
épithéliales intestinales chez des patients accidentés, et ce trés rapidement aprés le stress
(Hotchkiss et al., 2000). Une autre étude a montré I'induction d’une apoptose intrinseéque
des neurones de I'hypothalamus chez des rats pour qui un sepsis a été provoqué par
ponction-ligature caecale (da Costa et al., 2017). Enfin, les cellules musculaires subissent un
stress d(i a I’hypoxie de I'organisme, ce qui altére séverement le fonctionnement de leurs
mitochondries. La régénération de ces cellules musculaires aprés un sepsis est diminuée et
une étude récente sur un modéle murin a montré qu’elle pouvait étre améliorée grace a une
greffe de cellules souches mésenchymateuses qui sont capables de transférer aux cellules

souches musculaires, leurs mitochondries viables (Rocheteau et al., 2015).

Lors du sepsis, I'expression des molécules d’adhésion par les cellules endothéliales
est augmentée telles que les intégrines et sélectines (sélectines E et P), conduisant a la
fixation des leucocytes sur I'endothélium. Ceux-ci vont alors migrer par extravasation a
travers cet épithélium altéré, et ainsi causer une fuite de fluide vasculaire (Hotchkiss et al.,
2016). L'ubiquité de ces protéines a travers les différents organes de I'organisme explique en
partie, les atteintes des tissus distants du site d’infection, via le relargage systémique de
cytokines et de médiateurs de I'inflammation.
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L’endothélium endommagé va également exposer des protéines pro-coagulantes
conduisant a l'activation des plaquettes, et de facteurs de coagulation. Cet état
d’hypercoagulabilité (augmentation de la capacité du sang a coaguler) diminue le flux
sanguin et induit donc une mauvaise perfusion tissulaire conduisant a I’hypoxie des organes
(Remick, 2007). Secondairement a cette coagulopathie, une hémorragie incontrélée peut
survenir suite a la thrombocytopénie et la déplétion des protéines pro-coagulantes (Levi et

al., 2013).
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Figure 13 : Impact du sepsis sur les cellules des systemes immunitaires inné et

adaptatif (modifié d’aprés Hotchkiss et al., 2013).

11.9. Paralléle entre sepsis et cancer
Les maladies infectieuses et les cancers ont de nombreuses similarités (Hotchkiss and
Moldawer, 2014) (Figure 14). En effet, les pathogenes et les cellules tumorales expriment
différents types d’antigénes reconnus par les L. La présence permanente de DAMPs et

PAMPs dans les cancers et les infections, respectivement, entraine une stimulation
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chronique des cellules immunitaires puisqu’ils vont activer de fagon continue les PRRs
(Pattern Recognition Receptor). L'amplification de cette réponse va induire la libération de
cytokines pro-inflammatoires, ainsi que des ROS et NOS. Ces molécules altérent les tissus et
causent l'apoptose des cellules environnantes, résultant en une inflammation locale. La
libération de médiateurs anti-inflammatoires, tels que I'lL-10 et le TGF-B par exemple, va se

produire lors de la phagocytose de ces débris par les macrophages et les neutrophiles.

Dans les deux pathologies nous retrouvons des mécanismes qui vont contrebalancer
I'inflammation induite par la reconnaissance des antigénes par les Ly, induisant ainsi un
épuisement lymphocytaire ou « T cell exhaustion » (Hotchkiss and Moldawer, 2014).
L’épuisement lymphocytaire est aussi bien retrouvé dans les stades avancés de cancer que
dans les inflammations chroniques, et est caractérisé par différents processus,
précédemment décrits (paragraphe 11.8.3.Les lymphocytes). Dans cet environnement
immunosuppresseur il est possible d’observe une augmentation du nombre de MDSC et de
Treg. En effet, des études ont montré une augmentation du nombre de MDSC dans le sang a
la fois chez des patients atteints de cancers et chez des patients septiques (Mathias et al.,

2017; Wu et al., 2018; Yamauchi et al., 2018).

Dans les deux pathologies, la quantité de MDSC détectée est un indicateur du
pronostic des patients. Un pourcentage élevé de MDSC dans le sang de patients septiques
est associé a un risque accru d’infections secondaires, et d’'une hospitalisation plus longue
(Mathias et al., 2017). De la méme facon, le pourcentage de MDSC dans le sang de patientes
atteintes d’un cancer du col de 'utérus est associé a la présence de métastases (Wu et al.,

2018).

Une augmentation de Treg a également été observée chez les patients atteints de
cancer du poumon et des patients septiques (Kotsakis et al., 2016; Zorio et al., 2017); dans
ces études, la présence de ces cellules est associée a la gravité de la pathologie (survie sans

progression ou score SOFA élevé).

Il est également possible d’observer aussi bien dans les cancers que dans des
infections séveres, I'expression de marqueurs d’inhibition par les cellules tumorales ou les
cellules endothéliales, tels que PD-L1, qui une fois lié a son récepteur PD-1, induit I'anergie

des Ly. L'expression de PD-L1 est augmentée a la surface des monocytes dans le sepsis, et est
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associée a une mortalité plus élevée (Tai et al., 2018). De méme, |'expression de PD-L1 par

les cellules tumorales est a ce jour tres bien démontrée (He et al., 2015).

En tenant compte de ces informations, il est alors concevable d’utiliser certaines

thérapies préconisées en oncologie (comme les anti-PD-L1), dans le cadre de sepsis.
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Figure 14: Paralléle entre les réponses immunitaires d’un cancer et celles d’une

infection prolongée (Hotchkiss and Moldawer, 2014)
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11.L10. Thérapies

Le sepsis ou choc septique sont des urgences médicales; le Surviving Sepsis
Campaign (SSC), recommande qu’un traitement et une réanimation soient mis en place

immédiatement apreés la prise en charge du patient a I’'hopital (Rhodes et al., 2017).

11.10.1. Traitement classique

Le traitement classique consiste a cibler la source du sepsis, c’est-a-dire le
pathogene. Pour cela la prise en charge consiste en I'administration d’'un ou plusieurs
antibiotiques a large spectre dans les plus brefs délais aprés le diagnostic du sepsis ou du
choc septique. Ce traitement antibiotique sera ensuite adapté en fonction des résultats de
cultures microbiologiques qui doivent étre réalisées a I'arrivée du patient a I’'hopital (Rhodes
et al., 2017). Les molécules antibiotiques sont choisies en fonction du site d’infection, des
sensibilités ou des résistances du pathogéne. Toutefois, une thérapie a large-spectre peut
étre maintenue si plusieurs pathogenes ont été isolés. De plus un élément majeur de la prise
en charge de ces patients, lorsque ceci est possible, est le contréle de la source d’infection :
par chirurgie ou la mise en place d’un systéeme de drainage par exemple (Rhodes et al.,

2017).

Parallelement, 'urgence est aussi de suppléer les défaillances d’organes. Il s’agit, par
exemple, de I'utilisation de vasopresseurs chez les patients en hypotension sévere, d’une
assistance ventilatoire mécanique chez les patients en détresse respiratoire, ou d’une
transfusion de plaquettes lorsque le compte plaquettaire est faible, causant un risque sévere
d’hémorragie (Rhodes et al., 2017). En effet, le maintien de la volémie est indispensable a
I’oxygénation tissulaire, et une hypovolémie représente un risque d’effondrement du débit
cardiaque, de la pression artérielle et surtout de l'apport en oxygéne aux organes.
L’hypovolémie est une diminution de la masse sanguine et peut résulter d’'une hémorragie,
de la diminution de la masse plasmatique par extravasation d’eau et de sodium vers les
tissus interstitiels. Le remplissage vasculaire est donc primordial a la survie du patient, et
consiste a perfuser un soluté de remplissage (colloides ou cristalloides) par voie veineuse

(Société Francaise d’Anesthésie et de Réanimation , 2015).
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Ces assistances médicales permettent de sauver le patient sur l'instant, et sont donc

supprimées a mesure du rétablissement.

11.10.2. Thérapies immuno-modulatrices

La réponse hyper-inflammatoire du sepsis est une cible thérapeutique majeure. De
nombreux essais cliniques s’intéressent aux médiateurs de l'inflammation tels que les
cytokines (TNF-a, IL-1) (Hotchkiss et al., 2016). Des études ont été réalisées sur I'efficacité
des anti-TNF-a chez des patients en choc septique. Dans I'une de ces études, 1879 patients
ont regu soit un anticorps monoclonal anti-TNF-a soit un placebo, et aucun effet bénéfique
sur la survie a 28 jours n’a été mis en évidence (Abraham et al., 1998). De la méme fagon, un
essai clinique sur 969 patients ayant recus soit un antagoniste au récepteur de I'lL-1, soit un
placebo, n’a montré la encore, aucune réduction de la mortalité a 28 jours (Opal et al.,

1997).

A ce jour, aucune cible thérapeutique n’a pu étre mise en évidence parmi ces
molécules. En effet, le moment d’administration des traitements ainsi que le repérage des
patients septiques peuvent étre des explications pour lesquels ces essais cliniques n’ont pas
pu montrer de réels bénéfices (Marshall, 2014). Certaines de ces études montrent méme
une augmentation de la mortalité ; I'administration d’anti-TNF-a dans un essai clinique a
montré que la production des médiateurs de I'inflammation sont essentiels a une bonne

réponse immunitaire (Qiu et al., 2011).

L'immunosuppression étant une phase importante du sepsis, la stimulation du

systéme immunitaire représente une bonne stratégie thérapeutique.

L’administration d’immunoglobulines (lg) par intraveineuse n’est pas recommandée
par le SSC, pourtant plusieurs raisons rendent |'utilisation des Ig intéressante (Rhodes et al.,
2017). D’abord, les Ig jouent un role d’opsonine, et participent donc a la reconnaissance du
pathogene et a son élimination par les phagocytes. L'opsonisation est possible grace a la
partie variable (Fab) des Ig, capable de se lier trés spécifiquement aux épitopes des
pathogenes (Figure 15). La partie constante des Ig (Fc) se fixe ensuite aux Fc récepteurs
présents a la surface des cellules immunitaires, permettant la phagocytose du complexe Ig-
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pathogene par ces cellules. D’autre part, la partie Fc des Ig peut également jouer un role
dans I’activation des PBMC et |'apoptose des cellules immunitaires, notamment des
lymphocytes, qui est un événement majeur puisqu’en partie responsable de la « paralysie »

immunitaire au cours du sepsis (Esposito et al., 2017; Toussaint and Gerlach, 2012).

De nombreux essais cliniques ont été réalisés pour évaluer I'efficacité des Ig dans le
sepsis. Récemment, une méta-analyse a repris 18 essais cliniques entre 2009 et 2015, et a
montré que I'administration d’lIg par intraveineuse, réduit la mortalité des patients septiques

avec un odd ratio, c’est-a-dire un risque relatif, de 0,50 (Busani et al., 2016).

1 Apoptose
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Figure 15 : Schéma simplifié représentant les différents effets possibles des

immunoglobulines exercés par la partie variable Fab (a gauche) et la partie constante Fc (a

droite) (modifié d’aprés Toussaint and Gerlach, 2012).

L'attention est aussi dirigée sur les effets a long terme du sepsis et de nombreuses
thérapies ont été évaluées chez les patients survivants. Ces traitements peuvent cibler
I'inflammation ou au contraire restaurer une réponse immune antimicrobienne. Ces
immunostimulants sont pour la plupart des facteurs de croissance, comme le G-CSF ou le
GM-CSF, des inhibiteurs de voies immunosuppressives comme I'axe PD-1 / PD-L1, ou encore

des cytokines immunostimulantes telles que I'IL-7 ou I'lL-15 (Patil et al., 2016).
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- Les facteurs de croissance: le GM-CSF et le G-CSF sont les facteurs de
croissance les plus prometteurs en tant qu’'immunothérapie dans le sepsis. Ces molécules
stimulent la production de neutrophiles et de monocytes par la moelle osseuse. Le GM-CSF
induit en plus I'activation des monocytes et macrophages, notamment par I'augmentation
de I'expression du HLA-DR. Une étude clinique dans laquelle 38 patients présentant une
immunosuppression causée par un sepsis, ont été traités par GM-CSF ou placebo (Meisel et
al., 2009). Il a été observé une restauration de I'expression du HLA-DR des monocytes dans
les 24h aprés administration de GM-CSF, mais aussi une réduction du temps de ventilation
mécanique et du temps d’hospitalisation. Le G-CSF quant a lui, n’a pas montré au cours d’un
essai clinique d’efficacité sur la mortalité (Root et al., 2003). Un essai clinique est en cours,
évaluant l'effet d’un traitement au G-CSF chez des patients ayant eu un choc septique
associé a une cytopénie, en s’intéressant particulierement au phénoméne
d’hémophagocytose (phagocytose des globules rouges et blancs par des macrophages

activés) (NCT01913938).

- Les cibles de I'axe PD-1 / PD-L1: une autre thérapie immuno-modulatoire
ayant un intérét dans le sepsis implique la voie de co-stimulation négative PD-1 / PD-L1. Des
anticorps monoclonaux ciblant PD-1 ou son ligand PD-L1 pourraient rétablir I'activité des Lt
dans le sepsis. Une étude a été réalisée sur un modele de souris septiques, chez lesquelles
un anti-PD-1 ou un anti-PD-L1 ont été administrés aprées induction d’un sepsis fongique. Une
augmentation de la survie des souris traitées a 'une ou I'autre des thérapies a été observée.
De plus, les CD4* et CD8* de ces souris traitées produisent de I'lIFN-y in vitro, confirmant la
bonne restauration de I'activité des Lt (Chang et al., 2013). Les mémes essais expérimentaux
ont été réalisés sur des lymphocytes CD4* et CD8* issus de patients septiques (Chang et al.,
2014). lls ont montré qu’un traitement in vitro anti-PD-1 ou anti-PD-L1 réduisait I'apoptose
des Ly et augmentait leur production d’IFN-y et d’IL-2. Un essai clinique devrait étre réalisé

afin de confirmer ces résultats.

- Les cytokines immunostimulantes : une des cytokines les plus prometteuses
en tant qu'immunothérapie est I'lL-7. L’IL-7 est produite par les cellules de la moelle osseuse
et du thymus et est indispensable a la prolifération et la fonctionnalité des Lr. L'IL-7 protége
les Lt de I'apoptose, mais augmente également leur activation et empéche leur anergie

(Venet et al., 2012). Cette cytokine semble donc étre une candidate idéale pour lutter contre
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la paralysie immunitaire du sepsis. Une étude trés récente a montré que I'administration
d’IL-7, chez des patients en choc septique, permet une restauration du nombre absolu de
CD4* et CD8* circulants. Cette étude préliminaire contrélée par placebo, permet de s’assurer
de la tolérance de la molécule sur un petit nombre de patients (n= 27), et ne permet pas de
conclure sur la mortalité, mais semble toutefois apporter des résultats encourageants
(Francois et al., 2018). L'IL-15 semble étre aussi un bon agent immunostimulant. Cette
cytokine est produite par les phagocytes, et induit la prolifération des CD4* et CD8*
mémoires, et I'activation des cellules NK. Inoue et al., ont montré dans un modele murin de
sepsis par ligature caecale, que I'lL-15 bloque l'apoptose des CD8* et des cellules NK,
améliorant ainsi la survie (Inoue et al.,, 2010). Des essais cliniques principalement en

oncologie sont en cours afin d’évaluer les effets de I'lL-15.

11.10.3. Thérapies par les phages
Les bactériophages sont des virus n’infectant que les bactéries. Des études mettent
en avant le potentiel thérapeutique des bactériophages dans le sepsis. Ajoutés a leurs
activités antibactériennes, les phages ont également des propriétés immuno-modulatoires

(Gorski et al., 2017).

Les phages sont capables d’induire la production d’IL-10, cytokine anti-inflammatoire
qui limite les dommages tissulaires lors d’une infection. Van Belleghem et al. ont montré,
entre autres, une augmentation de I'expression du géne de I'lL-10 par des PBMC stimulés in
vitro avec des phages de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Van Belleghem
et al., 2017). Dans cette étude, ils montrent aussi que les phages sont capables d’induire
I'expression du géne du récepteur antagoniste de I'lL-1 (IL-1RA), dont I'action va étre de
bloquer I'expression de cytokine pro-inflammatoire et d’inhiber I’activation des cellules Thl

et des macrophages.

Les phages augmentent aussi la phagocytose des bactéries par les cellules de
immunité. Il a été montré qu’une pré-incubation d’E.coli avec des phages P.aeruginosa T4

augmentait la capacité de phagocytose des neutrophiles (Przerwa et al., 2006).
Récemment, plusieurs études sur des modeles murins de sepsis ont montré

I'efficacité des phages comme traitement (Deng et al., 2016; Takemura-Uchiyama et al.,
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2014; Vinodkumar et al., 2008). Dans ces études, différents phages ainsi que différents
pathogénes ont été utilisés mais elles montrent toutes une amélioration clinique
significative. Par ailleurs, une étude sur des patients septiques traités oralement par des
phages, a montré des résultats encourageants, puisque chez 85,1% des patients, une

guérison compléte a été observée. (Weber-Dbrowska et al., 2003).

Au vu de 'augmentation inquiétante de la résistance des bactéries aux antibiotiques,
la recherche de nouvelles thérapies pour combattre I'infection est urgente. La thérapie par
les phages semble constituer une bonne alternative qui associerait action antibactérienne et

immuno-modulation.
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Chapitre Ill. Le Torque Teno Virus

I1l.1. Introduction

Les Torque Teno Virus Humains (TTVs) sont de nouveaux agents infectieux
émergents, appartenant a la famille des Anelloviridae. Cette famille comprend aussi certains
virus infectant les animaux, par exemple les porcs (Toque Teno Sus Virus: TTsuV), les
rongeurs (Rodent Torque Tenos Virus), les chiens (Torque Teno Canis Virus) (Lefkowitz et al.,

2018).

Le nom de Torque Teno Virus vient du latin torques et tenuis, signifiant collier et
mince, respectivement, du fait de sa petite taille et a la nature circulaire de son génome. Le
TTV fut découvert en 1997 par une équipe japonaise lors d’une hépatite post-
transfusionnelle chez un patient négatif pour les hépatites A a G (Okamoto et al., 1998). Le
TTV a été isolé a partir du sérum de ce patient et sa séquence évaluée a 3739 bases.
Quelques années plus en tard en 2000, au cours d’études génétiques approfondies sur le
TTV, le Torque Teno Mini Virus (TTMV) fut mis en évidence (Takahashi et al., 2000), suivi du
Torque Teno Midi Virus (TTMDV) en 2007 (Ninomiya et al., 2007). Tous sont caractérisés par

une trés forte prévalence ainsi qu’une répartition uniforme a travers le monde.

Actuellement, I'’étude du TTV est difficile du fait de I'absence de systeme cellulaire
adapté pour sa culture in vitro. Nous n’avons donc que tres peu de connaissances sur le TTV
et sur ses mécanismes d’action. Cependant, les résultats récents suggérent un rdle
important du TTV comme marqueur de I’état immunitaire du patient (Maggi and Bendinelli,

2009).

l1l.2. Structure et génome

Les TTVs sont des virus non enveloppés avec une capside composée de 12

capsomeres pentamériques (sous-unités formant la capside) de symétrie icosaédrique.

