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Résumé: Le sepsis reste une cause importante de mortalité dans le monde. Le systéme
immunitaire joue un réle central dans la réponse a l'infection. L'état d'inflammation
initial, déclenché par la réponse immunitaire innée, peut évoluer vers une auto-
amplification incontrélée et des défaillances d’organes. Parallélement, afin d'en assurer
le contrdle, une réponse négative anti-inflammatoire se met en place pouvant conduire
a un état d'immunosuppression, pourvoyeur d'infections secondaires et de mortalité
en soins intensifs. Cet état se caractérise par un déficit quantitatif et qualitatif de la
réponse immunitaire. L'expression monocytaire de HLA-DR (mHLA-DR), molécule du
CMH de classe Il présentant I'antigene aux lymphocytes T, est a ce jour un marqueur
pertinent de l'état d'immunosuppression induite par le sepsis. Son expression est
régulée principalement par le transactivateur de classe Il, CIITA, lui-méme contrélé au
niveau transcriptionnel par une région hautement conservée située dans le promoteur.
La mise en évidence dans cette région promotrice de polymorphismes génétiques, ou
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), impliqués dans des maladies inflammatoires,
ainsi que des preuves d'une sélection positive dans la région 5 du géne, nous ont
permis de cibler le SNP G-286A*rs3087456.

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons démontré le role du SNP dans la
diminution de l'activité du promoteur Il de CIITA, la récupération de celle-ci apres
stimulation par IFN-y, et son réle dans la mortalité des patients en choc septique en lien
avec la diminution de mHLA-DR.

Dans la suite de notre travail, nous avons présenté des données de sécurité et
d'efficacité du traitement par IFN-y chez des patients atteints d'immunosuppression
induite par le sepsis. De plus, nous avons validé une technique de mesure par
cytométrie de flux de mHLA-DR au lit du malade sur des faibles volumes de sang frais.
Nous avons ensuite décrit les phénotypes myéloides et leurs rdles dans
'immunosuppression chez une série de cas graves de patients atteints de
pneumopathie a COVID-19 se compliquant de sepsis bactérien. Enfin, nous avons
réalisé une étude sur les biomarqueurs immunologiques d'infections associées aux
soins chez des patients pédiatriques transplantés du foie, dont une partie des
expériences et les analyses sont encore en cours.
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Abstract: Sepsis remains a major cause of death worldwide. The immune system plays
a central role in the response to infection. The initial state of inflammation, triggered by
the innate immune response, can progress to uncontrolled self-amplification and organ
failure. At the same time, in order to control it, a negative anti-inflammatory response
is established which can lead to a state of immunosuppression, resulting in secondary
infections and mortality in intensive care. This state is characterised by a quantitative
and qualitative deficit in the immune response. Monocyte expression of HLA-DR
(mHLA-DR), a MHC class Il molecule presenting antigen to T cells, is a relevant marker
of the sepsis-induced immunosuppression state to date. Its expression is regulated
primarily by the class Il transactivator, CIITA, which is transcriptionally controlled by a
highly conserved region located in the promoter. The identification of genetic
polymorphisms, or SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), in this promoter region
that have been implicated in inflammatory diseases, as well as evidence of positive
selection in the 5' region, allowed us to target the SNP G-286A*rs3087456.

In the first part of our work, we demonstrated the role of the SNP in the decrease of
ClITA promoter Il activity, the recovery of CIITA promoter Il activity after IFN-y
stimulation, and its role in the mortality of patients in septic shock in relation to the
decrease of mHLA-DR.

In the following, we presented safety and efficacy data of IFN-y treatment in patients
with sepsis-induced immunosuppression. In addition, we validated a flow cytometric
technique for measuring mHLA-DR at the patient's bedside on small volumes of fresh
blood. We then described the myeloid phenotypes and their role in
immunosuppression in a severe case series of patients with COVID-19 pneumonia
complicated by bacterial sepsis. Finally, we conducted a study on immunological
biomarkers of healthcare-associated infections in paediatric liver transplant patients,
for which some of the experiments and analyses are still ongoing.
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INTRODUCTION

Le sepsis est encore responsable de nos jours d'une morbidité et mortalité
importantes a travers le monde, malgré une amélioration constante des prises en
charge basées sur des recommandations internationales (Evans et al. 2021). Sa
physiopathologie repose sur linteraction de systémes complexes, le systeme
immunitaire y jouant un réle déterminant (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a).
A la phase initiale du sepsis, la réponse physiologique a l'infection entraine la
libération d'une grande quantité de cytokines pro-inflammatoires par les cellules
de limmunité innée. Cette inflammation peut s'auto-amplifier de facon
incontrdlée et conduire a un état d’hyper-inflammation pouvant aller jusqu’'aux
défaillances d'organes. Parallelement, pour contrdler linflammation, des
mécanismes de régulation négative se mettent en place. Ceux-ci peuvent parfois
évoluer vers un état dimmunosuppression favorisant l'apparition d’infections
secondaires, ou encore de déces tardifs. Cet état dimmunosuppression se
caractérise sur le plan immunologique par un déficit quantitatif, avec une
diminution du nombre de cellules immunitaires circulantes, mais aussi qualitatif,
avec des altérations fonctionnelles et phénotypiques touchant aussi bien les
cellules de la réponse immunitaire innée qu'adaptative (Venet and Monneret
2018). Cette réponse immunitaire dérégulée est actuellement considérée comme
un paradigme dans la pathogenése du sepsis et est reconnue comme une
composante importante du pronostic (Venet and Monneret 2018).

Dans ce contexte, I'altération de la capacité de présentation de l'antigene aux
lymphocytes T est constante (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a). L'expression
quantitative d’'HLA-DR, molécule du CMH de classe Il permettant la présentation
de l'antigéne, a la surface des monocytes circulants est largement reconnue
comme un marqueur de l'immunodépression induite par le sepsis, lorsque celle-
ci est diminuée (Lukaszewicz et al. 2009; Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a;
Conway Morris et al. 2018).

Parmi les genes étudiés dans la régulation de I'expression des molécules du CMH
de classe ll, ClITA, le transactivateur de classe Il, en est le régulateur principal
(Pachot et al. 2005b). L'expression de CITA est quant a elle contrdlée
principalement au niveau transcriptionnel par un module de régulation
hautement conservé qui se situe dans la région promotrice du géne. Une fois
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traduite, la protéine CIITA, associée a un complexe multiprotéique, permet
d’activer la transcription des genes du CMH de classe Il (Reith, LeibundGut-
Landmann and Waldburger 2005).

Dans les années 2000, un polymorphisme génétique situé dans le promoteur Il
de C/ITA (SNP G-286A*rs3087456) a été identifié comme associé a l'apparition de
maladie inflammatoire dans la population du nord de I'Europe (Swanberg et al.
2005; Bronson, Criswell and Barcellos 2008; Bronson et al. 2011; Eike et al. 2012).
De plus, des preuves d'une sélection positive de la région génomique 5' de CIITA
ont été détectées et semblent cibler le G-286A*rs3087456 ou un haplotype qui le
contient (Vasseur et al. 2012).

Les travaux présentés ici s'articulent autour de la compréhension des mécanismes
de régulation de CI/ITA a partir de polymorphismes génétiques situés dans sa
région promotrice, et plus précisément le SNP G-286A*rs3087456, situé sur le
promoteur Il de CI/ITA, et son rdle dans laltération de I'expression d’HLA-DR
monocytaire chez les adultes atteints de choc septique.

Sur le plan thérapeutique, la compréhension de ces mécanismes
physiopathologiques pourrait permettre de développer des thérapies immuno-
adjuvantes ciblées, comme " interféron-y (IFN-y) qui gagne récemment en intérét,
et dont le but est d'inverser I'immunosuppression induite par le sepsis (Payen et
al. 2019; Nguyen et al. 2021). Nous présenterons ici une expérience multicentrique
sur le traitement par IFN-y d'une série de cas de patients atteint
dimmunosuppression induite par le sepsis.

Afin d’élargir 'accés au monitorage immunologique rapide, et a partir d'un faible
volume sanguin, nous avons mis au point et validé une technique de mesure
adaptée aux patients de pédiatrie de mHLA-DR au lit du malade dans une unité de
soins intensifs.

Enfin, nous nous sommes intéressés a l'apparition de sepsis au sein de deux
groupes de patients : les cas graves de COVID-19 via les phénotypes myéloides et
leur réle dans Iimmunosuppression ; les transplantés hépatiques pédiatriques et
les biomarqueurs immunologiques d'infections associées aux soins.
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REVUE DE LA LITERRATURE

1 Sepsis et choc septique

1.1 Epidémiologie et définition du sepsis

Le sepsis a été reconnu en 2017 par I'Organisation Mondiale de la Santé comme
une priorité mondiale de santé (Reinhart et al. 2017). D’'aprés des données
extrapolées, on estime que le sepsis serait responsable d'environ 30 millions de
cas et de 6 millions de morts par an dans le monde (Fleischmann et al. 2016).