Les TTVs ne peuvent étre actuellement cultivés in vitro du fait du manque de systeme
cellulaire compatible a son maintien et il n’existe a ce jour que trés peu d’'images des virions
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des TTVs en microscopie. Les virions font en moyenne entre 30 et 50nm de diameétre

excepté les virions du TTMV qui font moins de 30nm (Figure 16) (Itoh et al., 2000).

Figure 16 : Image de microscopie électronique d’un agrégat de virions de TTV
d’environ 30nm de diamétre, issus de sérum de patient ayant une charge virale de 10%

copies/mL. L’échelle en bas a droite représente 100nm (Itoh et al., 2000).

A l'intérieur de la capside se trouve le génome du TTV, consistant en un ADN simple
brin circulaire a polarité négative, et avec une région riche en GC de 117 nucléotides. La
taille du génome varie selon les articles, mais est estimée entre 3,6 et 3,9 kb pour le TTV,
3,24 et 3,25 kb pour le TTMDV, et enfin 2,86 et 2,91 kb pour le TTMV (Spandole et al., 2015)
(Figure 17 : Schéma de I'organisation des génomes des TTVs (Biagini and De Micco, 2010) : a)
Isolat du TTV : 1a, b) isolat du TTMDV : MD1-073, et c) isolat du TTMV : NLC030.).

Le génome du TTV peut étre subdivisé en différentes régions: une région non
codante (UnTranslated Region : UTR) d’environ 1,2 kb et une région codante de 2,6 kb. La
premiere est relativement bien conservée suggérant qu’il s’agit d’une région essentielle dans

la régulation de la réplication du virus.
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La région codante quant a elle, comprend 2 cadres ouverts de lecture : ORF1 et ORF2
(Open Reading Frame 1 et 2). ORF1 code pour une protéine de structure de la capside du
virus (séquence de l'isolat TA278). ORF2 code pour une protéine possédant une activité
phosphatase, impliquée dans la réplication virale et autres fonctions de régulation
(Martinez-Guiné et al., 2011). Récemment, une étude a suggéré que la protéine ORF2 peut
étre impliquée dans la régulation des réponses immunitaires innée et adaptative de I'h6te et

particulierement par la suppression de I’activité de NF-kB (Zheng et al., 2007).

D’autres cadres ouverts de lecture ont été identifiés, et les protéines en rapport,
different en termes de longueur. La protéine ORF3 par exemple, est générée apres épissage
du géne ORF2 et partage la partie 5’ de ce dernier (Okamoto et al., 2000a). ORF3 code pour
une protéine non structurale mais sa fonction est toujours indéterminée. Enfin, la protéine
ORF4 a été identifiée dans la souche CAA82-2 du TTV, mais sa fonction ainsi que sa

génération sont inconnues (Davidson and Shulman, 2008).

D’autres éléments viennent compléter le génome des TTVs, tels que des régions
riches en GC d’environ 117 nucléotides chez le TTV, des TATA Box, capables d’initier la

transcription, ou encore des sites poly(A)permettant de stopper la transcription.

Région GC-riche

Régions GC-riches Région GC-riche
i ORF2 || \ /
= = orr2 ORFS
' (=)
f ORF2
ORF3
TTV-1a TTMDV-MD1-073 TTMV-NLC030
O 3853 nt e 3242 nt 2915 nt
ORF3 on&
ORF1 ORF1

Figure 17 : Schéma de I'organisation des génomes des TTVs (Biagini and De Micco,

2010) : a) Isolat du TTV : 1a, b) isolat du TTMDV : MD1-073, et c) isolat du TTMV : NLC0O30.
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Le mécanisme de réplication n’est pas tres bien connu. Basé sur des similarités
d’autres virus a ADN simple brin circulaire, le TTV semble utiliser le mécanisme de
réplication circulaire de I’ADN, et utiliserait probablement I’ADN polymérase de la cellule

hote (Focosi et al., 2016).

La réplication du TTV est contrblée par le systeme immunitaire de I’h6te, au méme
titre que d’autres virus bien connus tels que [I'Epstein-Barr Virus (EBV), ou le
Cytomégalovirus (CMV). En effet, les patients infectés par le VIH a un stade SIDA (Syndrome
de I'lmmuno Déficience Acquise) ont également des titres viraux plus élevés comparés a des
sujets sains (Shibayama et al., 2001). Pour la premiére fois, il est alors énoncé I'idée que la
charge virale de TTV pourrait étre un bon marqueur du statut immunitaire des patients. Par
ailleurs, il a été montré dans plusieurs études que les charges virales sont plus élevées chez
des patients immunodéprimés aprés une greffe (Béland et al., 2014; Focosi et al., 2014;
Kulifaj et al., 2018). Il existe ainsi une corrélation entre 'intensité de I'immunosuppression

du patient et sa charge virale de TTV.

I11.3. Prévalence et Transmission

Les TTVs sont caractérisés par une importante séroprévalence supérieure a 80% ainsi
gu’une distribution trés uniforme a travers le monde (Focosi et al., 2014). Toutefois la
détection du génome des TTVs, témoignant de la réplication virale, peut varier selon la
méthode de PCR utilisée et notamment selon les génotypes mis en évidence par cette
technique. L'ADN du TTV est ainsi détecté dans le sérum de 53,3% de donneurs sains en
Chine (Zhong et al., 2001a), entre 51,6 % et 82,7% en Turquie selon les études (Erensoy et
al., 2002; Yazici et al., 2002), et plus de 90% en Russie et Norvége (Huang et al., 2001;
Vasilyev et al., 2009).

La mise en évidence du TTV chez des patients transfusés a permis rapidement de dire
gue la voie principale de transmission du TTV se fait par le sang. Par la suite, ’ADN du TTV a
été retrouvé dans le mucus pharyngé et dans la salive, suggérant d’autres modes de
dissémination (Chung et al., 2007). Le TTV est également présent dans un grand nombre
d’écosystémes aquatiques si bien qu’une transmission orale peut étre envisagée expliquant

ainsi la grande prévalence du virus a travers le monde. Les TTVs ont aussi été retrouvés dans
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la nourriture (viande, produits laitiers) supportant I’évidence du mode de transmission orale
(Spandole-Dinu et al., 2013). Enfin, une transmission par les voies sexuelles est évoquée du
fait de la présence de virions dans le liquide séminal et I'épithélium cervical (Calcaterra et al.,
2001; Martinez et al., 2000). Cependant, il est évident que ce mode de transmission est
mineur dans la dissémination des TTVs puisque l'infection survient trés tot chez I'enfant et
méme in utero. En effet, le TTMV a été détecté dans le cordon ombilical, le liquide
amniotique et le sérum de nouveau-nés et ces virus possédaient des similarités avec ceux

des meéres (Matsubara et al., 2001).

Le TTV est donc un virus trés ubiquitaire, a prévalence élevée et il est tres probable

gue I'homme s’infecte et se réinfecte au cours du temps.

l11.4. Tropisme cellulaire
Du fait de I'histoire de la découverte du TTV, il a été pensé au départ que le virus
était hépatotrope. En effet, des charges virales 100 fois plus élevées ont été retrouvées dans
les biopsies de foie de patients ayant une hépatite chronique par rapport aux charges virales
retrouvées dans le sérum de ces mémes patients (Okamoto et al., 1998). De plus, il a été
montré que le virus était capable de se répliquer dans des hépatocytes a la fois in vivo, dans
le foie de patients (Okamoto et al., 2000b), et in vitro dans des lignées cellulaires

d’hépatocytes (la lignée cellulaire Chang Liver) (Desai et al., 2005).

L’ADN des TTVs a aussi été détecté dans plusieurs autres organes, cellules et fluides
corporels tels que la moelle osseuse, la rate, les PBMC, la salive, les urines... (Lépez-
Alcorocho et al., 2000; Okamoto et al., 2001; Ross et al., 1999). La présence de ’ADN du TTV
dans plusieurs types d’organes et tissus a d’abord suggéré que le virus ne possede pas de

tropisme cellulaire particulier.

Les cellules hématopoiétiques circulantes seraient aussi un réservoir pour le TTV
puisque la présence de TTV dans les PBMC a été confirmée (Lopez-Alcorocho et al., 2000).
Dans cette étude, 'ADN du TTV a été quantifié par qPCR et détecté par Fluorescent In Situ
Hybridation (FISH), dans le cytoplasme de PBMC de patients atteints d’'une maladie

hépatique. Il a longtemps été pensé que les TTV n’avaient pas de tropisme cellulaire
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particulier au sein des PBMC: en effet, 'ADN du TTV a été retrouvé dans les Lg, Lr,

monocytes, granulocytes et cellules NK (Takahashi et al., 2002).

Par ailleurs, la réplication du TTV a été mise en évidence dans une lignée cellulaire de
Ls, la lignée Raji (Desai et al., 2005). De plus, si I'on considere les données concernant les
charges virales de TTV chez les patients immunodéprimés apres une greffe, il est concevable
gue la réplication du virus se produise également dans les Lt (Focosi et al., 2014). Une étude
réalisée sur des patients atteints de leucémie (leucémie aiglie myéloide ou leucémie aigle
lymphoblastique) semble montrer que la réplication du TTV s’effectuerait dans les
lymphocytes T mais le récepteur cellulaire de ce virus n’est pas connu (Maggi et al., 2010).
Focosi et son équipe ont récemment montré que la virémie était grandement affectée lors
de traitement ciblant les Ly, et concluent que le TTV est un virus T-lymphotropique (Focosi et

al., 2015).

Cependant, le manque de systeme cellulaire adapté pour la culture in vitro du TTV ou
de modele animal, laisse nos connaissances sur les mécanismes d’infection, le cycle viral et

les cellules/organes cibles imparfaits.

l1L.5. Implication dans les pathologies humaines

Le TTV est un virus dit « orphelin » car pour le moment il n’a toujours pas été associé
a une pathologie (Focosi et al., 2016). Au vu de la prévalence du virus a travers le monde et
de sa non-pathogénicité, le concept de virus commensal fut émis en 1999 par Griffiths. En
suivant cette hypotheése, I'absence de pathogénicité pourrait étre le résultat d’'une longue
co-évolution entre le virus et ’'homme ou de I'absence de ligands cellulaires spécifiques. Des
résultats récents suggerent le TTV comme marqueur de I'état immunitaire du patient,
pouvant alors étre utilisé en clinique dans le but d’évaluer la compétence de I'immunité et

voire méme prédire les complications liées a une pathologie (Maggi and Bendinelli, 2009).

111.5.1. Pathologies hépatiques
Au moment de sa découverte, on pensait que le TTV était a I'origine un nouvel agent

responsable d’hépatites (Nishizawa et al, 1997), puisqu’associé a un taux élevé
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d’aminotransférases (et notamment d’AlLanine Amino Transférase ALAT). Une élévation du
taux d’ALAT sanguin refléte principalement une hépatite virale aiglie, d’ou I’hypothese
d’associer le TTV avec cette pathologie. De plus, Okamoto et son équipe a montré que chez
des patients développant une hépatite post-transfusionnelle, la charge virale de TTV était
jusgu’a 100 fois plus élevée dans le foie comparé au sérum (Okamoto et al., 1998). Le TTV a
aussi été associé a des hépatites fulminantes dans différentes études ou il a notamment été
montré des effets cytopathogenes du TTV dans les hépatocytes (Charlton et al., 1998; Huang
et al., 2000). Cependant, des données contradictoires ont été publiées par Kadayifci et son
équipe, puisqu’aucune différence significative n’a été montrée lorsqu’ils ont comparé les
charges virales de TTV chez des patients ayant un taux d’ALAT élevé versus des sujets sains
(Kadayifci et al., 2001). Ces résultats ne permettent donc pas d’affirmer I'implication du TTV

dans les pathologies du foie.

Pour finir, il est aussi possible que certains génotypes ou espéces soient plus
pathogenes que d’autres. Il a été montré dans deux études distinctes, que le génotype 1 du
TTV a une implication dans I'apparition d’hépatites post-transfusionnelle (Tanaka et al.,
2000) et que le génotype la est associé principalement a des hépatites fulminantes et

chroniques chez I'’enfant (Okamura et al., 2000).

111.5.2. Pathologies respiratoires

Le TTV est aussi capable de se multiplier dans les tissus pulmonaires (Bando et al.,
2001). Maggi et ses collegues ont ainsi retrouvé des charges virales de TTV importantes dans
des prélévements nasaux de patients atteints de bronchopneumonie (Maggi et al., 2003).
Dans une étude chez des patients atteints de fibrose pulmonaire, la charge virale de TTV est
associée a la sévérité de la bronchectasie (dilatation chronique des bronches) ainsi qu’a une
mortalité plus élevée (Pifferi et al., 2006). Enfin, Pifferi et ses collegues ont proposé une
hypothése dans laquelle le TTV contribuerait a la pathogenese de I'asthme puisque sa
réplication dirigerait la réponse immunitaire vers la voie Th2, connue pour étre impliquée

dans cette maladie chronique (Pifferi et al., 2005).

I na cependant pas encore été clairement établi dans ces pathologies, si les

infections a TTV sont la cause ou la conséquence de la progression de la maladie.
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111.5.3. Cancers

L’ADN du TTV a été retrouvé dans une grande variété de tissus néoplasiques. En
effet, de Villiers et al., ont détecté le TTV dans 15 types de tumeurs différentes, allant du
carcinome cesophagique avec 100% des patients positifs pour le TTV, mais également dans
d’autres tumeurs gastriques (estomac, colon...), dans des carcinomes pulmonaires ainsi que
dans des cancers non solides tels que le myélome multiple (de Villiers et al., 2002). Dans
cette étude, seules les biopsies ont été testées pour le TTV, et aucun tissu sain n’était
disponible ; ces résultats ne permettent donc pas de conclure sur une éventuelle relation
entre l'infection au TTV et la carcinogenése. Afin de mettre en évidence I'association entre
I'infection et la carcinogenese, il faut pouvoir comparer le tissu tumoral et le tissu sain, tel
qgue Zur Hausen I'a fait dans le cadre du Papillomavirus Humain (HPV) et le cancer du col de

I"'utérus (de Villiers et al., 1987).

Par ailleurs, le TTV a été retrouvé avec une fréquence significativement plus élevée
chez des patientes atteintes de carcinome du sein comparé a des femmes en bonne santé
(Dan et al., 2013). La présence d’ADN de TTV a aussi été détectée dans les PBMC de patients
atteints de différents types de cancer a des taux dix fois plus élevés que chez des sujets
sains (Zhong et al., 2001b). Cependant, on ne sait pas si ces grandes quantités de TTV
retrouvées sont une caractéristique du cancer, ou s’il s’agit d’un fait retrouvé chez les

patients atteints de maladies graves en général, reflétant I’état immunologique du patient.

11.5.4. TTV et état d’immunodépression

Plusieurs études ont montré chez des patients séropositifs au VIH, une charge virale
de TTV significativement plus élevée que chez des sujets sains (Fogli et al., 2012; Maggi et
al., 2011; Shibayama et al., 2001). De plus, les patients au stade SIDA de l'infection par le
VIH, ont un titre viral encore plus élevé comparé a des patients séropositifs (Thom and
Petrik, 2007). Dans ces études, une corrélation inverse de la charge virale de TTV et du
nombre de Lt CD4* a été observée. Shibayama et son équipe ont montré que les patients
ayant un nombre de Lt CD4* faible (185/mm?3 versus 316/mm?3 chez les sujets contrdles) sont
ceux dont la charge virale TTV est la plus élevée (10°-108/mL versus 10'-10°/mL chez les

sujets sains) (Shibayama et al., 2001).
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Dans un contexte différent, il a été démontré que l'intensité de I'immunosuppression
est corrélée avec la charge virale de TTV. Béland et al., ont ainsi démontré que la quantité de
TTV présent dans le sérum de jeunes patients transplantés était corrélée au nombre de
drogues immunosuppressives prescrites (Béland et al., 2014; Focosi et al., 2014). Dans cette
étude, les patients combinant plusieurs molécules avaient une charge virale plus élevée,
comparés aux patients recevant une monothérapie. Plus I'immunosuppression est
importante, plus la charge virale de TTV est élevée. La réplication du TTV se produit
principalement dans les Ly, il est alors logique que les immunosuppresseurs aient un impact

direct sur la charge virale du virus.

Enfin, dans le cadre de greffe de CSH, il a également été montré que la charge virale
de TTV est paralléle au compte lymphocytaire post-transplantation (Albert et al., 2017). Dans
cette étude, il a aussi été montré que la charge virale de TTV a 60 jours post-transplantation,
tend a étre plus élevée chez les patients développant une GvHD aigle suite a leur greffe,
comparé a ceux ne développant pas cette complication. Comprendre 'ordre de causalité
permettrait d’utiliser la virémie du TTV comme marqueur pronostique, tel qu’anticiper un

rejet de greffe ou une GvHD.

lll.6. Immunologie et TTV

A ce jour, il n’est pas trés bien compris comment le systeme immunitaire de I’'h6te
contréle l'infection au TTV. Récemment, une étude a montré que le TTV code pour un micro
ARN (miARN) capable de cibler la protéine N-myc interactor (ou N-myc and STAT interactor :
NMI, facteur de transcription de la famille MYC) et STAT, induisant une diminution de la
production d’'IFN et une augmentation de la prolifération cellulaire (Kincaid et al., 2013). Ces
résultats suggérent que les miARN sont impliqués dans I’évasion immunitaire et donc dans la
persistance du virus dans I'organisme. De plus, une étude a suggéré que la protéine ORF2
pourrait étre impliquée dans la suppression de I'activité de NF-kB et donc perturber les

réponses immunitaires innée et adaptative de I’'h6te (Zheng et al., 2007).

On sait par ailleurs que les charges virales de TTV sont augmentées chez les patients
séropositifs pour le VIH ayant atteint le stade SIDA (Fogli et al., 2012; Maggi et al., 2011),

mais également chez des patients immunodéprimés en raison d’une greffe (De Vlaminck et

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 80

(@) BY-NC-ND | mEl



al., 2013; Focosi et al., 2014). L'étude de Walton et son équipe montre également une
augmentation de la charge virale dans le plasma de patients septiques (Walton et al., 2014).
De plus, il a récemment été montré un lien entre charge virale et rejet de greffe. Schiemann
et al. ont étudié la charge virale chez 715 transplantés rénaux et ont retrouvé une
corrélation inverse entre la quantité de TTV dans le sang et I'apparition d’un rejet tardif
médié par anticorps (Schiemann et al., 2017). De Vlaminck et al., avaient, quelques années
auparavant, déja émis I’hypothése d’une interrelation entre immunosuppression et
immunocompétence dans les transplantations d’organes solides, lors d’'une étude chez des

patients ayant subi une greffe caeur/poumons (De Vlaminck et al., 2013) (Figure 18).

Dans ces pathologies le suivi de la charge virale du TTV pourrait étre utilisé comme
marqueur du statut immunitaire des patients, la difficulté étant de déterminer un seuil de
charge virale de TTV qui discriminerait un état d’immunosuppression, avec un risque

d’infections opportunistes, d’'un état immunitaire compétent.