L'incidence du sepsis est élevée et en constante augmentation du fait du
vieillissement de la population, de I'immunodépression et de I'émergence des
bactéries multi-résistantes (Kumar et al. 2011). En ce qui concerne les formes
graves de sepsis, l'incidence atteignait 1000 cas pour 100 000 habitants aux Etats-
Unis en 2009 (Gaieski et al. 2013) et le nombre estimé d’hospitalisations pour
sepsis sévere représentaient 2% dans les pays a haut revenu (Martin 2012), allant
jusgqu’a 10% en 2015 dans une série nord-ameéricaine (Meyer et al. 2018).

La définition du sepsis a évolué récemment, abandonnant, entre autres, le
concept de syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) devant le
manque de spécificité et sensibilité dans le diagnostic de sepsis sévere (Cohen et
al. 2004; Sprung et al. 2006; Singer et al. 2016). Le sepsis est désormais largement
reconnu comme une dysfonction d'organe secondaire a une réponse
inappropriée de I'hdte a l'infection, concomitant d'un état d'immunodépression
transitoire ou persistant (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a; Singer et al.
2016). De cette nouvelle définition découle les stratégies de prise en charge visant
a contrdler la réponse de I'héte (Evans et al. 2021).

1.2 Facteurs de risque
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Parmi les principaux facteurs de risque de sepsis, I'age est lI'un des plus
importants. Du fait d'un systéme immunitaire soit immature soit sénescent, les
ages extrémes de la vie sont les plus exposés. En pédiatrie, ce risque est encore
plus important chez la population la plus jeune, notamment en néonatologie (Bahl
et al. 2009; Wiens et al. 2012). Chez les personnes ageées, s'ajoute a un systeme
immunitaire sénescent, les pathologies chroniques responsables de comorbidités
occasionnant une mortalité liée au sepsis plus élevée (Angus et al. 2001; Martin,
Mannino and Moss 2006; Yang et al. 2010). Les maladies altérant le systéme
immunitaire comme le diabéte, ou encore les pathologies tumorales malignes,
majorent aussi le risque de sepsis ainsi que sa gravité (Danai et al. 2006; Koh et al.
2012).

L'influence de lorigine ethnique est plus discutée. Elle est probablement
multifactorielle et fait intervenir des facteurs génétiques mais aussi des facteurs
environnementaux, sociaux et économiques (Vogel 2012). Certaines maladies
génétiques altérent les cellules du systéme immunitaire comme le déficit
immunitaire combiné sévere, groupe de maladies héréditaires rares caractérisées
par une anomalie des lymphocytes T et/ou B. Sans traitement, ces patients
développent des infections sévéres et fatales avant I'age de deux ans. D'autre part,
de plus en plus de polymorphismes génétiques intéressants différentes étapes de
la réponse immunitaire a I'infection ont été décrits, comme pour Toll-like receptor
4 (TLR4) (Colin-Castro et al. 2021), Interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK1
et IRAK4) et MyD88 (von Bernuth et al. 2008; Carrasco-Colom et al. 2015), protéines
intervenant dans la reconnaissance du pathogéne et les voies de signalisation. lls
sont rapportés aussi pour certaines molécules de co-stimulation exprimées a la
surface des cellules présentatrices d’antigene comme CD86 (Wang, Gui and Zhang
2015), ou encore pour les protéines de I'inflammation, comme IL-6 (Hu et al. 2019),
IL-10 (Schaaf et al. 2003) ou TNF-a (Georgescu et al. 2020) , ces polymorphismes
pouvant affecter les profils d'expression des genes, la structure et la production
des protéines (Stuber et al. 2005).