Charge virale TTV
Immunosuppression

1 1
Risque Immunosuppression Risque
d’infection optimale de rejet

Figure 18 : Interrelation entre immunosuppression et immunocompétence dans les

Incidence d’un rejet d’organe
UOI323jUl dUun,p UIPIdU|

transplantations d’organes solides (modifié a partir de De Vlaminck et al., 2013)
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Objectifs

Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire par le Dr Guérin et ses collégues, ont
mis en évidence chez des patients atteints de sepsis, une population de granuleux
immatures aux capacités immunosuppressives, et dont la fréquence dans le sang prédit la
détérioration clinique du patient (Guérin et al., 2014). Ces granuleux immatures, dont font
parties les MDSC, ont donc un réle majeur dans le rétablissement du patient. Une partie de

notre travail a donc été vouée a 'analyse plus approfondie de cette population.

En paralléle, une étude réalisée par Walton et son équipe, a montré une réactivation
de certains virus, chez des patients ayant eu un sepsis, appuyant |'état d'immunosuppression
déja observé chez ces patients (Walton et al., 2014). Divers bouleversements
immunologiques expliquent cet état d’immunosuppression, notamment I'apoptose d’un
grand nombre de type cellulaires, mais également I'anergie des Lt (Hotchkiss et al., 2013).

Cependant, le role des MDSC dans le sepsis est encore incompris.

En agissant sur les L, les MDSC sont probablement responsables de leur anergie,
participant donc a I'immunosuppression générale du patient septique, qui est alors sujet a

des infections secondaires et réactivations virales.

Ainsi, selon cette hypothése, mon travail de thése a donc consisté en la
caractérisation des populations de Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC) dans le sepsis,
faisant suite aux travaux du Dr Guérin et al., mais également d’étudier leur role dans la

réactivation virale au cours du sepsis, traduisant I'état d'immunosuppression du patient.
Au cours de ce projet, plusieurs points seront étudiés :

- La caractérisation du phénotype des deux sous-populations de MDSC, les M-
MDSC et les PMN-MDSC par cytométrie en flux. Dans le but d’approfondir I'analyse
phénotypique des MDSC, I'étude des populations myéloides sera également réalisée chez

des patients donneurs de cellules souches hématopoiétiques, traités au G-CSF.

- La confirmation de I'origine médullaire des MDSC dans le contexte du sepsis
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- Déterminer la concentration et I’évolution de la fréquence des MDSC dans le

sang chez des patients septiques au cours de leur hospitalisation.

- La fréguence de ces populations présentes dans le sang sera ensuite corrélée
avec le profil immunitaire des patients. Dans un premier temps, I'état inflammatoire du
sepsis grace a l'analyse du profil cytokinique des patients. Dans un second temps,
I'immunosuppression par I'étude de la réactivation de certains virus, et particulierement le
Torque Teno Virus, dont le réle de biomarqueur du statut immunitaire a déja été soulevé

dans d’autres conditions.

Ces connaissances permettront de mieux cerner la physiopathologie du sepsis et

d’envisager a terme I'utilisation des MDSC comme cible thérapeutique.
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Résultats
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Chapitre I. Article

I.1. Introduction

Comme vu précédemment, dans de nombreuses conditions pathologiques et
notamment au cours d’infections, les populations de MDSC augmentent en taille et peuvent
alors étre retrouvées dans le sang et d’autres compartiments (Guérin et al., 2014; Mathias et
al., 2017). La présence de ces cellules dans le sang de patients septiques a été corrélée a des
complications cliniques telles que les infections secondaires ainsi qu’a la mortalité (Uhel et
al., 2017). Cependant, malgré ces données, leur origine et leur place dans le sepsis sont a ce
jour mal connues. Dans ce contexte nous nous sommes posé la question d’une éventuelle
origine médullaire des MDSC retrouvées dans le sepsis, ainsi qu’un réle immunosuppressif a

long terme, responsable de la réactivation de certains virus.

Pour répondre a ces questions, nous avons directement regardé la fréquence des
MDSC, dans le sang et dans la moelle osseuse de patients atteints de sepsis, a différents

stades de gravité (infection simple, sepsis et choc septique).

Ensuite, nous avons analysé le profil cytokinique de ces patients. Comme vu en
introduction, l'orage cytokinique est un événement caractéristique du sepsis, au cours
duquel la cascade d’activation de la réponse immune s’auto-amplifie résultant en la
libération massive de cytokines. Nous avons donc voulu étudier in vitro, I'effet de ces

cytokines sur les cellules de moelle osseuse.

Nous avons ainsi montré que les pourcentages de M-MDSC et PMN-MDSC sont
augmentés dans le sang, que leurs fréquences sont dépendantes de la gravité de I'infection,
et que leurs présences persistent au cours de I'hospitalisation. Par ailleurs, la fréquence de
ces deux populations de MDSC est augmentée dans la moelle osseuse, confirmant

I’hypothese d’une origine médullaire de ces cellules.

Nous avons aussi montré que la stimulation in vitro de moelles osseuses saines avec
des cytokines de I'orage cytokinique, résulte en I'induction de M-MDSC et de PMN-MDSC.
Ces cellules ont donc une origine médullaire dans le sepsis, et sont relarguées dans le sang
périphérique par la moelle osseuse, suite a I'orage cytokinique.
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L’ensemble de ces résultats est présenté dans l'article scientifique ci-apres, dont je
suis premier auteur. J'ai réalisé I'analyse des échantillons de sang et de moelle osseuse des
patients, ainsi que I'analyse de leurs profils cytokiniques. J'ai aussi effectué les stimulations
in vitro des moelles osseuses. Enfin, j’ai réalisé les analyses statistiques pour chaque résultat
présenté ainsi que |'étude de l'impact de la présence des MDSC sur la durée

d’hospitalisation.
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Abstract

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) can be subdivided into polymorphonuclear (PMN-
MDSC) and a monocytic (M-MDSC) subsets. During sepsis, MDSCs play a role in
immunosuppression phase. But it remains unclear how they are produced and recruited and

what is their kinetics during the sepsis course.

Fifty seven infected patients were enrolled and classified according to clinical severity. Levels
of M and PMN-MDSCs were monitored by flow cytometry in peripheral blood at Day (D) 0,
D3, D7 and D14 concomitantly to cytokines dosages. Twenty bone marrow (BM) samples
from patients with thrombocytopenia at diagnosis and seven normal BM samples were

studied.

Compared to healthy controls, both M and PMN-MDSC BM levels were increased at initial
diagnosis of sepsis. BM production of M and PMN-MDSCs was increased after in vitro
treatment with G-CSF and IL-6 respectively. Plasma G-CSF and M-MDSC circulating levels
were increased at the initial phase of the sepsis without relationship neither with clinical
severity nor with monocyte levels. Those of IL-6 and circulating PMN-MDSC were mainly
increased in patients with septic shock, remained high during their hospitalization and
paralleled increase of immature granulocytes. Initial increase of circulating PMN-MDSC was

associated with prolonged hospitalization.

Altogether, these results suggest that both M and PMN-MDSCs are very likely to clinically
reflect the suppressive immune phase of sepsis, being produced in the bone marrow at the
very beginning of infection, and persisting in case of prolonged hospitalization whatever the

sepsis severity for M-MDSCs and in case of septic shock for PMN-MDSCs.
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Introduction

In industrial countries, sepsis remains a frequent pathology and is a leading cause of
death. It has recently been acknowledged as a worldwide issue through a World Health
Organization resolution (Reinhart et al., 2017). Despite care improvement, 25-30% of
patients with sepsis die from the condition, with hospital mortality for septic shock
approaching 40-60% (Cecconi et al., 2018; Vincent et al., 2014). Sepsis is defined as life-
threatening organ dysfunction caused by dysregulated host response to bacterial infection
(Singer et al., 2016). It happens when the innate immune system fails to prevent or resolve
infection triggered by a pathogen which results in a failure to return to normal homeostasis
(Hotchkiss et al., 2013). In sepsis, the immune response is deregulated in two opposite

directions: hyper-inflammation and immune suppression.

Hyper-inflammation is due to a marked systemic inflammatory response triggered by
the release of cytokines (pro-inflammatory cytokines, including TNF-a, IL-6, INF-y, IL-
1B...), chemokines (e.g., IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-1p, eotaxin, IP-10), growth factors (e.g.,
VEGF, FGF-basic, G-CSF, GM-CSF), other interleukins (e.g., IL-9, IL-15 and IL-17), in
conjunction with the activation of the complement complex and of the coagulation process.
Cells of the innate immune response, mainly neutrophils and monocytes, play a major role in
the inflammatory response. This cellular activation can be self-amplified and may lead to an
uncontrolled positive amplification loop which ultimately results in multi-organ failure (Van
der Poll and Opal, 2008). Various studies suggested that the severity of the sepsis may be
related to the inability of the host to adjust its immune system against the pathogen (Hotchkiss
and Nicholson, 2006). Such adjustments correspond to mechanisms devoted to down
regulation of the inflammatory and immune response. These mechanisms include secretion of

the immune suppressive cytokine interleukin-10 (IL-10) (Ward et al., 2008), lymphocyte
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induced exhaustion and/or apoptosis (Hotchkiss et al., 1999b), the latter being responsible for
global lymphopenia (Drewry et al., 2014) and expansion of cells that actively down-regulate
the immune response, among them the Myeloid Derived Suppressive Cells (MDSC), that can
be evidenced in peripheral blood of septic patients and may be involved in delayed recovery

(Daix et al., 2018 ; Guérin et al., 2014 ; Mathias et al., 2017 ; Uhel et al., 2017).

MDSCs are found in a large array of pathologies from cancer to obesity (Veglia et al.,
2018). MDSCs are thought to be a major cause of local immune suppression allowing the
tumor escape from the host immune surveillance in breast cancer; non-small-cell lung cancer;
colon and colorectal cancers for example (Veglia et al., 2018). Increased levels of circulating
MDSC:s is associated with a poor prognosis in diffuse large B-cell lymphomas (Azzaoui et al.,
2016). Two main subtypes of MDSCs have been reported, those derived from monocytes (M-
MDSCs) and those from polymorphonuclear granulocytes (PMN-MDSCs). As reported
(Bronte et al., 2016), M-MDSCs are phenotypically characterized by the loss of HLA-DR
molecule at the surface of CD14 positive monocytes. PMN-MDSCs are supposed to belong to
the CD33 positive CD11b weak immature granulocyte compartment, with low expression of
CD16 and CD15. Beside these two main subtypes, early stage MDSCs (e-MDS) have also
been reported in cancers, being CD33"9" when compared to PMN-MDCs. Whatever the
phenotypic characterization, MDSCs are functionally defined by their capabilities to block T-
cell responses. Among inhibitory tools of MDSC is the expression of the arginase enzyme,
which effect is to deprive the microenvironment from arginine. This arginine privation is
responsible for T-cell global inhibition (Gabrilovich et al., 2012). Another inhibitory tool of
MDSCs is expression of PD-L1. MDSCs have emerged as a universal regulator of immune
function in many pathologic conditions, even if their role in infectious diseases and sepsis
remain unclear (Ost et al., 2016; Veglia et al., 2018). Few publications specifically report on

MDSCs in sepsis. We previously showed that patients with septic shock exhibit a subset of
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circulating MDSCs able to kill their cognate T-cell (Guérin et al., 2014).In sepsis secondary to
surgery, the presence of MDSCs is linked to chronic infection (Mathias et al., 2017).
Expansion of PMN-MDSCs was found to be associated with enhanced susceptibility to
nosocomial infections when septic patients were hospitalized in intensive care units (ICU)
(Uhel et al., 2017). Because exaggerated immune suppression is a source of secondary
complications, among them nosocomial infections or viral reactivation (Hotchkiss et al.,
2016), immune restauration therapies have been also proposed in sepsis (Daix et al., 2018). In
cancers, therapies specifically targeting MDSCs have been proven to delay tumor initiation
and to prolong survival in tumor bearing mice (Gabrilovich et al., 2012). But, MDSC

heterogeneity is one of the main factors limiting their targeting for immune therapies.

In the view to better understand mechanism of immune suppression of sepsis, it is
certainly important to dissect the respective place of M and PMN-MDSCs during the patient
course. Our objectives were to determine whether M-and PMN MDSCs may have a bone
marrow origin in sepsis and how these two MDSC subtypes evolve in peripheral blood during
sepsis according to severity of the disease as well as to the cytokine profile and the clinical

course of patients. Furthermore, PD-L1 expression was studied in a systematic manner.

Materiel and methods

Patients and control

We designed a prospective monocentric observational study, accepted by the Ethics
Committee of Limoges University Hospital. Written information was given to the patients or
patient’s legally authorized representative. The trial was registered in ClinicalTrial.gov:

NCTO02903082. Patients admitted in Intensive Care Unit or Emergency Department with an
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acute infection (evolving for less than 24 hours) were eligible. Patients were divided into three
groups based on Sepsis — 3 definition (Singer et al., 2016) : (i) infection, (ii) sepsis, (iii) septic
shock. Exclusion criteria were pregnancy, HIV infection, cancer, inflammatory or
hematological disease, immunosupressive treatment and previous sepsis during last month.
Demographics data, site of infection, microbiological documentation, hospital and ICU stays
were recorded. During hospital stays we notified the days of the flow cytometry analysis
(Day-0 and as closed as possible of Day-3, Day-7 and once a week), SOFA score,
catecholamine infusion, mechanical ventilation if needed and lactate level if available.
Occurrence of secondary infections during hospitalization was adjudicated by independent
expert. For patients hospitalized in ICU with low platelets count (<100.000/ ml) or a greater
than 50% decreased in the last 48 hours related to sepsis a myelogram was done. For blood
analysis control, we recruited outpatients (n= 13) at the time of anesthesia evaluation prior to
a minor planned surgery without any hematological or infectious disorders. Bone marrow
control was obtained from patient undergoing cardiac surgery when a sternotomy was

required.

Flow cytometry

Flow cytometry analysis was performed on leftovers of complete blood count at the
time of enrollment, and nearly as closed as possible of Day-3, Day-7 and Day-14. After red
blood cell lysis, samples were incubated at room temperature with the following antibodies:
HLA-DR-PE (clone L243), CD14-PE-CF594 (clone M@P9), CD33-PE-Cy7 (clone P67.6),
CD11b-APC-Cy7 (clone ICRF44), CD16-V421 (clone 3G8) and CD45-AmCyan (clone
2D1), all from BD Biosciences and PD-L1-APC (clone 29E.2A3) from BiolLegend. The Lin-
FITC cocktail was composed of the following antibodies: CD3 (clones UCHT1), CD19

(HIB19), CD20 (2H7), CD56 (HCD56) and CD123 (6H6). Lysis of red blood cells was
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performed with RBC Lysis Buffer (BioLegend) or VersaLyse (Beckman Coulter).
Acquisitions were made using a Navios Flow Cytometer (Beckman Coulter) and analysis was
done using Kaluza Software (Beckman Coulter). Gating strategy of the different populations

is defined in Supplementary Figure 1.

Cell isolation and sorting

Fresh PBMCs were obtained from healthy donors after Ficoll density centrifugation. The
CD3* T cells were separated from the PBMCs using an EasySep Human T Cells Isolation Kit
(Miltenyi Biotech), according to the manufacturer’s protocol. Purity of the CD3* T cells after
depletion was >93% and viability was checked by Trypan blue dye. MDSC from patients
were sorted using an ARIA Il (FACSAria, BD Biosciences) as Lin® CD11b* CD33* CD14"

(Monocytes subset) Lin” CD11b* CD33%™ CD14° CD16™ (Immature granulocytes).

Functional assay

Purified cells were labeled with VPD450 (BD Biosciences), and co-cultured with MDSC in
48-well round bottom plates with enriched RPMI, at different ratio (2:1 and 0.5:1). Cells were
stimulated or not with a cocktail of beads coated with anti-CD2, anti-CD3 and anti-CD28
antibodies (2,5x10° beads per 5x10° T cells) from T Cell Activation/Expansion Kit according
to the manufacturer’s instructions (StemCell). After 4 days, cells were labelled with anti-
CD3-PerCpCy5.5 and anti-CD247-FITC (CD3() (BioLegend), and Violet Proliferation Dye

450 (VPD450, BD Biosciences) dilution was assessed by flow cytometry.
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Bone marrow culture

Remaining normal bone marrow samples were acquired from thoracic surgery on patients
having no known haematological pathologies according to procedures of the labeled
Biological Resources Center of the Hospital University Center of Limoges. Bone Marrow
aspirates were filtrated with 35um nylon mesh (Falcon, Fisher Scientific) to eliminate
aggregates. Cells were washed with PBS and plated (1x10° cells / well) into a 24-well culture
plate in IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Gibco) supplemented with 10%
FBS, 25mM HEPES, 1% penicillin / streptomycin, 1% glutamine and 10uM pB-
mercaptoethanol (Marigo et al., 2010). Cells were cultured with 40ng/mL of G-CSF, GM-
CSF, IL-6, or their combinations, except for control condition. After 4 days at 37°C, 5% CO>

of incubation, cells were analyzed by flow cytometry for MDSC staining.

Cytokines measurements

Plasma samples were stored at -80°C until use. Plasma levels of I1L-6, IL-8, IL-10 and G-CSF,
were determined by Cytometric Beads Array method (BD Biosciences) according to the
manufacturer’s protocol. Cytokine plasma levels acquisition were performed in a FACS
Fortessa flow cytometer (BD Biosciences) and analysis were performed with the FlowJo

software.

Statistical analysis

Student’s T tests were used, and p < 0.05 was considered significant. GraphPad Prism6 was

used as software. Cumulative incidence curves between length hospital stay and MDSC levels
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were performed with R using the Survival package (T. M. Therneau and P. M. Grambsch,

2000).

Results

Patient Characteristics

Fifty-seven patients were enrolled from either emergency department (26 patients) or
intensive care unit (31 patients). Patients were separated in three groups, infection (n=16,
28%) sepsis (n= 21, 37%), septic shock (n=20, 35%). Main characteristics are presented in
Table 1. Four patients (7%) died before Day-30. Sites of infections were intra-abdominal (n =
16, 28%), urinary tract (n = 12, 21%) and bronchopulmonary infection (n=9, 16%). Infections
were microbiologically documented for 38 patients (67%). Lymphopenia below 1.5 G/L was
found in 12 (75%), 17 (81%) and 15 (75%) patients with infection, sepsis and septic shock
respectively (p= 0.9831). 0 (0%), 7 (33%) and 11 (55%) patients with infection, sepsis and

septic shock respectively exhibited a thrombocytopenia below 100 G/L (p= 0,0259).

Flow cytometry characterization of M and PMN-MDCs.