1.3 Prise en charge thérapeutique

Des recommandations internationales, éditées dans le cadre d'une campagne de
sensibilisation et d’homogénéisation des pratiques pour traiter le sepsis,
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encadrent la prise en charge a partir de recommandations gradées (Evans et al.
2021). Celles-ci reposent principalement sur l'administration précoce d'une
antibiothérapie probabiliste a large spectre (Kumar et al. 2006), une expansion
volémique rapide de 30 ml/kg d'un soluté cristalloide et l'administration de
drogues vasopressives. Bien que la prise en charge du sepsis soit standardisée, les
traitements immunomodulateurs spécifiques, tels que les stéroides a forte dose
(Minneci et al. 2009), les anti-endotoxines (Ziegler et al. 1991), les inhibiteurs des
cytokines pro-inflammatoires IL-1, TNF-q, IL-6 (Eichacker et al. 2002; Shakoory et
al. 2016) et les anticoagulants tels que la protéine C activée (Warren et al. 2002;
Abraham et al. 2005) ont montré des résultats équivoques chez les patients
atteints de sepsis (Suffredini and Munford 2011; Fang et al. 2019). Malgré cela, des
analyses post-hoc ont montré des avantages (ou des inconvénients) spécifiques
dans des groupes de patients lorsqu'ils sont stratifiés en fonction du phénotype
immunologique ou du profil transcriptomique (Shakoory et al. 2016; Antcliffe et al.
2019; Kernan et al. 2019), ce qui suggére un rdle pour les traitements
immunomodulateurs personnalisés dans le sepsis.

2 Sepsis et réponse immunitaire de I'hote

Malgré des efforts considérables pour promouvoir la reconnaissance et le
traitement précoce du sepsis, plusieurs millions dindividus dans le monde
développent chaque année des dysfonctions sévéres d’'organes liées au sepsis,
requérant des thérapeutiques de réanimation lourdes et conduisant
freiquemment a une morbi-mortalité importante. En effet, I'antibiothérapie
précoce et le traitement des défaillances d'organes ne permettent pas
actuellement de renverser le pronostic. Récemment, des équipes de recherche se
sont intéressées a la persistance d’'un état critique chez ces patients permettant
d’en améliorer la compréhension (Angus and Opal 2016).

Au fur et a mesure des années, les théories supportant 'hypothése que la
mortalité dans le sepsis était liée a une réponse immunitaire innée pro-active,
hyper-inflammatoire, responsable de l'atteinte multiviscérale, ont laissé place a
celle plus complexe d'une dysfonction du systéme immunitaire inné et adaptatif
expliquant la morbi- mortalité du sepsis. De facon plus précise, la découverte
gu'un patient en sepsis puisse étre plus a risque d'infections secondaires ou
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encore avoir une réponse immunitaire moindre aux infections, via par exemple
une diminution de I'expression des molécules de classe Il du complexe majeur
d’histocompatibilit¢é (CMH) a la surface des monocytes, a permis d'avancer
I'hypothese que le systeme immunitaire puisse devenir hypoactif et présenter une
immunodépression (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a).

2.1 Physiopathologie de l'inflammation sévere

Une fois le pathogéne reconnu par l'organisme, la réponse innée du systéme
immunitaire se met en place, complétée secondairement par la réponse
adaptative, plus spécifique.

Cette réponse inflammatoire initiale, nécessaire a la défense de I'hote contre
I'infection, est caractérisée par une phase pro-inflammatoire, pouvant s'auto-
entretenir et samplifier d’elle-méme. Son intensité et sa réponse dérégulée sont
responsables des dysfonctions d'organes précoces et de la mortalité immédiate.
L'étude de la réponse immunitaire chez les patients de réanimation a mis en
évidence que celle-ci s'affaiblissait rapidement permettant ainsi de diminuer les
conséquences d'une inflammation persistante et de limiter son extension aux
autres organes. Cependant, la persistance d'une altération de la réponse
immunitaire innée expose les patients aux infections et aux dysfonctions
d’'organes secondaires, et donc a un risque de mortalité tardive.

2.1.1 Phase précoce et reconnaissance microbienne

Les différents agents pathogenes, bactéries, virus, champignons ou parasites,
possédent des structures moléculaires conservées, sélectionnées au cours de
I'évolution afin de permettre au pathogene de survivre et d'interagir avec leur
environnement. Ces motifs, non retrouvés chez I'héte, sont communs a de
nombreux pathogénes, appelés PAMPs (« Pathogen Associated Molecular
Patterns »). Parmi ceux-ci, l'exemple le plus connu sont les LPS
(lipopolysaccharides), composants principaux de la paroi externe des BGN
(bacilles Gram négatif).
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L'hdte est capable de reconnaitre ces motifs grace a une famille de récepteurs
nommés PRRs (« Pattern Recognition Receptors ») et ainsi d'activer la réponse
immunitaire (cf. Figure 1) (Kawai and Akira 2010; van der Poll, Shankar-Hari and
Wiersinga 2021).

Les Toll-like receptors (TLRs) sont les PRRs les plus étudiés. lls sont exprimés par
les cellules immunitaires participant a la réponse innée (monocytes,
polynucléaires neutrophiles, cellules dendritiques) mais aussi par les cellules
épithéliales, notamment au point d’entrée des pathogenes dans l'organisme.
Plusieurs TLRs différents existent chez 'homme et permettent grace a leur
localisation diverse dans la cellule, de reconnaitre les pathogenes extra- ou intra-
cellulaire. Les TLRs détectent des structures extrémement variées, par exemple
TLR4 et LPS, et en fonction du pathogene, activent des voies de signalisation intra-
cellulaire différentes (Akira and Takeda 2004; Liew et al. 2005). L'activation de ces
voies permet la synthése de médiateurs clés dans la réponse inflammatoire,
notamment IL-13 et TNFq, ou encore des interférons de type I. Elle permet aussi
I'expression de molécules de co-stimulation a la surface cellulaire, la libération des
radicaux libres (oxygénés et nitrés) et des peptides antimicrobiens qui participent
a I'élimination du pathogene.

Le role des TLRs est central dans la pathogenése du sepsis. Des défauts dans les
genes codant pour les TLRs ou pour les protéines de signalisation intra-cellulaire
sont associés a une susceptibilité accrue aux infections bactériennes (Ku et al.
2007). De plus, leur expression est fortement augmentée dans le sepsis (Tsujimoto
et al. 2005). Un antagoniste de MD-2 : TLR-4, MD-2 étant le co-récepteur de TLR-4,
I'eritoran, a été proposé comme cible thérapeutique potentielle dans le sepsis.
Eritoran, un analogue synthétique du lipide A et un antagoniste puissant et
spécifique de l'action du LPS, inhibe la liaison du lipide A a MD2 et met fin a la
signalisation médiée par MD2/TLR4 in-vitro, ex-vivo et in-vivo. Ayant montré des
résultats prometteurs en phase Il d'un essai thérapeutique (Tidswell et al. 2010),
I'essai de phase Il n'a pas montré de différence sur la mortalité a 28 jours entre le
groupe traité et le groupe placebo (28,1 % vs 26,9 %, P=0,59, HR 1,05 ; 95 % IC 0,88-
1,26) (Opal et al. 2013). Autre exemple d'essai concernant les thérapeutiques anti-
inflammatoires dans le sepsis : la protéine C activée. Une étude randomisée chez
les patients en choc septique n'a pas montré de différence entre le traitement et
le placebo sur la mortalité a J28 (26,4 % vs 24,2 %, RR 1,09, IC 95 % 0,92-1,28,
P=0,31) (Ranieri et al. 2012). D'autres traitements anti-inflammatoires seront

19



exposés dans le paragraphe 2.3 (Prise en charge de I'immunosuppression liée au
sepsis).

Triacyl
iPs lipopeptide

MD2 o0
}; g; TLR4 Plasma membrane

l =3 MyD88-dependent pathway
=P TRIF-dependent pathway

Inflammatory cytokines Type | IFN Inflammatory cytokines

Figure 1 : Reconnaissance des PAMPs par les TLR de surface cellulaire, d'aprés Kawai et al. (Kawai and
Akira 2010).

TLR4 en interaction avec MD2 se lie au LPS. Cinq des six chaines lipidiques du LPS se lient & MD2 et la
chaine lipidique restante s'associe & TLR4. La formation d'un récepteur multimérique composé de deux
copies du complexe TLR4-MD2-LPS transmet initialement des signaux pour l'activation en phase précoce
de NF-kB en recrutant le « TIR domain-containing adaptators TIRAP » (Mal) et MyD88 (voie dépendante
de MyD88). Le complexe TLR4-MD2-LPS est ensuite internalisé et retenu dans I'endosome, ou il déclenche
la transduction du signal en recrutant TRAM et TRIF, ce qui conduit a l'activation d'IRF3 et de NF-kB en
phase tardive pour l'induction de l'interféron de type I (voie dépendante de TRIF). L'activation du NF-kB
en phases précoce et tardive est nécessaire pour l'induction des cytokines inflammatoires. Les
hétérodiméres TLR2-TLR1 et TLR2-TLR6 reconnaissent respectivement les lipopeptides triacylés et
diacylés. Deux des trois chaines lipidiques du lipopeptide triacylaté interagissent avec TLR2, et la
troisiéme chaine se lie au canal hydrophobe de TLR1 (absent de TLR6). TLR2-TLR1 et TLR2-TLR6 induisent
l'activation de NF-kB par le recrutement de TIRAP et MyD88. TLR5 reconnait la flagelline et active NF-kB
par l'intermédiaire de MyD88.
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D’autres récepteurs sont eux localisés en intracellulaire, la famille des Nod Like
Receptors (NLR), et reconnaissent des fragments bactériens afin d'activer des
cytokines comme I'lL-1B (cf. Figure 2) (Rathinam, Vanaja and Fitzgerald 2012).
D’autres encore reconnaissent les motifs ARN étrangers au soi, réponse antivirale,
ou encore d'autres interviennent dans la réponse antifongique.