To see whether persistent infection could be associated with increase in circulating MDSCs
subsets we designed an immunostaining and a gating strategy based on the panel of markers
recommended by Bronte et al. (Bronte et al., 2016). The only one difference was the
replacement of CD15 by CD16 marker for mature granulocytes. The gating strategy is
presented in Supplementary Figure 1. Briefly, CD45P% Lin* CD33"™¢ lymphocytes were
excluded, M-MDSCs were CD16™¢, CD33"9" CD14"%, HLA-DR"9 and PMN-MDSCs were
Lin", CD11bP%, CD33%™ CD16"™9"°" HLA-DR"™. This gating strategy allowed identification

of functional MDSCs, since, when isolated by FACS and co-incubated with T-cells in vitro,
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they induced a T-cell decreased expression of the CD3( subunit of the TCR complex, an
effect known to be related to T-cell inactivation by the arginase 1 enzyme, one of the

functional characteristics of MDSCs (Supplementary Figure 2).

Bone marrow levels of M and PMN MDSCs are increased in septic patients at admission

in ICU.

In a first step, we raised the question of the MDSC bone marrow content. As shown in Figure
1A and 1B, M-MDSCs were almost absent from control bone marrow samples while PMN-
MDSCs were detectable at low level, always below 5% of bone marrow CD45" leucocytes.
Percentages of M-MDSCs were increased in 16/20 patients (80%), with a roughly comparable
distribution of percentages for patients with sepsis (black squares) and septic shock (black
triangles). Compared to bone marrow controls, this suggests that M-MDSCs were de novo
produced. Of note, bone marrow levels of M-MDSCs remained constantly below 5% of total
bone marrow CD45" cells. Bone marrow levels of PMN-MDSCs were increased in 12/20
(60%) infected patients, ranging 5% to 18% of CD45" leucocytes, again with absence of clear
relationship with the clinical severity, as illustrated by the dispersion of the values for patients
with sepsis or septic shock. Compared to controls, this also indicates an increase of PMN-
MDSC production in bone marrow patients. Altogether, both M and PMN-MDSCs were

likely to be produced in the bone marrow of patients at the initial phase of sepsis.
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Production of M and PMN-MDSCs from bone marrow cells are differently regulated by

G-CSF and IL-6

In a next step, we search to know whether cytokines known to play a role in MDSC
production such as G-CSF or IL-6 differently regulate M and PMN-MDSC production
(Marigo et al., 2010). Whole bone marrow cells from control patients were in vitro incubated
with or without cytokines for four days. In absence of any cytokines, spontaneous but
heterogeneous increase of both M and PMN-MDSCs was found. This spontaneous increase
was moderate, did not reach statistical significance for M-MDSC, and was more pronounced
for PMN-MDSCs (Figure 2A and 2B). G-CSF induced an increase of M-MDSC production
from bone marrow cells (Figure 2A and 2C). By contrast, G-CSF tended to repress
spontaneous expansion of PMN-MDSCs, and only IL-6 tended to homogeneously increase
their production in all but one bone marrow sample (Figure 2B and Figure 2D, paired t-test =
0.0279). These results indicate that production of M and PMN-MDSCs were differently

regulated, the former being in vitro sensitive to presence of G-CSF and the latter to IL-6.

G-CSF and IL-6 plasma levels are increased together with IL-8 and 1L10.

We then assessed the levels of G-CSF and IL-6 in plasma of patients together with IL-8, one
of the cytokine of the sepsis cytokine storm (Bozza et al., 2007), known to be a
chemoattractant for mature granulocytes (Russo et al., 2014) and IL-10, a cytokine reflecting
the immunosuppression phase of sepsis (Oberholzer et al., 2002). As shown in Figure 3,
plasma levels of these four cytokines were increased in patients at Day-0, whatever the
clinical severity. Being increased at Day-0 in most patients, levels of G-CSF tended to be
stable during hospitalization (Figure 3A). IL-6 levels were increased in most patients at Day-0

and remained high at Day-3 and Day-7 in patients with septic shock and slowly decreased in
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septic patients with prolonged hospitalization (Figure 3B). Levels of IL-8 were closed to
controls at Day-3 and Day-7 in patients with infection and sepsis and remained increased in
patients with septic shock (Figure 3C). kinetics of IL-6 and IL-8 levels suggest that the
inflammatory phase was rapidly resolved in the less severe patients but was prolonged in case
of septic shock. Levels of IL-10 were increased mainly in patients with either sepsis or septic
shock at Day-0 and were rapidly normalized in patients with infection while remaining
moderately increased in sepsis and septic shock patients, in agreement with known delayed
immunosuppression phase of sepsis (Figure 3D). Altogether, these results indicate that
kinetics of G-CSF and IL-6 production differed, levels of the former remaining increased and
being independent of clinical severity and levels of the latter remaining increased in septic

shock patients with prolonged hospitalization, a characteristic also found for IL-8 and 1L-10.

Kinetics of M and PMN MDSCs are different during sepsis.

After the assessment of cytokine levels, we monitored peripheral blood levels of total
Monocytes, M-MDSCs, total granulocytes, immature granulocytes and PMN-MDSCs during
sepsis. At Day-0, circulating levels of M-MDSCs were significantly increased with disregards
to clinical severity of infected patients (Figure 4A). When compared to controls, such increase
was persistent in patients with prolonged hospitalization (Figure 4A: Day 3, 7 and 14).
Monocytes levels remain stable over time with only a small decreased in septic shock patients
at Day 0 (Supplementary Figure 3A). Thus, presence of circulating M-MDSCs in sepsis was
not related to over production of monocytes. PMN-MDSCs were significantly increased at
Day-0 only in patients with septic shock (Figure 4B). Then, levels of PMN-MDSCs tended to
increase continuously until Day-7 in these patients (Figure 4B: Day 3 and 7). While levels of

total mature granulocytes were increased in peripheral blood of all patients, remaining high
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during prolonged hospitalization (supplementary figure 3B and 3C), kinetics of immature
granulocytes paralleled the one of PMN-MDSCs, being significantly increased in septic shock
patients only at Day-0, and remaining high during their prolonged hospitalization
(Supplementary Figure 3D). This suggests that increase of circulating PMN-MDSC is part of

the broad increase of immature granulocyte during septic shock.

Altogether, our results indicate that kinetics of M and PMN-MDSCs expansion during sepsis
were different and that only PMN-MDSCs levels were influenced by the initial clinical

severity.

PD-L1 expression was increased on PMN-MDSCs from patients with sepsis and septic

shock.

To further investigate the putative immunosuppressive capabilities of M and PMN-MDSCs,
we looked at PD-L1 expression. As shown in Figure 5A and 5B, PD-L1 was hardly or not
expressed by M and PMN-MDSCs from controls. PD-L1 was neither expressed on M-
MDSCs from infected and septic patients. By contrast, at Day-0, PD-L1 expression levels
were significantly expressed on PMN-MDCs from patients with sepsis and were even higher
for septic shock patients. At Day-3, PD-L1 expression levels return to those of control (Figure
5B). This suggests that PD-L1 expression was transiently induced only on PMN-MDSCs at
the initial phase of sepsis. Interestingly, PD-L1 expression was also found on immature and
mature granulocytes from septic shock patients (Supplementary Figure 4), that suggests its
expression was globally induced on the myeloid compartment. Then, effect of G-CSF and IL-
6 was assessed on normal bone marrows. PD-L1 expression was not induced on bone marrow
M-MDSCs after cytokine treatment (Figure 5C). By contrast, G-CSF tended to increase levels

of PD-L1 expression on PMN-MDSC in all but one case (Figure 5D and Supplementary
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Figure 5). Thus, despite its repressive effect on PMN-MDCs bone marrow production, G-CSF
was able to induce PD-L1 expression on these cells as well as on the other myeloid cell

subsets.

High levels of peripheral blood PMN-MDSCs are associated with prolonged

hospitalization.

Finally, we looked whether increased levels of M or PMN-MDSCs in blood were associated
with care duration. As show in Figure 6A, no relationship was evidenced between levels of
M-MDSCs and duration of patient hospitalization (logrank test, p=0,421). Results presented
in Figure 6B suggests that high percentages of circulating PMN-MDSCs at Day-0 were
associated with prolonged hospitalization (logrank test, p = 0,029). This was particularly true
for the first 2 weeks for which the 95% confidence interval of patients with PMN-MDSCs
percentages above the third quartile hardly overlaps with the confidence interval of the other

patients.
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DISCUSSION

In this study, we raised the question of the bone marrow production of M and PMN-MDSCs
and of their kinetics in hospitalized infected or septic patients. It is shown that both M and
PMN-MDSCs were present in the bone marrow at the initial phase of sepsis and that their
production was induced by G-CSF and IL-6 respectively. In peripheral blood, M-MDSCs
were increased over all duration of hospitalization whatever the clinical severity while PMN-

MDSCs were mainly increased patients with septic shock.

From a flow cytometry point of view, it is often admitted that immunophenotypic
characterization of MDSCs should be completed by functional studies (Bronte et al., 2016).
Here, we used a panel of markers that has been consensually recognized as informative to
specifically gate M and PMN-MDSCs (Bronte et al., 2016). Nevertheless, it was important to
check that this gating strategy encompass cells with immunosuppressive activity. One of the
main immunosuppressive way for MDSCs is production of arginase 1 enzyme, an enzyme
that inhibits T-cell activation by depleting the medium from arginine (Rodriguez and Ochoa,
2008). Arginine depletion results in down-regulation of the CD3( subunit which in turns
decreased signaling capabilities of the TCR (Rodriguez et al., 2002). For technical reasons,
mainly due to lack of samples with enough total white blood cells, yield of MDSC
purification from infected or septic patients were too low to allow further functional studies.
Thus, we applied this gating strategy to hematopoietic stem cell (HSC) donors samples who
received G-CSF before leukapheresis, since increased levels of MDSCs have been reported in
these cases (Luyckx et al., 2012). As expected, addition of both M and PMN-MDSCs down-

regulated expression of the CD3{ subunit after 4 days of co-culture with primary T-cells. Of
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course, it cannot be excluded that MDSCs from septic patients and healthy HSC donor could

be different. But it suggests that our gating strategy allow to isolate functional MDSCs.

It has been already shown that both M and PMN-MDSCs originate from the bone marrow in
mouse models of sepsis, (Brudecki et al., 2012; Delano et al., 2007; Sander et al., 2010). In
human, ex vivo culture of normal bone marrow samples revealed a spontaneous increase in
production of both M and PMN-MDSCs, which suggests that engagement in MDSC
differentiation pathway could be repressed in healthy individuals. Such inhibition would
prevent inadequate immune suppression effect of MDSCs. Marigo et al show that IL-6 and G-
CSF increase bone marrow production of MDSCs in mice, but without differentiating M and
PMN-MDSCs (Marigo et al., 2010). Here, levels of both cytokines were increased at the
initial phase of infection. These two cytokines of the sepsis cytokine storm, acted differently
on human M and PMN-MDSCs bone marrow production since G-CSF promoted M-MDSC
expansion while IL-6 increased bone marrow levels of PMN-MDSCs cells. This is in
agreement with the fact that the inflammatory phase of sepsis induced its own down
regulation (Munford and Pugin, 2001) through, here, increase of bone marrow MDSC

production.

For ethical reasons, sepsis bone samples were issued from patient in the frame of
thrombocytopenia exploration. Since thrombocytopenia is a biological marker of sepsis
severity, patients with infection or mild sepsis were missed. Both M and PMN-MDSCs were
present in the bone marrow of most patients with sepsis or septic shock at Day-0. This
indicates that the immunosuppressive phase of sepsis was already installed at the very

beginning of infection for these patients. In that view, it is interesting to note increase of IL-
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10 plasma levels at Day-0 of infection was found mainly for patients with sepsis or septic
shock. In the meantime, IL-6 and IL-8 inflammatory cytokines were also increased in the
same patients. As reviewed recently, this is the clear illustration that, in septic patients, both
inflammatory and immune suppressive phases are installed very early after beginning of

infection (Hotchkiss et al., 2016).

From our results, M-MDSCs were almost absent from normal bone marrow samples and were
found in both bone marrow and peripheral blood of infected patients. Kinetics of both G-CSF
and M-MDSCs circulating levels were parallel, being increased at Day-0 in infected patients
and remaining above normal levels during hospitalization whatever the clinical severity. This
suggests a continuous bone marrow production of these cells. The fact that monocyte
percentages were not increased raises the hypothesis that M-MDSC production would result
from a specific engagement of bone precursors in this differentiation pathway. Accordingly, it
has been shown that the mTOR pathway is essential for the bone marrow differentiation and

immunosuppressive function of M-MDSCs in a mouse allograft model (Wu et al., 2016).

PMN-MDSCs could be detected at low levels in normal bone marrow samples and their bone
marrow production was increased after IL-6 stimulation. Kinetics of both plasma IL-6 and
circulating PMN-MDSCs levels were parallel, being mainly increased in patients with septic
shock and remaining high in these patients when hospitalization was prolonged. These
kinetics were closed from the one of circulating immature granulocytes. During sepsis,
inflammatory cytokines such as IL-6, G-CSF and GM-CSF are known to increase
granulopoiesis and to accelerate bone marrow release of myeloid precursors, so called,

emergency myelopoiesis (Loftus et al., 2018). Levels of circulating immature granulocytes is

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 104

(@) BY-NC-ND | mEl



predictive of the sepsis severity (Daix et al., 2018; Guérin et al., 2014). In sepsis, circulating
immature granulocytes compartment encompass cells with MDSC activity (Guérin et al.,
2014). In agreement with these features, we found high levels of circulating PMN-MDSCs
were markedly associated with prolonged hospitalization. Thus, contrasting with M-MDSC
increase, it is very likely that increase of circulating PMN-MDSCs is the result of a global
increase of myelopoisesis with accelerated release of myeloid precursors rather than a specific

engagement of a bone marrow precursor into PMN-MDSC differentiation.

PD-L1 has been thought to be a possible maker for MDSCs in sepsis (Huang et al., 2014b;
Wang et al., 2015) and could be a potential therapeutic target of interest (Patera et al., 2016;
Shindo et al., 2017). In our study, even if these cells were likely to have T-cell inhibitory
properties, we did not find over expression of PD-L1 on M-MDSC, that suggests the absence
of PD-1/PD-L1 axis involvement for these cells. PD-L1 expression on PMN-MDSC was
associated with severity at Day-0. The fact that PD-L1 expression was inducible by G-CSF
and was increased not only on PMN-MDSCs but also on immature and mature granulocytes
suggest that under G-CSF, a major cytokine in myelopoiesis increase, the whole granulocytic

compartment could exhibit some immunoregulatory properties.

Altogether, our results clearly suggest that both M and PMN-MDSCs reflect the immuno-
suppression phase of sepsis. Because M and PMN-MDSCs are differently regulated, M-
MDSC being specifically induced and PMN-MDSCs participating to the global increase of
myelopoiesis with expression of PD-L1, these results open new perspectives on their specific

immuno-suppressive roles during sepsis.
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Table 1

All patients Infections Sepsis Septic Shock Healthy Control

Age, yr (SD) 57 (+18) 48 (+17) 64 (+18) 57,5 (+15) 31 (£8)

Female, n (%) 27 (47,4) 10 (62,5) 7(33) 10 (50) 7 (54)

Lenght of ICU
stay, median 0 1(0;7) 8,5 (6; 16)
(Q1;Q3)

Intra-abdominal,

Site of infection n (%)

16 (28) 2(12) 8(38) 6 (30)

Urinary tract, n (%) 12 (21) 7 (44) 1(5) 4 (20)

Others, n (%) 16 (28) 4 (25) 6 (28) 6 (30)

Gram positive,

Microbiology n (%)

13 (23) 0 6 (29) 7 (35)

Multi-pathogen,

n (%) 3(5) 1(6) 0 2 (10)

Secondary

Infections, n (%) 3(5) 0 0 3(15)

PNN
12,5 (8,7; 14,9 8,8(6,3; 11,2 14,7 (4,7 18,5 3,8(3,1;5,7
G/L(Q1;Q3) ( ) ( ) ( ) ( )
Pl?szt;:;ﬂ 234 (219; 279) 144 (73; 210) 99 (47; 160) 210 (119; 248)
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Table 1: Demographic data of cohort of patients: SD = Standard Deviation, ICU =
Intensive Care Unit, Q1 = Quartile 1, Q3 = Quartile 3, G/L = giga/liter.
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Figure 2

% M-MDSC per CD45" cells
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Figure 3

Day-0 Day-3 Day-T Day-14
p=0.5410 p= 03483 = 0.68410
100000+ —ns PR Y S G'CS F
. p= 06202 P 0.9409 p= 06955 P=0.3524 p= 03765 P=05129
—El _ns _ ns _ns _ ns _ns _ ns
5 10000
o v
=] " A
5 I I
:E 1000 ™
£ T o 1
[ 1]
g 100 I
o Ty gt g TR Twgy?
8] L ki Ty B A w —a®—  aa. v v
- FY LA LA
m_ﬁ . o — . . S — . . R . . .
f= 0.4924 = 0.0084 = 0.0613
10000005 ns - = - ns
. p=g4s27  p=0.7888 P= 00420 P=0.2893 = 0.0689 P=0.0970 [= 05455
TEI 100000 ns ns * ns ne ns ns I L 6
k=)
=z
10000 4
s . Y .
= ¥
(¢ i
5 P S v
o A v Ll v . vy _f_ v
S 1004 ML —n ant T BE ve AR N
(3} [ Yia weyT [ aa er? —m-— Aya v Tr,vT
-
p=0.1317 p=0.0195 p= =0.0001
10000+, * Eores
. p=0.3601  P=0.3366 p=0.06883 P=0.0578 p= 00815 P=0.0110 P=0.8047
_EI ns ns ns ns ns * ns
) I L‘8
o 10004 v
[ v
=] . 4
B . , v
£ 1 -
S 100 T v
= fas """r‘ b v L s A + 7
8 g ‘ll.“ Tyv' —;F,‘— ":"". v f:ﬁ?
LN 4 Sagus ‘A LA j— Y i Tyv
10 T T T
p=0.3892 = 0.0126 p= 0.0013
10000 4 __ns x o
—_ p=04738 P=0.3504 p= 00356 = 0.4368 p= 01508 P=0.2430 p= 0.0250
_EI 1 ns ns * ns 0s ns *
2 o, . IL-10
c
°
H T
= a
100 4 v
[ E| ALy v
[5] Yy
c -—I-‘-— :" v & v v
=] g Aga A —a—
o LR ] sk ‘I-;V 1 e YT TR A —EE— Ak Trvy ‘%’
1L
& & - & & & 2
& & & & Q‘;\‘J & & Q‘;\g & & & &
& e BN 3 of & 2 & X & R
S & & & @ & @ @ 2
S ® & ® & ® &
B 2 o
LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 113