Virus-infected cells Virus Bacteria
% {2
Plasma membrane \
\ )
i [
Endolysosome & / l
dsRN% sSRNA l

Autophagosome

UNCQ3B1

CIO e CE )R TLR CXO v CL ) re7

by

Inflammatory cytokines Inflammatory cytokines Type | IFN

Type | IFN
Figure 2 : Reconnaissance des PAMPs par les TLR intracellulaires, d'aprés Kawai et al. (Kawai and Akira
2010).

TLR3 reconnait les ARNdb (db : double brin) dérivés de virus ou de cellules infectées par des virus ; les
ARNdb se lient aux sites N- et C-terminaux sur le cété latéral de la surface convexe de l'ectodomaine de
TLR3, ce qui facilite la formation d'un homodimere via la région C-terminale. TLR3 active la voie TRIF-
dépendante pour induire l'interféron de type I et les cytokines inflammatoires. Dans les pDCs (cellules
dendritiques plasmatiques), TLR7 reconnait les ARNsb (sb : simple brin) dérivés de virus a ARNsb dans
les endolysosomes et active NF-kB et IRF7 via MyD88 pour induire des cytokines inflammatoires et
l'interféron de type I, respectivement. De plus, l'autophagie est impliquée dans le transport de 'ARNsb
aux vésicules exprimant TLR7. TLR9 reconnait I'ADN dérivé des virus a ADN et des bactéries. Le clivage
protéolytique de TLRI par les protéases cellulaires est nécessaire pour la transduction du signal en aval.
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TLR9 recrute MyD88 pour activer NF-kB et IRF7 dans les pDCs. TLR3, TLR7 et TLR9 se localisent
principalement dans le RE (réticulum endoplasmique) a I'état stable et circulent vers les endolysosomes,
ou ils s'engagent avec leurs ligands. UNC93B1 interagit avec ces TLR dans le RE et est essentiel pour ce
trafic.

Les PRRs peuvent aussi étre activés par les DAMPs (« Danger Associated Molecular
Patterns »), sighaux dangers libérés en cas d'atteinte tissulaire, lors de la nécrose
ou de l'apoptose cellulaire (cf. Figure 3). Par exemple, les HSP (« Heat Shock
Protein ») dont le réle permet de favoriser le repliement des protéines, une fois
libérées dans les tissus, peuvent initier un processus inflammatoire et la
reconstruction cellulaire. Autre exemple, '’ADN mitochondrial, qui fait partie du
groupe de DAMPs mitochondriaux, est libéré par les cellules endommagées ou au
cours de la mort cellulaire, et est reconnu par TLR9 en raison des motifs CpG
hypométhylés codés, réminiscence d’'une origine bactérienne ancestrale (Zhang et
al. 2010). Il a été démontré précédemment que les niveaux d’ADN mitochondrial
sont élevés dans le plasma des patients qui développent un SDRA (syndrome de
détresse respiratoire aigu) et une défaillance d'organe au cours du sepsis, ainsi
qu'au cours d'une lésion aseptique, y compris un traumatisme, un choc
hémorragique et une ischémie-reperfusion (Faust et al. 2020). La libération d’ADN
mitochondrial est souvent accompagnée de la libération d’autres DAMPs, tels que
les peptides N-formylés, le cytochrome c et la cardiolipine, qui engagent
collectivement de multiples TLR et le récepteur-1 des peptides N-formylés qui, a
leur tour, non seulement induisent l'expression de cytokines inflammatoires
(Grazioli and Pugin 2018) mais aussi la génération d'espéces réactives de l'oxygéene
et la facilitation du trafic et de l'activation des neutrophiles (Scozzi et al. 2019). Par
ces effets, les DAMPs mitochondriaux peuvent contribuer directement aux lésions
pulmonaires aigués et a I'inflammation systémique (Zhang et al. 2010).
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Figure 3 : Agonistes endogénes des TLRs et maladies immunitaires, d’'aprés Kawai et al. (Kawai and Akira
2010).