(@) e¥-Nc-b |



% M-MDSC per CD45" cells

o

Figure 4

o PMN-MDSC per CD45" cells

(@) 5Y-NC-ND |

Day 0 Day 3 Day 7 Day 14
100 * a w = ’ ns ’
v ¥
. s AL Aa 2" A A, Tyes? i LEPEE 1
h *a - ey — N A bAAd v
14 ® A L W ) Aa s a Y;
g e ‘: — s e . R
e®
0.1+ 0’:.. A A : v . v
..
0.01+ [ 1] A ]
0001 1616 2121 816 14/21 18720 316 12/21  16/20 0/16 321 1520
P S T 5 & P A
d’\‘é ° Q"(\ %e,"x'ﬁ" & %q_-:'«'ﬁ" ;;\‘P i\é\ & ;51\“0 & %q_-:'«'ﬁ" ;;\‘P
o \({\z" &‘0 @ & \&z“' o \(.\\e,‘* @0
o o o o
Day 0 Day 3 Day 7 Day 14
1["]- £ *k ” £ ns
-
104 ns
v v
. _— A vor' o Tvvy Ty
; Lua b o S vy
R ““‘ v,‘v n “AA v.v A Yev
014 _ ¢  m.m Am = asa  Tevw Ay M . Iy
o0 - ™ - %A‘ : N vy A v v'
L ] Y [ ] v
0.01] eee ‘mEm FYYYYY [ L] A v
16116 2121 8116 14/21 18/20 e 12421 16/20 0/16 321 15/20
001 r r r r r T T r r r r r
3 & o o N o 2 N & N
00(\‘\0 zc}\“(\ GJ@?‘" o %q_-:f"\ ;5:90 o %af"\ ,}\"p QP(@ ee,‘f’\ ;;\‘P
& g & W & o
A o o A o A ey
LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 114



PDL1 fluorescence G-Mean ratio

PDL1 fluorescence G-Mean ratio

Figure 5

Day 0 Day 3 Day 7 Day 14
100 ns s
ns ne ns
ns ne ns ns ns ns
Q i : v v v '
a :. .:. R “ Y‘.".v' a Tvwy X Ty
= R :r:au: T gl A g Vg ol v
= [ L] ik LA gl ia Yyy" . oy
g . L) l-\ 1‘1“: v -.. “““ ‘."_'v Y o : v
818 2121 900 BB 1421 18/20 36 1221 1820 0MB 321 15120
0'1 T T T T T T T T T T T T
@ @ N @ @ o & @ & & & o
¢ & o ~(,z:f’ &£ 2 o & 2 o & ' o
& S R 28 ] & R o o R &
< & F o & T & & & &P
O Q\ N Q'O N @QQ N Q'O
F o ) o
Day 0 Day 3 Day 7 Day 14
100; . . ns ns ns ns s ns
ns ne ns
@
2 104
= 24N o ’ '
= ‘:L v TR - b - ety a4 Ty
nc_ 1 Ay ek ,v'v:J'..—'. oo :":_ Leatph "'s TR W .
o ] A L vy ry v
L]
e1E et oo B/1B 14/21 18120 6 1221 1620 0B 321 15020
0.1 . , . . T
> & & & & M- & & N & & N
o
066 é\o'o Q"\ ,006‘ 'L\°° @Q‘? vo(" d-oo(‘ QQ"\ vo(" é\o"‘ QQ"\ ,ooo
S & * 2 & & S & f S & & )
& & & ¥ & & & 3§
< o o o
M-MDSC D PMN-MDSC
20 ns 20 ns
2 ns 2 -
[ [
= ns c ns
T 15 G 151
= =
U] U]
$ 104 $ 104
c c
a a
S s ° S s
o o
g % N o s Sl
N o < A N o < o
3 <‘ Y 3 <‘ &
@o‘b 0 0,(? N @o‘b 0 0,(? A
Q . , Q . ,
Day4 Day 4
LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 115

(@) 5Y-NC-ND |




Figure 6

% of M-MDSC in peripheral blood at Day-0
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Figure 1: Bone marrow levels of M and PMN-MDSCs were increased in septic patients
at admission in ICU: A) Percentages of M-MDSC and B) PMN-MDSC among CD45*
leucocytes in bone marrow were significantly increased in sepsis (n=7) and septic shock
(n=13) patients compared to control bone marrow (=10). Threshold £2 SD (M-MDSC = 0,176
; PMN-MDSC = 4,240); *p<0.05

Figure 2: Production of M and PMN-MDSCs from bone marrow cells were differently
regulated by G-CSF and IL-6: A) M-MDSC and B) PMN-MDSC percentages after 4 days
of in vitro culture of normal bone marrow in IMDM, with or without G-CSF, IL-6 (40ng/mL).
(n=7). When compared to the non-treated condition, C) G-CSF tended to homogeneously
increase M-MDSC production (ratio paired t-test: p=0.0023) and D) IL-6 tended to
homogeneously increase PMN-MDSC production (ratio paired t-test: p=0,0279). ***p<0.001,

****p<0.0001; ns = non-significant.

Figure 3: Cytokines profile of patients with infection, sepsis or septic shock over 14
days: G-CSF (A), IL-6 (B), IL-8 (C) and IL-10 (D) concentrations (pg/mL) in plasma of
control, infection, sepsis or septic shock patients, at DO, D3, D7 and D14. Increase at DO of
cytokines concentrations in patients compared to healthy subjects. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ns =

non-significant.

Figure 4: Kinetics of M and PMN-MDSC are different during sepsis: A) M-MDSC
percentages were significantly increased in peripheral blood of patients with infection (n=16),
sepsis (n=21) and septic shock (n=20) when compared with healthy controls at all time-points.
B) PMN-MDSC percentages were significantly increased in peripheral blood of patients with
septic shock at DO. Red, green and blue dots point on patients that were discharged before
Day-3, Day-7 and Day-14 respectively. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001, **** p< 0,0001, ns =

non-significant.
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Figure 5: PD-L1 expression was increased on PMN-MDSCs from patients with sepsis
and septic shock: When compared to control (n=13), PD-L1 expression was unchanged on
A) M-MDSC, but was significantly increased on B) PMN-MDSC in peripheral blood of
patients with sepsis (n=21) and septic shock patients (n=20). C) PD-L1 expression on M-
MDSC and D) PMN-MDSC in bone marrow after 4 days of cultured with or without G-CSF
or IL-6. (n=7). Red, green and blue dots point on patients that were discharged before Day-3,
Day-7 and Day-14 respectively. *p<0,05 ; ns =non-significant ; Geo-Mean : Geometric mean.

Figure 6: High levels of peripheral blood PMN-MDSCs were associated with prolonged
hospitalization. Cumulative incidence curves of A) M-MDSCs and B) PMN-MDSCs were
established according to cell circulating levels. Red and blue curves correspond to patients
with levels of M or PMN-MDSCs above or below the third quartile. Dashed lines indicate the
95% confidence interval. Inserts show the decomposition of blue curves between patients with
cell levels below the first quartile (blue) and in between the first and the third quartile (green).

Log-rank p-values are given on the top left of each graph
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 2
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Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 5
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Supplemental Figure 1: Flow cytometry gating Strategy: a) FSC / SSC gating ; b)

CD45 cells ; ¢) Isolation of lymphocytes CD33 ; d) PD-L1 expression on lymphocytes ; e)
CD11b /CD33 ; f) Activated monocytes CD14 /CDI6 and monocytes CD14 ' / CDI16 ;g
and h) CD14 CD16 HLA-DR , M-MDSC and PD-L1 expression on M-MDSC in an healthy
subject ; i and j) CD14 CD16 HLA-DR , M-MDSC and PD-L1 expression on M-MDSC in a
septic shock patient at DO; k) Lin HLA-DR ; 1) Total granulocytes CD33dim; m) Mature

granulocytes CD16 and immature granulocytes CD1610W/_; n and o) CD33dim CDllbdim,
PMN-MDSC and PD-L1 expression on PMN-MDSC, in an healthy subject ; p and q)

CD33dim CDllbdim, PMN-MDSC and PD-L1 expression on PMN-MDSC, in a septic shock
patient at DO.

Supplemental Figure 2: purified PMN-MDSC and M-MDSC were able to inhibit T cells
in vitro: expression of CD3( subunit of the TCR complex (CD247) on CD3+ T cells were
measured after 4 days of co-cultured with HLA-DR'®" Lin" CD33* CD14" or Lin" CD334™
CD14  CD11b* CD16 with a ratio of 2 MDSC for 1 T cell or 0,5 MDSC for 1 T cell. Controls
are T cells were stimulated with CD2/CD3/CD28 beads. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

Supplemental Figure 3: Percentages of monocytes (A), total granulocytes (B), immatures

(C) and matures (D) granulocytes, in patients with infection, sepsis or septic shock,
compared to control. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns = non-

significant.

Supplemental Figure 4: PD-L1 expression on monocytes (A), total granulocytes (B),

immatures (C) and matures (D) granulocytes, in patients with infection, sepsis or septic

shock, compared to control. * p<0,05; ***p<0.001; ns = non-significant.
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Supplemental Figure 5: G-CSF tended to increase levels of PD-L1 expression on PMN-
MDSC. Ratio paired t-test (p=0,0402).
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Chapitre Il. Evaluation de l'immunodépression chez les

patients septiques

I.1. Introduction

Comme nous l'avons décrit en introduction, lors du sepsis divers bouleversements
immunologiques se produisent, conduisant en une immunosuppression générale du patient.
Il est possible d’observer une apoptose importante des Ly, la diminution de leurs fonctions
effectrices, une diminution du marqueur HLA-DR a la surface des monocytes traduisant
d’une baisse de leur capacité a présenter |'antigene (Hotchkiss et al., 2013). Ces évenements
conduisent en un affaiblissement de I'immunité. La réactivation de virus latent est un

évenement fréquent qui peut se manifester lorsque le systéme immunitaire est affaibli.

Peu de données existent a ce jour concernant la réactivation virale au cours du
sepsis. Néanmoins, Walton et son équipe ont recherché I’ADN viral dans le sang de patients
septiques et ont montré une augmentation du taux de différents ADN viraux, lorsqu’ils les
ont comparé a des sujets sains (Walton et al., 2014). Différents virus ont été étudiés au cours
de ce travail : le Torque Teno Virus (TTV), le Cytomégalovirus (CMV), le Virus d’Epstein-Barr

(EBV) et le Virus Herpés Simplex (HSV).

Le TTV constitue un bon candidat quant au suivi du statut immunitaire du patient, et
a déja été étudié dans le cadre de transplantations d’organes. Différentes études montrent
une relation entre la profondeur de I'immunosuppression et la charge virale en TTV (Focosi
et al., 2015; Maggi et al., 2011; Shibayama et al., 2001). Il a donc été proposé d’utiliser la

charge virale du TTV comme biomarqueur de I'immunocompétence des patients.

Suite aux résultats obtenus montrant une augmentation significative de la quantité
de M-MDSC et de PMN-MDSC dans le sang des patients septiques, nous avons souhaité

préciser I'impact des MDSC sur la charge virale du TTV au cours du sepsis

L’objectif de ce travail, constituant également une partie de mon travail de these, est

de corréler la fréquence des populations de MDSC présentent chez les patients, avec leurs
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résultats cliniques. Nous étudierons donc l'immunosuppression et notamment la

réactivation du Torque Teno Virus.

11.2. Matériel et méthode

11.2.1. Extraction de ’ADN viral

L’ADN viral est extrait soit :

- a partir du plasma des patients, prélevés aprés centrifugation du sang total, et

conservés en aliquotes de 250pL a -80°C

- soit a partir des leucocytes totaux, obtenus aprés lyse des globules rouges a
I'aide du Red Blood Cell Lysis Buffer (BioLegend). Ces échantillons sont conservés a -80°C en

culots secs de 2,5.10° cellules, et sont resuspendus dans 200uL PBS pour I’extraction.

L’ADN viral est extrait grace au kit SaMag Viral Nucleic Acid Extraction Kit (Sacace
Biotechnologies) selon le protocole du fabricant. Ce kit est adapté pour I'extraction d’acides
nucléiques viraux (ADN ou ARN), a partir d’échantillons biologiques humains, tels que 'urine,

le plasma, et autre liquide biologique dépourvu de cellules.

L’extraction est réalisée sur un automate SaMag-12 (Sacace Biotechnologies), et
consiste en une succession d’étapes de lyse, de fixation, de lavages et d’élution, telles que

présentées dans la figure ci-dessous (Figure 19):

Ajout du Ajout de la Ajout des

tampon protéinase billes

de lyse K magnétiques
Séparation Lavages Elution
magnétique

Echantillon g _q
des acides
nucléiques Purification
{1
(& 3 ap
W » 2 :
~ N ~

Figure 19 : Protocole d’extraction des acides nucléiques grdce au kit SaMag Viral

Nucleic Acid Extraction Kit (Sacace Biotechnologies).
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11.2.2. PCR en temps réel (qPCR) et analyses des résultats

Les charges virales du TTV sont ensuite évaluées par PCR en temps réel (qPCR)
utilisant un kit de détection et de quantification en temps réel de chez Argene (Biomérieux):
la trousse TTV R-gene® (Research Use Only). Le kit TTV R-gene® est capable de détecter et
guantifier le génome du TTV humain, dans des échantillons de plasma et de sang. La taille de
I’'amplicon est de 128 paires de bases et est située dans la région 5’ -UTR. La gamme servant
a quantifier le génome du TTV est réalisée a I'aide de 4 standards fournis dans le kit et dont
les concentrations vont de 5 copies/uL a 5 000 copies/uL (soit 0,7 logio a 3,7 logio copies/uL).
La limite de détection du TTV dans le plasma est de 167 copies/mL, et de 146 copies/mL
dans le sang total (soit environ 2,20 logio copies/mL). La limite haute de détection est de

22,4.10° copies/mL (7,35 logio de copies/mL).

La gPCR est réalisée grace au CFX96-BioRad System. Les résultats sont exprimés en

copies/mL d’échantillon et sont validés a I'aide de différents controles :

- un contréle de sensitivité de la PCR correspondant a un échantillon contenant

1 copie/uL du génome du TTV,

- un controle d’extraction ajouté a I’échantillon de plasma avant le début de

I’extraction des ADN viraux.

L'interprétation des résultats est réalisée a I'aide du logiciel CFX Manager.

11.2.3. Analyses statistiques
Les corrélations entre la charge virale de TTV et la quantité de MDSC dans le sang des
patients sont réalisées grace a GraphPad Prism, et la significativité statistique est déterminée
par le calcul d’une régression linéaire avec un intervalle de confiance de 95%. Les
corrélations entre la charge virale de TTV et les nombres absolus de lymphocytes et de

monocytes sont réalisées de la méme facon.
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I1.3. Résultats

11.3.1. Etude de la réactivation virale au cours du sepsis
Au total, sur les 57 patients inclus dans I'étude, la charge virale du TTV a été

guantifiée dans 39 plasmas et 37 culots leucocytaires.

Parmi les 39 plasmas testés, seuls 17 échantillons se sont révélés positifs pour le TTV
au jour 0 (jour d’hospitalisation des patients). Au sein de ces 17 échantillons, nous avons
remarqué un trés faible nombre de patients positifs pour le TTV, dans le groupe choc
septique. En effet, seulement 2 patients (sur 14 testés) ont une charge virale quantifiable
dans le plasma. 9 plasmas du groupe sepsis (sur 13 testés) et 6 plasmas du groupe infection

(sur 12 testés) se sont révélés positifs pour le TTV.

Parmi les 36 culots cellulaires testés, 25 échantillons se sont révélés positifs pour le
TTV au jour 0. Au sein de ces 25 échantillons, 6 patients du groupe infection (sur 9 testés), 11
patients du groupe sepsis (sur 13 testés) et 8 patients du groupe choc septique (sur 14

testés), ont une charge virale de TTV quantifiable dans leurs leucocytes.

Un groupe contrble a été réalisé, constitué de 6 volontaires sains dont 4 se sont

révélés positifs pour le TTV dans les culots de leucocytes.

Le tableau suivant (Tableau 5) récapitule le nombre d’échantillons testés et le
nombre d’échantillons positifs pour le TTV au jour 0, pour chaque groupe de patients ou de

controles:

Tableau 5 : Tableau récapitulatif du nombre d’échantillons testés et du nombre

d’échantillons positifs pour le TTV au jour 0, pour chaque groupe de patients ou de contréles:

Choc

Infection Sepsis . Total Controles
septique
Nombre de plasma testés 12 13 14 39 0
Nombre de plasma positifs pour
le TTV 6 9 2 17 0
Nombre de culotf leucocytaires 9 13 14 36 6
testés
Nombre de culots leucocytaires
. 6 11 8 25 4
positifs pour le TTV
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Figure 20 : Suivi de la charge virale du TTV a différents temps, chez des patients du
groupe infection (n=6), sepsis (n=11) et choc septique (n=8), comparés a des sujets sains
(n=4). Les graphes représentent la charge virale en log de 10 copies par millilitre

d’échantillons, avec la moyenne + écart-type, et la significativité statistique a été déterminée

par le test de Student (*p<0,05).

Nous avons quantifié par qPCR, la charge virale du TTV a différents temps, chez des
patients des groupes infection, sepsis et choc septique (Figure 20). Nous avons tout d’abord
observé que la charge virale chez les volontaires sains fluctue peu au cours du temps. Au
jour 0 la charge virale du TTV a une moyenne de 3.44 logio copies/mL (soit 2789 copies/mL
(£ 2289)). Elle est de 3,5 logio copies/mL au jour 3, 3,7 logio copies/mL au jour 7, et 3,53 logio
copies/mL au jour 14 (3207, 2397et 3363 copies/mL, respectivement).

Nous avons observé dans les leucocytes au jour 0, une augmentation non significative
de la charge virale chez les patients comparés aux controles. Au jour 0, la moyenne de la
charge virale du TTV est de 3,80 logio copies/mL pour le groupe infection, 4,09 logio

copies/mL pour le groupe sepsis, et 3,68 logio copies/mL pour le groupe choc septique.

Au jour 3, nous observons une forte augmentation de la charge virale chez les
patients des groupes infections et sepsis (en moyenne 4,43 logio et 4,45 logio copies/mL).
Comparée au jour 0, la charge virale est multipliée par 4 chez les infections et par 2 chez les

sepsis. Au jour 3, la charge virale du TTV est significativement plus élevée chez les patients
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des groupes infections et sepsis, comparés aux patients du groupe choc septique (3,2 logio

copies/mL).

Aux jours 7 et 14, nous avons observé une diminution progressive de la charge virale
chez les patients du groupe sepsis (3,97 logio copies/mL a jour 7 et 2,35 logio copies/mL a
jour 14). La charge virale des patients en choc septique est également diminuée aux jours 7
et 14 comparés au jour 3 (2,18 logio copies/mL a jour 7 et 2,67 logio copies/mL a jour 14).
Aucune donnée n’est disponible pour le groupe infection, les patients étant sortis de
I’"hopital.

Le sepsis a donc un impact sur la charge virale du TTV, puisque celle-ci est augmentée

des les premiers jours d’hospitalisation des patients, lorsque nous les comparons aux

volontaires sains.

Sepsis
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6 Plasma
|
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@
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Days

Figure 21 : Suivi de la charge virale du TTV dans le plasma (n=9) et les leucocytes
totaux (n=11) au cours de I’hospitalisation de patients du groupe sepsis. Les graphes

représentent la charge virale en log de 10 copies par millilitre d’échantillons, avec la

moyenne + écart-type.

Dans la Figure 21 : Suivi de la charge virale du TTV dans le plasma (n=9) et les
leucocytes totaux (n=11) au cours de I'hospitalisation de patients du groupe sepsis, nous

comparons les charges virales du TTV retrouvées dans le plasma et dans les leucocytes
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totaux des patients du groupe sepsis. Comme décrit précédemment, la charge virale du TTV
dans les leucocytes tend a diminuer au cours du temps puisqu’elle est de 4,09 logio
copies/mL au jour 0 et de 2,35 logio copies/mL au jour 14. En revanche, si nous considérons
la charge virale dans le plasma, nous observons que celle-ci est diminuée au jour 3 comparé
au jour 0, mais est significativement augmentée au jour 7. En effet, la charge virale du TTV

est de 3,97 logio copies/mL au jour 0, de 3,23 logio copies/mL au jour 3, et de 4,56 logio au

jour 7.
11.3.2. Corrélations entre la charge virale du TTV et le statut immunitaire
TTV/ M-MDSC TTV/ PMN-MDSC
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Figure 22 : Corrélation entre la charge virale au jour O du TTV et le nombre absolu de
M-MDSC (a gauche) et de PMIN-MDSC (a droite), chez les patients (infections, sepsis et choc
septiques confondus). Les graphes représentent la charge virale en log de 10 copies par
millilitre d’échantillons sur le nombre absolu de cellules en Giga par litre, et la significativité

statistique a été déterminée par régression linéaire.

Nous avons ensuite voulu mettre en relation la charge virale du TTV avec le nombre
absolu de MDSC présentes dans le sang des patients, quelle que soit la gravité (Figure 22).
Nous n’avons observé aucune corrélation significative au jour 0 entre la charge virale du TTV

et le nombre absolu de PMN-MDSC (p=0,7270). Aucune corrélation significative n’a été mise
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en évidence non plus, entre la charge virale du TTV et le nombre absolu de M-MDSC

(p=0,7561). Nous avons également testé ces mémes parametres aux jours 3 et 7, aucune

corrélation n’a été démontrée.
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Figure 23 : Corrélation entre les charges virales a jour 0 du TTV et le compte
lymphocytaire (0 gauche) ou le compte monocytaire (a droite). Les graphes représentent la
charge virale en log de 10 copies par millilitre d’échantillons sur le nombre absolu de cellules

en Giga par litre, et la significativité statistique a été déterminée par régression linéaire.

Nous avons ensuite voulu tester s’il existait une corrélation entre la charge virale du
TTV et les nombres absolus de lymphocytes et de monocytes (Figure 23). Aucune corrélation
significative n’a été mise en évidence entre la charge virale et le compte lymphocytaire (p=
0,44), cependant nous avons observé une tendance entre ces deux parametres. |l semblerait
en effet, que la charge virale du TTV augmente avec le nombre de lymphocytes. De la méme

facon, aucune corrélation significative n’a été montrée entre la charge virale et le nombre

absolu de monocytes (p=0,32).
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I1.4. Discussion et perspectives

Au cours de mon projet de these, nous avons mis en évidence une augmentation
significative de la fréquence de MDSC dans le sang au cours d’un sepsis. Nous avons ensuite
logiquement voulu connaitre I'impact de la présence de ces cellules sur le devenir du

patient, et notamment sur son statut immunitaire.

Tout d’abord, et en nous inspirant des travaux de Walton et de ses collaborateurs,
nous nous sommes intéressés au suivi de la charge virale du TTV chez les patients (Walton et
al., 2014). Dans son étude, Walton recherche le TTV dans le plasma, nous avons donc

commencé par tester les échantillons de plasma de nos patients.

De fagon surprenante, nous avons observé que le TTV n’a été détecté dans le plasma
que chez moins de la moitié des patients testés (17 positifs sur 39 testés, soit 43,6%). Par
ailleurs, seuls deux patients du groupe choc septique se sont révélés positifs. Au vu, de ce
faible nombre de données, nous n’avons pas pu réaliser d’analyses statistiques
satisfaisantes, nous permettant de conclure sur la charge virale du TTV dans le plasma. Dans
la littérature, la prévalence en Europe de I'Ouest du TTV dans le plasma est peu
documentée, mais il semblerait que le TTV ait une prévalence de I'ordre de 70 a 80% chez les
patients receveurs d’organes (Gorzer et al., 2014; Simonetta et al., 2017). Les patients inclus
dans notre étude ont donc une prévalence inférieure, et nous pouvons soulever la question
de I'impact du sepsis, sur la détection du TTV. Dans I'étude de Walton et de son équipe, le
génome du TTV dans le plasma est détecté chez 179 patients septiques sur 231 testés, soit
une prévalence de 77,5% (Walton et al., 2014). En prenant en compte la prévalence chez les
sujets contréles testés dans cette étude, qui est de I'ordre de 60%, il semblerait qu’au cours

du sepsis, la charge virale du TTV augmente.

Nous avons également observé dans notre étude que chez les patients positifs, la
charge virale quantifiée est faible dans le plasma (3,71 logio copies/mL dans le plasma a jour
0 contre 4,73 logio copies/mL dans les leucocytes). Dans I’étude de Walton, la charge virale
dans le plasma chez les patients septiques est de 64000 copies/mL (4,81 logio copies/mL),
soit 12 fois plus que dans nos échantillons (Walton et al., 2014). Nous pouvons alors soulever
la question de la qualité des échantillons de plasma utilisés, qui ont en effet été prélevés et
congelés plusieurs heures aprés le prélevement (en moyenne 5 heures). Il est donc possible

qgue le TTV soit un organisme fragile a tout changement environnemental, expliquant aussi la
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difficulté de mise en culture in vitro de ce virus. Par ailleurs, nous pouvons aussi prendre en
compte la différence de technique utilisée : la PCR quantitative réalisée dans |’étude de
Walton cible la région ORF1, également utilisée par Maggi, alors que le kit TTV R-gene® cible
la région UTR (Maggi et al., 2003). Par conséquent, il est difficile de comparer nos études, en
sachant qu’il est possible que certains génotypes soient mieux détectés en ciblant la région

UTR que la région ORF1 ou inversement.

Dans les leucocytes, nous observons que chez les patients les plus graves (groupe
choc septique), la charge virale du TTV est faiblement détectée, ce qui rejoint les résultats
des échantillons de plasma. Dans la littérature, le sang total et le plasma sont les types
d’échantillons utilisés pour la détection et la quantification du TTV. Walton et son équipe ont
utilisé ces deux sortes d’échantillons, et ont observé une augmentation significative de la
charge virale du TTV dans le sang total chez les patients septiques comparés aux sujets
contréles (3,65.10° contre 63618 copies/mL) (Walton et al., 2014). Comme dans notre étude,
Walton et al. ont observé que la charge virale est plus élevée dans le sang total que dans le

plasma, aussi bien chez les patients que chez les volontaires sains.

Nous avons également montré une augmentation de la charge virale du TTV au jour 0
chez les patients, comparés aux contréles. La charge virale est encore plus élevée au jour 3,
uniguement chez les patients des groupes infections et sepsis, et suit donc la méme
cinétique que I'inflammation. Ces résultats indiquent tout d’abord que le TTV se réplique des
les premiéres heures aprés une infection, pour atteindre un pic de charge virale au jour
3. Nous pouvons imaginer que l'inflammation causée par I'infection, qu’elle soit locale ou
générale, induit une réplication du TTV. L’étude de Zheng et ses collégues, ont montré que la
protéine ORF2 produite par le TTV était capable d’inhiber NF-kB, modulant ainsi I'immunité
(Zheng et al., 2007). Nous pouvons alors penser que le TTV joue un réle dans la régulation de
I'inflammation dans les premiers jours du sepsis. Cependant, nous observons une diminution
continue de la charge virale du TTV dans les leucocytes des patients en chocs septiques.
Cette cinétique, totalement différente de celles des groupes sepsis et infection, est
difficilement interprétable du fait du biais induit par la lymphopénie importante des patients

en chocs septiques.

La charge virale du TTV étant augmentée chez les patients septiques de notre étude,

il était alors intéressant de vérifier s’il existait une corrélation entre la fréquence de MDSC

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 135

(@) BY-NC-ND | mEl



dans le sang et la charge virale. Nous avions imaginé qu’une forte présence de MDSC pouvait
étre assimilée a une charge virale plus importante, du fait que ces cellules contribuent a
I'immunosuppression, via l'inhibition des Lr. Contrairement a nos attentes, aucune relation

n’a été trouvée entre les deux parametres.

Pour approfondir I’étude sur la réactivation virale, nous avons étudié la relation entre
la charge virale et les nombres absolus de lymphocytes et de monocytes. Les Ly étant le lieu
admis de réplication du TTV, il était d’autant plus intéressant de vérifier I'existence d’'une
relation entre ces parameétres (Focosi et al., 2015). Contrairement a nos attentes, nous
n’avons observé aucune relation entre la charge virale et le nombre de lymphocytes. De la
méme facon, la charge virale du TTV et le nombre de monocytes circulants ne sont pas non

plus corrélés.

La charge virale du TTV semble étre un outil informatif sur I'inflammation et
I'immunosuppression du sepsis, mais a ce jour nous ne savons pas encore l'interpréter. En

cause, le manque d’informations sur sa réplication et sa physiopathologie.

Notre étude souléve aussi plusieurs questions. Le TTV est-il un vrai marqueur de
gravité dans le sepsis ? La charge virale du virus est-elle liée a I'immunosuppression du
sepsis ? Nous avons pu observer une différence de cinétique de la charge virale entre les
groupes de patients, il est donc possible que le TTV réponde différemment a la sévérité du
sepsis. A ce moment nous pouvons demander quel est le moment le plus informatif ou I'on
doit analyser la charge virale ? En effet il est probable que la quantification entre le jour O et
le jour 7 soit trop précoce pour observer un impact du sepsis sur la charge virale, quand on
sait que les études en transplantations d’organe sont réalisées sur 80 jours post

transplantations (Kulifaj et al., 2018).

Pour répondre a certaines de ces questions, il serait intéressant d’étudier ’ARNm du
TTV qui nous informerait sur la réplication du virus. Nous pouvons également imaginer
réaliser une étude du virome chez nos patients, dans le but d’explorer le comportement
d’autres virus, tels que I'EBV, I’'HHV-6 ou le CMV. Enfin, nous pouvons aussi regarder en
détail les différents génotypes connus du TTV ; nous pouvons en effet penser que certains

génotypes peuvent s’expandre au détriment d’autres au cours du sepsis.
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Chapitre lll. Evaluation de limpact du G-CSF sur les
populations myéloides, chez des donneurs de cellules

souches hématopoiétiques

l1l.1. Introduction

Parallelement a notre étude du réle des MDSC dans le sepsis, et de leurs impacts
dans I'immunosuppression de cette pathologie, nous avons souhaité nous intéresser a ces

cellules dans un autre contexte.

Dans le cadre de troubles hématologiques tels que la leucémie ou le lymphome, la
greffe de moelle osseuse ou la greffe de CSH sont des approches thérapeutiques qui peuvent
étre proposées au patient. Dans le cadre d’une greffe de CSH, un traitement par G-CSF est
prescrit au donneur. Un tel traitement induit chez le donneur la production de CSH en
grande quantité, et la mobilisation de ces cellules dans le sang, qui pourront alors étre
prélevées par la technique d’aphérese (Deotare et al., 2015, Tay et al., 2017). Cette
technique permet de prélever certains composants sanguins, ici les CSH, par circulation
extracorporelle du sang. Parmi ces CSH, la moelle va relarguer des MDSC qui seront donc
présentes dans le greffon. Luyckx et ses collegues ont montré l'effet du G-CSF sur la
mobilisation au niveau périphérique de MDSC. Les pourcentages de PMN-MDSC (Lin~ HLA-
DR CD11b* CD15) et de M-MDSC (Lin- HLA-DR" CD11b* CD15*) sont significativement

augmentés dans le sang des donneurs traités au G-CSF (Luyckx et al., 2012).

Suite a une greffe de CSH ou de moelle osseuse, le receveur peut subir un conflit
immunologique entre les cellules du donneur et celles du receveur donnant lieu a une
maladie du greffon contre I'h6te (GvHD). Au cours de cette complication, les cellules
immunocompétentes du greffon vont cibler les tissus de I’"h6te conduisant a des |ésions

tissulaires séveres.

En connaissant le r6le immuno-modulateur des MDSC, leurs impacts dans les greffes
de CSH et surtout dans la GvHD sont un élément clé qui est étudié depuis plusieurs années
(Lv et al., 2015, Vendramin et al., 2014). Dans ces études, il est montré que la fréquence de
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MDSC présente dans le greffon prédit le risque gu’a le patient, de développer une GvHD. Les
mécanismes utilisés par les MDSC pour contrebalancer le risque de GvHD sont a ce jour peu
étudiés chez 'homme. L'expression de PD-L1 par les MDSC peut étre un parametre entrant

en jeu dans le caractere immunomodulatoire des MDSC.

L'objectif de ce travail a dont été dans un premier d’étudier I'effet du G-CSF sur
toutes les populations myéloides, a savoir les populations de la lignée monocytaire et les
populations de la lignée granulocytaire. Dans un second, I'expression de PD-L1 a été évaluée
sur ces populations, dans le but de comprendre I'effet protecteur des MDSC présentes dans
le greffon, contre la GvHD. Ces connaissances permettront a terme de moduler le contenu
du greffon afin que le patient puisse bénéficier du meilleur effet GvL sans risquer de

développer une GvHD.

I1l.2. Matériel et méthodes

111.2.1. Patients, échantillons et données cliniques

Au cours d’une période de 20 mois, 106 donneurs d’allogreffes ont été recrutés. Les
donneurs sont sélectionnés a I'Etablissement Francais du Sang (EFS) de Bordeaux, ainsi qu’au
Centre Hospitalier Universitaire Dupuytren de Limoges. Les critéres d’exclusion sont les
mémes que ceux de l'allogreffe, c’est-a-dire un age compris entre 18 et 60 ans, toutes
contre-indications médicales, et la nécessité du consentement du donneur. Les reliquats des
prélévements sanguins avant et apres traitement au G-CSF, utilisés pour réaliser une
Numération Formule Sanguine (NFS), sont collectés. De la méme facgon, les reliquats des

préléevements de moelle osseuse et des produits d’aphéreses sont recueillis.

Au total, nous avons inclus 17 échantillons de donneurs avant traitement au G-CSF,
27 échantillons de donneurs traités au G-CSF, 12 moelles osseuses, et 50 produits

d’aphérese.
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111.2.2. Cytométrie en flux
Les immunomarquages sont réalisés sur 2.10° cellules ou sur un maximum de 300puL
d’échantillon et sont incubés 20 minutes a température ambiante avec des anticorps couplés
a des fluorochromes, permettant une analyse en cytométrie en flux a huit couleurs. Les
anticorps utilisés pour I'immunomarquage des populations myéloides sont listés dans le

tableau suivant (Tableau 6):

Tableau 6 : Liste des différents anticorps utilisés :

Anticorps - Clone Volume par test
Fluorochrome
CD3 - FITC UCHT1 2,5 uL
Cocktail CD19—FITC HIB19 2,5 uL
Lineage CD20 - FITC 2H7 2,5 uL
CD56 - FITC HCD56 2,5 uL
CD123 - FITC 6H6 2,5 uL
HLA-DR - PE L243 5uL
CD14 - PE-CF594 M®P9 5uL
CD33 - PE-Cy7 P67.6 2,5 uL
CD274 (PD-L1) - APC 29E.2A3 2,5 uL
CD11b - APC-Cy7 ICRF44 2,5 uL
CD16 — BV450 3G8 5uL
CD45 - AmCyan 2D1 5uL

La lyse des globules rouges est réalisée avec du Red Blood Cell Lysis Buffer
(BioLegend) ou de la Versalyse (Beckman). Enfin, I'acquisition est effectuée sur un
cytometre en flux Navios (Beckman), au laboratoire du Centre Hospitalier Universitaire
Dupuytren en utilisant les controles qualité de ce laboratoire. Le retraitement des résultats
est réalisé grace au logiciel Kaluza (Beckman) et la stratégie de fenétrage est décrite dans la

Figure 24. Cette analyse permet d’identifier 'ensemble des populations lymphocytaires (Lr,
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Ls) les populations de la lignée myéloide (monocytes et M-MDSC) ainsi que les populations
de la lignée granuleuse (granulocytes immatures, granulocytes matures, PMN-MDSC). Sur

chacune des populations identifiées, I'expression de PD-L1 est évaluée.
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Figure 24 : Stratégie de fenétrage utilisée : a) Fenétre générale sur le FSC / SSC; b)
Cellules CD45*; c) Isolation des lymphocytes CD33 ; d) Expression de PD-L1 par les
lymphocytes ; e) CD11b* / CD33* ; f) Monocytes activés CD14* / CD16* et monocytes CD14* /
CD16 ; g) Monocytes HLA-DR ; h) CD14* CD16 HL -DR, M-MDSC ; i) Expression de PD-L1 par
les M-MDSC ; j) Lin" HLA-DR" ; k) Granulocytes totaux CD33%™ ; ) Granulocytes matures CD16*
et granulocytes immatures CD16™/-; m) CD33%™ CD11b%™, PMN-MDSC ; n) Expression de PD-
L1 par les PMIN-MDSC.
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I1l.3. Résultats

Nos expériences ont consisté a évaluer l'effet du G-CSF sur les différentes
populations myéloides et sur leur expression de PD-L1. Pour cela, divers échantillons de
donneurs de CSH ont été analysés : le sang des donneurs avant et aprés traitement au G-CSF,

et deux types de greffon : les produits d’aphérese, les moelles osseuses.

111.3.1. Effet du G-CSF sur les populations myéloides dans le sang périphérique
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Figure 25: Effet du G-CSF sur les nombres absolus de cellules des lignées
monocytaires (en haut) et granulocytaires (en bas) dans le sang, chez des donneurs de CSH
avant (n=17) et aprés traitement au G-CSF (n=27). Les graphes représentent le nombre
absolu de cellules en Giga par litre d’échantillon, avec la moyenne + écart-type, et la

significativité statistique a été déterminée par le test de Student (****p<0,0001).
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Figure 26 : Effet du G-CSF sur les pourcentages de cellules les lignées monocytaires
(en haut) et granulocytaires (en bas) dans le sang, chez des donneurs de CSH avant (n=17) et
apreés traitement au G-CSF (n=27). Les graphes représentent le pourcentage de cellules parmi
les leucocytes CD45* dans I'échantillon, avec la moyenne * écart-type, et la significativité
statistique a été déterminée par le test de Student (****p<0,0001; *p<0,05; ns: non

significatif).

Par immunomarquage des cellules myéloides présentes dans le sang, nous avons
déterminé le nombre absolu des populations monocytaires et granulocytaires avant et apres
traitement au G-CSF. Nous avons observé une augmentation trés significative de toutes les
populations présentes dans le sang (Figure 25). Le nombre de monocytes totaux est
significativement augmenté, puisque la moyenne est de 0,61G/L avant traitement et de
2,55G/L apres G-CSF. Par ailleurs, toutes les sous-populations de monocytes sont nettement
augmentées par le G-CSF : les monocytes CD16* (activés) (0,05G/L avant G-CSF et 0,38G/L
apres G-CSF), les monocytes HLA-DR* (0,59G/L avant G-CSF et 1,82G/L aprés G-CSF) et les M-
MDSC (0,013G/L avant G-CSF et 0,57G/L aprés G-CSF). De la méme facon, toutes les
populations granulocytaires sont affectées par le G-CSF, puisque le nombre de granulocytes
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matures, granulocytes immatures et PMN-MDSC sont significativement augmentés
(granulocytes matures: 3,60G/L avant G-CSF et 28,10G/L aprés G-CSF; granulocytes
immatures : 0,035G/L avant G-CSF et 4,41G/L aprés G-CSF ; PMN-MDSC : 0,003G/L avant G-
CSF et 0,61 apres G-CSF).