Les molécules endogénes libérées par les cellules mourantes, telles que HMGB1, les protéines de choc
thermique (Hsp) et les composants de la MEC (matrice extra-cellulaire), sont reconnues par TLR2, TLR4
ou TLR2-TLR4. L'amyloide-f3 et le LDL oxydé (Ox-LDL) sont tous deux détectés par TLR4-TLR6 avec le
corécepteur CD36. Les phospholipides oxydés (Ox-) générés aprés une infection et le peptide
antimicrobien B-defensine 2 sont reconnus par TLR4. La reconnaissance de ces molécules endogénes par
les TLR de surface cellulaire entraine une inflammation ainsi que des réponses de réparation. L'ADN et
I'ARN du soi, liés a LL37, sont internalisés dans les endosomes précoces et sont reconnus par TLR9 et
TLR7, respectivement. Le complexe HMGB1-ADN propre est internalisé via RAGE et est reconnu par TLRI.
Les complexes immunitaires contenant des acides nucléiques du soi sont internalisés via les récepteurs
Fc, tels que FcyRlla, et stimulent TLR7 et TLRI. L'ADN du soi incomplétement digéré pendant 'apoptose
est probablement détecté par un capteur d’ADN intracellulaire qui active TBK1. La reconnaissance des
acides nucléiques du soi par TLR7, TLR9 et un capteur d'’ADN non encore défini conduit a I'induction de
l'interféron de type | et favorise les maladies auto-immunes et/ou inflammatoires.

2.1.2 Cascade immuno-inflammatoire
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Au site de l'infection, lorsque le pathogene est reconnu, le systeme immunitaire
s'active et met en place une réponse inflammatoire localisée dans le but
d'éradiquer l'infection. Différents médiateurs sont alors libérés.

Les principales cytokines de la réponse pro-inflammatoire au sepsis sont le TNFa
et I'lL-1 (cf. Figure 4). Elles sont augmentées dans le plasma des patients septiques
(Bozza et al. 2007). Elles permettent le recrutement des cellules immunitaires sur
le site de l'infection, ainsi que leurs activations, la synthese d’'IL-6, IL-8, des dérivés
oxygénés et du NO. Le NO est d'ailleurs un puissant vaso-dilatateur vasculaire
responsable de la vasodilatation et de l'augmentation de la perméabilité
vasculaire dans le choc septique. L'IL-6, dont le pic de sécrétion chez le patient
septique est décalé par rapport a I'lL-1 et au TNFq, peut jouer un rdle inhibiteur et
stimuler la sécrétion des médiateurs anti-inflammatoires. L'interleukine-6 est le
principal stimulateur de la production de la plupart des protéines de la phase
aigué, par le foie notamment, (protéine C-réactive, sérum amyloide A,
haptoglobine, fibrinogene) induisant une réponse systémique lors du sepsis (cf.
Figure 5) (Gabay and Kushner 1999). L'interféron-y (IFN-y est produit par les
cellules NK, les lymphocytes Th1 et les lymphocytes T CD8+. Sa sécrétion permet
d’'amplifier la réponse anti-infectieuse. Il est d'ailleurs retrouvé dans le plasma des
patients septiques alors qu'il est indosable chez le patient sain (Calandra et al.
1990).

L'ensemble des cytokines synthétisées lors de la réponse pro-inflammatoire
agissent de facon synergique et amplifient la réponse en auto-entretenant leur
production. De plus, elles permettent le recrutement rapide des nombreuses
cellules de la réponse immunitaire (polynucléaires neutrophiles, monocytes,
macrophages, cellules dendritiques). Ces cellules présentatrices d’antigénes
migrent dans les tissus lymphoides et activent les lymphocytes B et T. Les T
cytotoxiques éliminent directement le pathogéne, les B, via la synthése
d’anticorps, le neutralisent. Ces cellules sont responsables d’'un état inflammatoire
dans la circulation, qui s'auto-amplifie. En I'absence de régulation négative de ce
phénomene, on parle dorage cytokinique caractérisé par un état d’hyper-
inflammation permanent avec sécrétion systémique massive de cytokines. Cette
réponse inflammatoire non contrélée systémique est responsable de l'apparition
de défaillances d'organes liée au tableau de choc septique.
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Figure 4 : Cinétique des cytokines dans le sepsis, d'aprés Steeland et al. (Steeland, Libert and
Vandenbroucke 2018).