En revanche, si nous considérons le pourcentage de ces mémes populations dans le
sang, nous n’observons que seules les fréquences des monocytes CD16* et des M-MDSC sont
augmentées apres un traitement au G-CSF (monocytes CD16* : 0,69% et 0,97% ; M-MDSC :
0,17% et 1,57%, avant et apres G-CSF respectivement) (Figure 26). La fréquence des
monocytes est quant a elle semblable que ce soit avant ou aprés traitement au G-CSF (6,65%
et 8,07%, respectivement). En ce qui concerne les populations granulocytaires, les
pourcentages sont significativement augmentés dans le sang aprés traitement au G-CSF,
pour toutes les populations étudiées (granulocytes: 48,17% et 79,6%; granulocytes
matures : 46,23% et 68,39% ; granulocytes immatures : 0,5% et 10,75% ; PMN-MDSC : 0,04%

et 1,47%, dans le sang avant et apres G-CSF, respectivement).

Le G-CSF permet donc de mobiliser vers le sang toutes les populations myéloides, y
compris les MDSC. Les fréquences et nombres absolus de M-MDSC et PMN-MDSC sont

augmentés dans le sang suite a un traitement par G-CSF.
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Figure 27 : Comparaison de la fréquence des populations monocytaires (en haut) et
granulocytaires (en bas) dans deux types de greffons : la moelle osseuse (BM) (n=12) et le
produit d’aphérése obtenu suite a un traitement par G-CSF (PSC) (n=50). Les graphes
représentent le pourcentage parmi les leucocytes CD45* de chaque population dans les
échantillons, avec la moyenne + écart-type, et la significativité statistique a été déterminée

par le test de Student (****p<0,0001 ; ns : non significatif).

Afin d’étudier la richesse des greffons, nous avons comparé la composition en
populations monocytaires et granulocytaires présentes dans la moelle osseuse (BM) et le

produit d’aphérése (PSC), obtenu aprés un traitement au G-CSF.

Nous avons observé que les pourcentages des populations monocytaires dans le
produit d’aphérese est tres significativement supérieur aux pourcentages présents dans la
moelle osseuse (Figure 27). Le traitement par G-CSF permet, comme nous |'avons vu
précédemment, de mobiliser les monocytes dans le sang, qui sont ensuite concentrés grace

a l'aphérése (5,82% dans la moelle osseuse et 27,83% dans le produit d’aphérese). De
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méme, toutes les populations monocytaires sont significativement plus fréquentes dans le
produit d’aphérése que dans la moelle osseuse : les monocytes CD16* (activés) représentent
0,47% dans la moelle osseuse et 5,16% dans le produit d’aphérese, les monocytes HLA-DR*
représentent 4,98% dans la moelle osseuse contre 16,39% dans le produit d’aphérése, et
enfin les M-MDSC représentent 0,30% dans la moelle osseuse et 9,94% dans le produit

d’aphérese.

En observant les granulocytes, nous notons une diminution significative du
pourcentage de granulocytes totaux dans le produit d’aphérése par rapport a la moelle
osseuse (59,04% dans la moelle osseuse contre 26,41% dans le produit d’aphérése). Cette
observation est également vraie si nous différencions les granulocytes matures (17,96% dans
la moelle osseuse contre 5,48% dans le produit d’aphérése) des granulocytes immatures
(39,74% dans la moelle osseuse contre 20,26% dans le produit d’aphérése). En revanche,
nous observons que la fréquence de PMN-MDSC présentes dans la moelle osseuse est

comparable a celle présente dans le produit d’aphérése (6,09% et 5,21% respectivement).

Les deux types de greffon different en termes de composition en populations
myéloides, puisque le produit d’aphérése est nettement plus riche en populations
monocytaires que la moelle osseuse. Cependant, cette derniére est plus riche en populations

granulocytaires comparée au produit d’aphérese.
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granulocytaires (en bas) dans les différents types d’échantillons analysés : la moelle osseuse

(BM) (n=12), le sang avant (PB) (n=17) et aprés (PB+G-CSF) (n=27) traitement au G-CSF, et

enfin le produit d’aphérése, obtenu aprés traitement par G-CSF (n=50). Les graphes

représentent le pourcentage parmi les CD45* de chaque population dans les échantillons,

avec la moyenne + écart-type, et la significativité statistique a été déterminée par le test de

Student (****p<0,0001 ; **p<0,01 ; *p<0,05 ; ns : non significatif).

Afin de comprendre les différences de compositions en populations myéloides entre

la moelle osseuse et le produit d’aphérese, nous avons comparé tous les types

d’échantillons, dans le but de savoir si une population est affectée plus qu’une autre par le

traitement au G-CSF (Figure 28).

Nous avons observé que le pourcentage de monocytes présent dans le sang avant

traitement au G-CSF n’est pas significativement augmenté aprés traitement (8,07% avant G-

CSF et 6,65% aprés G-CSF). Le G-CSF ne modifie donc pas le pourcentage de monocytes en

périphérie. En revanche, ce pourcentage dans le produit d’aphérése est significativement
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plus élevé que dans le sang apres traitement (27,83% contre 6,65%, respectivement). Si nous
regardons plus en détail les différentes populations monocytaires, nous observons la méme
chose pour les monocytes CD16* et les monocytes HLA-DR*. En revanche, nous observons
que la fréquence de M-MDSC présente dans la moelle osseuse n’est pas significativement
différente que celle retrouvée dans le sang avant traitement au G-CSF (0,30% dans la moelle
et 0,18% dans le sang non traité). Cependant, la fréquence de M-MDSC dans le sang aprées G-
CSF est significativement plus élevée que dans la moelle (1,57% contre 0,30%,
respectivement). Le G-CSF est donc capable d’induire des M-MDSC. Enfin, lorsque nous
comparons le sang aprées traitement au G-CSF et le produit d’aphérese, nous remarquons
que ce dernier est nettement plus riche en M-MDSC (9,94% contre 1,57% dans le sang

traité).

En ce qui concerne les populations granulocytaires, nous observons une
augmentation significative de la fréquence des granulocytes totaux dans le sang aprés
traitement au G-CSF, comparé au sang non traité ou a la moelle osseuse (80,38% dans le
sang apres G-CSF, 48,17% dans le sang avant G-CSF et 59,04% dans la moelle osseuse).
Cependant, nous pouvons voir une diminution significative du pourcentage de granulocytes
totaux aprés aphérése (80,38% dans le sang aprés G-CSF contre 26,41% dans le produit
d’aphérese). Si nous regardons en détail les différentes populations granulocytaires, nous
observons la méme chose pour les granulocytes matures. En effet, nous pouvons voir une
augmentation de leur fréquence dans le sang aprés G-CSF comparé au sang non traité et a la
moelle osseuse (68,39% contre 46,23% et 17,96%, respectivement), ainsi qu’une nette
diminution dans le produit d’aphérése comparé au sang apres traitement au G-CSF (5,48%
contre 68,39%, respectivement). En revanche, si nous considérons les granulocytes
immatures ainsi que les PMN-MDSC, nous observons que les pourcentages pour ces deux
populations sont plus élevés dans le produit d’aphérése comparé au sang aprés G-CSF

(granulocytes immatures : 20,26% contre 10,75% ; PMN-MDSC : 5,21% contre 1,47%).

Les deux types de greffon, que sont la moelle osseuse et le produit d’aphérese,
different en termes de composition en population myéloides, ceci s’explique par la
technique d’aphérese qui concentre les cellules mononucléées, éliminant les populations

granulocytaires.
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Figure 29 : Expression de PD-L1 par les populations monocytaires (en haut) et
granulocytaires (en bas), dans les différents types d’échantillons analysés : la moelle osseuse
(BM) (n=12), le sang avant (PB) (n=17) et aprés (PB+G-CSF) (n=27) traitement au G-CSF, et
enfin le produit d’aphérése, obtenu aprés traitement par G-CSF (n=50). Les graphes
représentent la moyenne d’expression de PD-L1 sur chaque population dans les échantillons,
avec la moyenne + écart-type, et la significativité statistique a été déterminée par le test de

Student (****p<0,0001 ; ***p<0,001 ; **p<0,01 ; *p<0,05 ; ns : non significatif).

Afin de comprendre I'effet protecteur contre la GvHD grace a la présence de MDSC
dans le greffon, nous nous sommes intéressés a I'expression de PD-L1 par les populations

myéloides étudiées jusque-la (Figure 29).

Nous avons observé que I'expression de PD-L1 sur les monocytes est augmentée dans
le sang apres traitement au G-CSF comparé au sang avant traitement (2,13 et 1,34
respectivement). En regardant les autres populations monocytaires en détail nous avons
remarqué que cette observation est vraie pour les monocytes HLA-DR* ainsi que pour les M-

MDSC. L’expression de PD-L1 est significativement plus forte aprés traitement au G-CSF dans
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le sang comparé au sang non traité (monocytes HLA-DR*: 2,14 et 1,35; M-MDSC : 2,06 et
1,11). Pour ces mémes populations, nous observons que I'expression de PD-L1 est
semblable, puisque non significative, entre le sang aprés G-CSF et le produit d’aphéréese
(monocytes: 2,13 et 2,03 respectivement; monocytes HLA-DR*: 2,14 et 2,06

respectivement ; M-MDSC : 2,06 et 1,96 respectivement).

Concernant les populations granulocytaires, nous avons pu voir que de la méme
facon que pour les monocytes, I'expression de PD-L1 est significativement plus forte dans le
sang aprées traitement au G-CSF comparé au sang non traité (4,03 et 1,06 respectivement).
Cette observation peut également étre faite si nous regardons en détail les granulocytes
matures et les granulocytes immatures (granulocytes matures : 4,66 dans le sang apres
traitement au G-CSF et 1,05 avant traitement au G-CSF ; granulocytes immatures : 1,56 aprés
traitement au G-CSF et 1,21 avant traitement au G-CSF). Nous observons également que
I’expression de PD-L1 est significativement diminuée dans le produit d’aphérése comparé au
sang apres G-CSF pour les granulocytes matures (4,66 dans le sang aprés G-CSF et 3,37 dans
le produit d’aphérese), alors qu’elle est augmentée pour les PMN-MDSC (1,23 dans le sang
apres G-CSF et 1,47 dans le produit d’aphérése). Enfin, nous remarquons qu’il n’y a pas de
différence significative d’expression de PD-L1 entre les deux types de greffon (granulocytes :
1,64 et 1,85; granulocytes immatures: 1,49 et 1,56 ; PMN-MDSC: 1,25 et 1,47, dans la
moelle et le produit d’aphérése, respectivement), excepté pour les granulocytes matures, ou
I’expression de PD-L1 est significativement plus forte dans le produit d’aphérése que dans la

moelle osseuse (3,37 contre 2,42 respectivement).

Le G-CSF induit I'expression de PD-L1 a la fois sur les populations monocytaires et
granulocytaires. Cependant, cette expression est globalement comparable entre les deux

types de greffon, soit la moelle osseuse et le produit d’aphéreése.

l1l.4. Discussion et perspectives

Un traitement par G-CSF induit chez un donneur, la mobilisation des CSH de la moelle

osseuse vers le sang (pour revue Tay et al., 2017).

Tout d’abord, nous avons montré que le G-CSF permet de mobiliser dans le sang

toutes les populations myéloides sans discrimination. Toutes les populations monocytaires
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et granulocytaires sont augmentées dans le sang suite a un traitement par G-CSF, et ce, quel
gue soit le stade de maturité des cellules. En effet, nous observons que le nombre absolu de
monocytes CD16* est tout aussi augmenté que celui des M-MDSC. Les nombres absolus de
granulocytes matures, de granulocytes immatures et de PMN-MDSC, sont tous affectés de
facon similaire par un traitement au G-CSF. Les MDSC sont par conséquent mobilisées dans
le sang par le G-CSF, au méme titre que les cellules souches hématopoiétiques, soutenant les
observations faites dans plusieurs études (Luyckx et al., 2012; Lv et al., 2015; Vendramin et
al., 2014). Par ailleurs, nous observons que les fréquences en M-MDSC et PMN-MDSC sont
augmentées dans le sang, suite au traitement par G-CSF. Les MDSC sont donc plus
nombreuses et plus fréquentes, signifiant que ces cellules sont mobilisées en grande
guantité et au détriment d’autres populations leucocytaires, comme nous |'avons montré

par exemple pour les monocytes (Figure 26).

Ensuite, nous avons voulu comparer les deux types de greffon, pouvant étre proposés
a un patient, dans le cadre de certains troubles hématologiques. Nous avons donc mis en
évidence que la moelle osseuse et le produit d’aphérese, obtenu aprés un traitement par G-
CSF, different en termes de composition en cellules myéloides. Le produit d’aphérése est
significativement plus riche en monocytes comparé a la moelle osseuse, y compris en M-
MDSC, qui sont a un stade plus immature. La moelle osseuse, quant a elle, est
significativement plus riche en granulocytes matures et immatures comparée au produit
d’aphérese, qui n’a cependant plus de PMN-MDSC comparé a la moelle. La technique
d’aphérese permet en effet de concentrer les cellules mononucléées. Les monocytes
mobilisés dans le sang suite a I'administration de G-CSF sont conservés, et les granulocytes,

principalement les granulocytes matures, sont éliminés.

Comme décrit dans l'article, la stimulation in vitro, de cellules de moelle osseuse
normale avec du G-CSF, montre une induction de M-MDSC. En effet, aprés 4 jours de culture
en présence de G-CSF (40ng/mL), nous avons observé une augmentation significative du
pourcentage de M-MDSC, évoquant la capacité des cellules de la moelle osseuse a induire
des M-MDSC sous l'effet du G-CSF. Cependant, au cours de ces expériences, cette cytokine

n’a pas induit de PMN-MDSC.

Concernant I’expression de PD-L1, nous avons observé que suite a un traitement par

G-CSF, ce marqueur était significativement plus exprimé dans le sang, a la fois sur les
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populations monocytaires, mais également sur les granulocytes matures. Le G-CSF n’induit
pas I'expression de PD-L1 sur les granulocytes a un stade plus immature et notamment sur
les PMIN-MDSC. Ces résultats sont contradictoires avec les observations que nous avons
faites au cours des stimulations in vitro de moelles osseuses, présentées dans I'article. En
effet, dans ces expériences, le G-CSF induit une augmentation significative de I'expression de
PD-L1 uniquement par les PMN-MDSC, puisque le G-CSF n’a ici pas d’impact sur I'expression
de ce marqueur sur les M-MDSC. Cependant, il est important de noter que I'expression de
PD-L1 a la surface des MDSC est comparable entre les échantillons de moelles osseuses et
les produits d’aphérese. Ceci signifie que malgré leurs différences de fréquence en MDSC, les
deux types de greffon sont similaires en termes d’expression de ce marqueur
d’immunosuppression. Les MDSC peuvent exercer leur activité immunosuppressive
bénéfique contre la GvHD, grace a des mécanismes autres que I'expression de PD-L1. Une
étude chez des souris traitées au G-CSF a montré que les MDSC (CD11b* Grl*) mobilisées
dans le sang pouvaient réduire la fréquence de GvHD via le mécanisme de I'IDO (Joo et al.,

2009).

Le G-CSF a pour effet, bien connu, de mobiliser les cellules souches hématopoiétiques
dans le sang. Nous avons pu montrer grace a cette étude, que toutes les populations
myéloides (monocytaires et granulocytaires) a des stades de maturité différents, sont
affectées par cette cytokine, et se retrouvent relarguées dans le sang. Cette myélopoiese
induite par le G-CSF peut nous faire penser a la myélopoiése d’urgence, que nous observons
dans le sepsis. Dans les deux conditions, nous avons pu observer une augmentation
significative du nombre absolu de MDSC dans le sang, sans qu’il y ait toutefois une
augmentation de |'expression de PD-L1. Dans ce contexte il serait intéressant de regarder en
détail les autres populations myéloides dans le sepsis et d’étudier leurs comportements au

cours de cette pathologie.

Dans le but de poursuivre cette étude, il serait aussi intéressant de considérer
certaines données cliniques des receveurs. En effet, nous pouvons envisager de corréler la
fréquence de MDSC avec la prise du greffon (traduite par la sortie d’aplasie), ou encore le
développement, s’il existe, d’'une GvHD. L'expression de PD-L1 a la surface des MDSC peut

également étre un élément important a détailler et relier a ces mémes données cliniques.
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Discussions, perspectives et conclusions

Au cours de ces travaux, nous avons soulevé la question d’une éventuelle origine
médullaire des MDSC retrouvées dans le sepsis, ainsi qu’un réle immunosuppressif a long
terme via l'expression du marqueur PD-L1. Nous avons ainsi réalisé différentes
expérimentations, que ce soit in vivo avec I'analyse des échantillons de sang et de moelle
osseuse de patients, et in vitro avec I'étude de I'effet de cytokines sur les cellules de moelle
osseuse. Pour finir, la mise en relation de ces informations avec les données cliniques des

patients, nous a permis de voir a long terme les conséquences de la présence des MDSC.

1. Origine médullaire
Dans notre étude, nous avons voulu mettre en évidence I'origine des MDSC dans le

sepsis. Ces cellules, comme leur nom l'indique, ont une origine myéloide, il était donc
cohérent d’étudier en premier lieu la moelle osseuse comme source principale pour ces
cellules. Grace a I'analyse directe du phénotype des MDSC sur des prélevements de moelle
osseuse de patients septiques, nous avons observé une augmentation de la fréquence de ces
cellules dans ce tissu, comparé a des moelles osseuses controles. La moelle osseuse produit
donc de fagon trés rapide et en grande quantité, les MDSC que nous retrouvons dans le

sang.

Cette observation rappelle la myélopoiese d’urgence. Ce phénomeéne résume la
libération massive et rapide de cellules myéloides par la moelle osseuse, avant d’étre
complétement matures, dans des conditions physiologiques particulieres (administration
clinique de G-CSF ou infection). Ce mécanisme survient en réponse a un signal
inflammatoire, dans le but de remplacer les populations périphériques endommagées
(Panopoulos and Watowich, 2008). Puisque nous savons que tres té6t dans un sepsis,
I'apoptose d’un grand nombre de types cellulaires, ainsi que de multiples bouleversements
immunitaires se produisent, il est donc trés probable que la moelle osseuse veuille

rapidement compenser ces anomalies. Les MDSC sont donc produites parmi un ensemble de
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populations immatures (granulocytes immatures par exemple) pour, dans un premier temps,
combler la perte de cellules immunes en périphérie. Leurs capacités immunosuppressives
sont a ce moment-la bénéfiques, et contiennent les dommages dus a l'inflammation au
niveau de l'infection. Cependant, leurs activités inhibitrices, principalement sur les Lt, en
font des cellules néfastes a long terme, puisqu’elles participent a [I'état

d’'immunosuppression des patients.

Par ailleurs, pour confirmer les observations phénotypiques des MDSC dans la moelle
osseuse des patients septiques, il serait bon de réaliser des tests de fonctionnalité avec ces
cellules. En effet, nous pouvons seulement affirmer que nous observons des MDSC avec un
phénotype correspondant, mais nous n’avons a ce jour aucune information concernant
I'activité immunosuppressive de ces cellules sur des Lt, par exemple. Il est possible que ces
MDSC présentes dans la moelle osseuse au jour 0, ne soient pas encore fonctionnelles, mais

acquierent en périphérie leurs capacités inhibitrices.

Il est aussi possible qu’il existe d’autres sources pour les MDSC. A I'image du
microenvironnement tumoral, les MDSC pourraient étre le fruit de la différenciation de
monocytes et de neutrophiles au niveau du site d’infection. En effet, des études ont montré
in vitro, que lors de certaines conditions inflammatoires (LPS), les monocytes acquierent un
phénotype suppressif (Pena et al., 2011; Porta et al., 2009). Nous pouvons imaginer qu’au
cours d’un sepsis, ces monocytes anti-inflammatoires reprogrammés, présents sur le site de
I'infection, se différencieraient en M-MDSC dans le but de limiter les effets dévastateurs de

la réponse inflammatoire.

Concernant les PMN-MDSC, nous pouvons également penser que ces cellules sont
issues de neutrophiles, qui ont aussi acquis des capacités immunosuppressives. Une étude a
montré que les neutrophiles présents dans le microenvironnement tumoral peuvent
acquérir un phénotype pro-tumoral sous l'influence de TGF-B (Fridlender et al., 2009). Sous
I'influence de certains facteurs, les cellules de I'immunité sont capables de modifier leur
phénotype et d’acquérir un phénotype créant un environnement suppresseur. Granot et
Fridlender, ont d’ailleurs émis une théorie, supportant cette idée: la théorie
« immunosuppressive switch » des neutrophiles, selon laquelle les PMN-MDSC seraient des

granulocytes activés. Nous pouvons donc imaginer, qu’une partie des PMN-MDSC retrouvés
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dans le sepsis, sont des neutrophiles qui sous l'influence de signaux d’inflammation,

développent un phénotype immunosuppressif (Granot and Fridlender, 2015).

Pour affirmer ou infirmer ces hypothéses, il serait intéressant d’analyser le
phénotype des cellules monocytaires et granulocytaires présentes au site d’infection. Pour
cela, des modéles murins de sepsis ou une étude sur des biopsies de patients (élimination

chirurgicale de la source d’infection), pourraient étre mis en place.

2. MDSC dans le sepsis

Dans notre étude, nous avons suivi la fréquence de MDSC dans le sang au cours de
I’"hospitalisation de patients ayant une infection, a des gravités différentes. Grace a I'étude
du phénotype des cellules myéloides en périphérie, nous avons montré ex vivo, qu’au cours
d’une infection, la quantité de MDSC est augmentée dés le jour d’hospitalisation, comparé a

une population controle.

Nous avons pu observer que les M-MDSC et les PMN-MDSC ont une cinétique
différente au cours du temps, mais également différente selon la sévérité de I'infection. Il
apparait ici tres clairement, que la quantité de M-MDSC augmente dés le jour 0 et
indifféremment de la gravité du patient. En revanche, au méme moment, les PMN-MDSC ne
sont augmentés que chez les patients les plus sévéres (choc septique). Nous avons
également noté que le pourcentage de M-MDSC dans le sang a une cinétique différente de
celui des PMN-MDSC. Ces dernieres augmentent en taille aux jours 3 et 7, alors que les M-
MDSC ont une quantité constante au cours de I'hospitalisation. Ces observations soulevent
une question concernant le réle de ces cellules. Si les M-MDSC sont présentes dans le sang
des le jour O et ce, quelle que soit la gravité, nous pouvons penser que leurs fonctions
interviennent t6t au cours d’une infection : elles pourraient en effet étre présentes dans le
but de limiter lI'inflammation. En revanche, les PMN-MDSC voient leur pourcentage
augmenter au cours de I'hospitalisation ; nous laissant imaginer que leurs fonctions ne sont
pas nécéssaires dés le début de l'infection. Nous pouvons aussi nous interroger sur le
relargage de ces cellules par la moelle. Comme nous I'avons montré les M-MDSC et PMN-
MDSC sont présentent dans la moelle osseuse dés le jour d’hospitalisation. Les M-MDSC sont

donc libérées dans le sang trés rapidement apres leur production. En revanche, il semblerait
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que les PMN-MDSC soient séquestrés plusieurs heures au sein de la moelle osseuse, avant
d’étre relargués dans le sang. Il est alors probable que les PMN-MDSC nécessitent d’autres
signaux pour qu’elles soient mobilisées en périphérie. Ces signaux pourraient étre présents
de fagon croissante, a I'image de la cinétique des PMN-MDSC dans le sang, tels que les
DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) libérés par les tissus lésés, ou encore des

chimiokines.

Lors de nos expérimentations, nous avons déterminé I'expression de PD-L1 a la
surface des MDSC dans le sang. Nous avons observé que |'expression de PD-L1 par les M-
MDSC n’était pas augmentée chez les patients comparés aux volontaires sains. L'expression
de PD-L1 par les PMN-MDSC n’est augmentée qu’au jour O et chez les patients les plus
graves. Au cours de I'hospitalisation, I'expression de PD-L1 a la surface des M-MDSC et des
PMN-MDSC des patients septiques, ne varie pas et est similaire a celle des contréles. Du fait
de l'augmentation en taille des populations de MDSC lors d’une infection, nous nous
attendions a observer une augmentation de I'expression de PD-L1 par ces cellules. De fagon
surprenante, seule la quantité de MDSC augmente, signifiant que les MDSC produites au
cours du sepsis n’expriment pas PD-L1. Nous pouvons alors nous interroger sur leurs
activités inhibitrices. Nous avons montré lors d’expérimentations de co-culture, que ces
cellules sont capables d’inhiber les Lt in vitro. Ces MDSC possédent donc des capacités
immunosuppressives, mais ne semblent pas recourir a I'axe PD-1 / PD-L1. Il est probable
gu’elles utilisent d’autres mécanismes d’inhibitions, et notamment celui de 'ARG1. En effet,
nous avons montré in vitro, que les Lt mis en culture en présence de MDSC, ont une
diminution de I'expression du CD247 (CD3Q). Hors, il est connu que la L-arginine est un
élément essentiel au maintien de la durée de la demi-vie de ’ARNm du CD247 (Rodriguez et
al., 2002). Pour confirmer cette hypothése, il serait intéressant de réaliser des
expérimentations de co-culture de MDSC et de Ly, en présence d’anticorps anti-PD-L1, et /

ou en présence d’agents bloquant I’ARG1.

Au cours de cette étude, nous avons approfondi le role des MDSC dans le sepsis, et
notamment dans la réactivation virale induite par I'immunosuppression se produisant au

cours du sepsis. Nous nous sommes focalisés sur le Torque Teno Virus (TTV) dont la charge
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virale est sensible au statut immunitaire des patients, et a été proposé comme biomarqueur
de leur immunocompétence. Dans nos analyses, nous n’avons pas montré de corrélation
entre la charge virale du TTV et la quantité de MDSC dans le sang. Les difficultés rencontrées
guant a la positivité des patients pour le TTV, ainsi que le manque de donnée concernant ce
virus, ne nous permettent pas de démontrer clairement le réle des MDSC vis-a-vis du TTV. |
serait toutefois intéressant de voir a plus long terme la charge virale de ce virus, a 30 jours
voire 80 jours. En effet, il a été montré lors d’'une étude réalisée au laboratoire, que la
charge virale du TTV chez des patients aprés une transplantation rénale, atteint son pic en
moyenne 80 jours apres transplantation (Kulifaj et al., 2018). L'immunosuppression induite
post-transplantation est différente de I'immunosuppression causée par les bouleversements
immunitaires du sepsis. Cependant, la réactivation du TTV semble nécessiter du temps, et il
est probable que 14 jours ne soient pas suffisants pour se rendre compte d’'une éventuelle
variation de la charge virale. Ainsi, nous pourrions corréler la quantité de MDSC au jour 0 et

la charge virale du TTV a 80 jours.

La charge virale du TTV est donc un outil informatif que nous pourrions utiliser dans
le sepsis, cependant le manque d’informations sur ce virus, nous empéche d’interpréter
correctement ces résultats. L'étude de ’ARNm du TTV nous informerait sur sa réplication, et
notamment a quel moment au cours du sepsis elle se produit principalement. Ceci nous
permettrait de connaitre le moment le plus informatif pour utiliser le TTV en tant que
biomarqueur. Enfin, une analyse approfondie des génotypes du TTV pourrait mettre en
évidence une différence de sensibilité de certains génotypes face aux changements
immunitaires dans le sepsis, qui pourrait ensuite étre extrapolée a d’autres conditions

pathologiques telles que la transplantation d’organe.

Enfin, pour compléter cette étude, nous avons corrélé la fréquence de MDSC avec la
durée d’hospitalisation des patients. Plusieurs variables ont été testées, et nous avons
montré que seule la fréquence de PMN-MDSC dans le sang au jour O est corrélée a une
hospitalisation plus longue. La mise en évidence d’une valeur seuil, a partir de laquelle la
fréquence de MDSC est prédictive d’'une durée d’hospitalisation plus longue, serait
intéressante, dans le but d’estimer a plus long terme I'impact des MDSC dans le sepsis. Par

ailleurs, comprendre si la présence des MDSC est la cause ou la conséquence d’une
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hospitalisation plus longue, aiderait a éclaircir la physiopathologie du sepsis, et donc

améliorer la prise en charge des patients.

3. Effet du G-CSF

L'action du G-CSF passe par son récepteur le Granulocyte-Colony Stimulating Factor
Receptor (G-CSF-R). Suite a la liaison de son ligand, le G-CSF-R active une cascade de
phosphorylations des protéines JAK et STAT. Cette signalisation intracellulaire implique des
protéines telles que les PI3K, Akt et MAPK, et va initier la prolifération de précurseurs
présents dans la moelle osseuse. Ce facteur de croissance est donc connu pour stimuler la
moelle osseuse qui va générer des polynucléaires neutrophiles et pour libérer ces cellules

dans le sang (Deotare et al., 2015).

Dans nos études sur les donneurs de cellules souches hématopoiétiques, nous avons
pu mettre en évidence que le G-CSF permet la mobilisation dans le sang d’'un grand nombre
de type cellulaires. En effet, suite a un traitement par G-CSF, nous retrouvons dans le sang

des patients, une augmentation des populations myéloides monocytaires et granulocytaires.

En plus de son effet sur la production des cellules myéloides par la moelle osseuse, le
G-CSF est connu pour stimuler les fonctions des polynucléaires neutrophiles matures
(Metcalf, 1985). Une étude a montré que le G-CSF induit sur des lignées cellulaires de
neutrophiles murins, la production de ROS (Zhu et al., 2006). Par ailleurs, le G-CSF peut étre
produit suite a un stimuli inflammatoire tel que le TNF-a ou I'lL-1, mais également lorsque
les macrophages et cellules endothéliales sont stimulées par du LPS (Panopoulos and

Watowich, 2008).

Il est possible que le G-CSF soit une des premieres cytokines, si ce n’est la premiére,
de I'orage cytokinique. En effet, I’élévation trés rapide du nombre de globules blancs dans le
sang au cours d’un sepsis (myélopoiese d’urgence) est une des manifestations cliniques qui
définit la pathologie. Par ailleurs, nous avons pu également observer que le G-CSF est élevé
chez un petit nombre de patients septiques. Il est donc possible que la libération massive de
G-CSF dans le plasma de ces patients soit achevée et que nous soyons dans la phase
décroissante, laissant place a d’autres cytokines comme I'IL-6 ou I'IL-8. Pour vérifier cette

hypothése, nous pourrions mettre en place un modele murin de sepsis, chez lequel nous
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suivrons la concentration de G-CSF des les premieres heures du sepsis. De plus, cette
hypothése est partagée par Liu et son équipe dans le cadre du Syndrome de Fievre Sévere
avec Thrombocytopénie (SFST) (Liu et al., 2017). Cette fievre hémorragique est causée par
un virus émergent dont les signes cliniques sont proches d’un sepsis, avec la survenue d’un
orage cytokinique. Dans cette étude, la concentration en G-CSF est corrélée a la gravité et
selon cette équipe, le G-CSF serait produit pour augmenter le nombre de leucocytes et ainsi

mieux éliminer le pathogéne.

En prenant en compte ces informations, nous pouvons donc imaginer I'impact du G-
CSF dans le sepsis. Suite a I'agression des cellules endothéliales par un pathogene et a la
reconnaissance de ce dernier par I'immunité innée (par les macrophages), une libération de
G-CSF se produit dés les premiéres minutes. Ce facteur de croissance agit directement sur les
précurseurs de la moelle osseuse et induit une myélopoiése d’'urgence. Dans un second
temps, le G-CSF va avoir pour effet d’activer ces polynucléaires neutrophiles nouvellement
mobilisés dans le sang, notamment d’acquérir la capacité a produire des ROS. Parmi ces
cellules se trouvent les MDSC, dont I'une des activités principales passe par la production de
ROS. Le pic de libération de G-CSF s’estompe, laissant place a I'immunosuppression induite

par la présence des MDSC.

Le G-CSF n’a gu’un effet moindre sur I'expression de PD-L1 in vitro. En effet, lorsque
nous avons stimulé des cellules de moelles osseuses avec des cytokines, I'expression de PD-
L1 sur les M-MDSC n’est pas affectée par le G-CSF. Celui-ci induit toutefois une
augmentation significative de I'expression de PD-L1 sur les PMN-MDSC. Ces observations
sont aussi retrouvées dans le sang des patients septiques (augmentation de I'expression de
PD-L1 sur les PMN-MDSC des patients en choc septique). De facon surprenante, ces résultats
ne sont pas retrouvés chez les donneurs de cellules souches hématopoiétiques traités au G-
CSF. Nous avons en effet pu observer une augmentation de I'expression de PD-L1 dans le
sang a la surface des M-MDSC, et sur les granulocytes matures principalement. Chez les
donneurs de cellules souches hématopoiétiques (CSH), le G-CSF est administré
guotidiennement a des doses élevées. Cette posologie particuliere peut expliquer la
différence d’expression de PD-L1 lorsque nous comparons aux patients septiques, puisque

I'orage cytokinique étant, chez ces derniers, transitoire. Nous pouvons également imaginer
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que les taux sériques de G-CSF retrouvés chez les donneurs sont plus importants que chez
les patients septiques, expliquant la différence d’expression de PD-L1. Pour vérifier cette
hypothese, il serait intéressant de doser le G-CSF dans le sang des donneurs de CSH, qui

pourra ensuite étre comparé a celui retrouvé chez les patients septiques.
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4. Conclusions

L’objectif de mon projet de these aura été de mettre en évidence I'origine des MDSC
dans le sepsis, et de comprendre leurs réles dans cette pathologie. Nous avons ainsi montré
gue ce soit ex vivo et in vitro, que sous l'influence de I'orage cytokinique, et notamment du
G-CSF, la moelle osseuse produit des MDSC. Celles-ci sont capables d’inhiber les Lt en
périphérie via différents mécanismes, et participent a I'immunosuppression, pouvant

conduire a la réactivation de certains virus (Figure 30).
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Figure 30 : Schéma récapitulatif de I'origine, du devenir et de I'impact des MDSC au
cours du sepsis.Lors d’un sepsis, le G-CSF et I'lL-6 de l'orage cytokinique, agissent sur la
moelle osseuse. Celle-ci produit alors des MDSC, qui une fois dans la circulation sanguine,
sont capables d’inhiber les Lt participant ainsi a I'immunosuppression générale du sepsis,

pouvant se traduire par la réactivation de certains virus.
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Origine et roles des cellules méyloides suppressives dans le sepsis

Les Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC) sont une population hétérogene de
cellules myéloides immatures, regroupées en deux sous-populations: les monocytiques-
MDSC (M-MDSC) et les polymorphonucléaires-MDSC (PMN-MDSC). Ces cellules ont des
capacités immunosuppressives et peuvent exprimer le ligand PD-L1 induisant I'anergie des
lymphocytes T qui expriment le marqueur PD-1. Au cours du sepsis, divers bouleversements
immunologiques surviennent, et la fonction majeure des MDSC est probablement de réguler
I’hyper-inflammation en participant a I'état d’immunodépression rencontré chez les
patients. Ceux-ci ont alors un risque de développer des infections secondaires, et de
réactiver des virus jusque-la en latence. Notre étude a pour objectifs de mettre en évidence
'origine des MDSC dans le sepsis, et d’approfondir leurs rb6les dans ['état
d’immunosuppression, notamment dans la réactivation du Torque Teno Virus (TTV). Nos
résultats montrent tant ex vivo qu’in vitro, que dans le sepsis, les MDSC sont produites par la
moelle osseuse, sous l'influence du G-CSF et de I'IL-6. Ces cellules exprimant PD-L1, sont
augmentées dans le sang tres tot dans le sepsis et persistes au cours de I'hospitalisation.
L'augmentation de la charge virale du TTV est observée dans le sang périphérique des
patients, mais n’est pas corrélée a la fréquence des MDSC. Ces résultats suggerent que lors
d’un sepsis, I'orage cytokinique stimule la production de MDSC exprimant PD-L1 par la
moelle osseuse, qui une fois en périphérie, vont participer a I'immunosuppression générale.

Mots-clés: MDSC, sepsis, moelle osseuse, PD-L1, cytokines, TTV

Origin and roles of myeloid-derived suppressor cells during sepsis

Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC) are a heterogeneous population of
immature myeloid cell, and are regrouped in two subsets: the monocytic-MDSC (M-MDSC)
and the polymorphonuclear-MDSC (PMN-MDSC). These cells have immunosuppressive
capacities and mainly act on T cells. MDSC can express the ligand PD-L1 and induce PD-1
expressing-T cells exhaustion. During sepsis, several immunological changes occur, and
MDSC probably downregulate the hyper-inflammatory state, contributing to the
immunosuppression phase encountered in patients after a sepsis. Immunocompromised
patients can develop secondary infections, and reactivate latent virus. The aims of our study
were to highlight the origin of MDSC in sepsis, and to explore their roles in the
immunosuppression state, especially in the Torque Teno Virus (TTV) reactivation. Our results
show, both ex vivo and in vitro, that in sepsis, MDSC originate from bone marrow are
induced by G-CSF and IL-6. These PD-L1 expressing-cells are increased in peripheral blood
very early in sepsis, and persist during hospitalization. These MDSC are able to inhibit T cells
in vitro. The increase of TTV viral load is observed in peripheral blood of patients but is not
correlated with MDSC frequencies. These results suggest that during sepsis, the cytokine
storm boosts PD-L1 expressing MDSC’s production by bone marrow, which contribute in
peripheral blood to the immunosuppression.

Keywords: MDSC, sepsis, bone marrow, PD-L1, cytokines, TTV
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