Le facteur de nécrose tumorale (TNF) et l'interleukine (IL-)1 sont les premiéres cytokines a étre libérées
dans le sepsis et favorisent la sécrétion de I'lL-6. Ensemble, ces cytokines sont les chefs orchestre de la
phase pro-inflammatoire du sepsis. Aprés un certain temps, des mécanismes de compensation
apparaissent pour atténuer la réponse pro-inflammatoire, comme I'lL-10, I'antagoniste du récepteur de
I'IL-1 (IL-1Ra) et le récepteur soluble du TNF (STNFR).
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Figure 5 : Modéles caractéristiques de changement dans les concentrations plasmatiques de certaines

protéines de la phase aigué aprés un stimulus inflammatoire modéré, d'aprés Gabay et al. (Gabay and
Kushner 1999).

2.1.3 Immunosuppression liée au sepsis

L'amélioration de la compréhension physiopathologique a permis la mise en
évidence d'un état d'immunosuppression lors du sepsis, caractérisé aussi bien par
une altération des cellules du systéme immunitaire inné, que du systeme
immunitaire adaptatif (Hotchkiss and Karl 2003; Hotchkiss, Monneret and Payen
2013a). De facon plus précise, l'altération de la fonction immunitaire doit étre
associée a un risque majoré d'infections, conséquence de I'immunosuppression,
pour répondre a la définition de limmunosuppression, que laltération
immunitaire soit quantitative et/ou qualitative, quel que soit la fonction touchée,
et quel qu'en soit la cause (Venet and Monneret 2018). Pour ce qui est de
'immunosuppression apres un choc septique, de nombreuses données ont
confirmé le surrisque d'infections secondaires apres un sepsis, que cela soit un
risque majoré d'infections nosocomiales (Landelle et al. 2010; Grimaldi et al. 2011),
de réactivation virale a HSV (Luyt et al. 2007) ou a CMV (Limaye et al. 2008),
d’infections fongiques séveres a levures peu pathogenes (Leroy et al. 2009;
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Monneret et al. 2011), ou la persistance, aprés plusieurs semaines
d'antibiothérapie, de foyers infectieux initialement responsables du choc septique
(Torgersen et al. 2009). Les données immunologiques montrent aussi une
altération quantitative et qualitative des cellules effectrices de I'immunité chez les
patients septiques et seront discutées dans le chapitre 2.2 (Altération immunitaire
liée au sepsis en réanimation). Pour certains auteurs, cette immunosuppression
liée au sepsis correspond a une défaillance d'organe au méme titre que les
organes comme le coeur, les poumons, le rein etc. (Venet and Monneret 2018).

L'immunosuppression liée au sepsis, transitoire ou non, a été initialement décrite
plutdt comme décalée dans le temps. Des travaux montrent que cette phase se
déclenche plutdt de maniere simultanée et reflete la réponse globale de I'hote
(Novotny et al. 2012). Deux hypothéses sont discutées (cf. Figure 6) : 'une suggere
que les déces précoces seraient dus a I'importance de I'hyper-inflammation, les
déces tardifs étant liés a une réponse anti-inflammatoire prédominante ; l'autre
avance que les décés tardifs seraient plutét dus a une inflammation persistante
causant des défaillances d’'organe (Xiao et al. 2011). Elles ont en commun un échec
de retour a 'lhoméostasie, certains patients ne restaurant jamais leur systeme
immunitaire et évoluant vers un état dimmunosuppression, entrainant ainsi le
décés du patient. Ces déceés tardifs représentent plus de 70% des déces totaux liés
au sepsis, en comparaison avec les déces précoces, confirmant I'hnypothese que
des altérations du systéme immunitaire s'installent et perdurent au cours du
temps, sur des durées d'une ou plusieurs semaines (Hotchkiss et al. 2009; Delano
and Ward 2016; Shankar-Hari and Rubenfeld 2016). Des données récentes d'une
série de patient en choc septique montrent, qu'a la sortie de réanimation, 80 %
d’entre eux n'avaient pas encore normalisé leur fonction immunitaire (Zorio et al.
2017).
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Figure 6 : Théories concurrentes de la réponse immunitaire de I'h6te dans le sepsis, d’‘aprés Hotchkiss et
al. (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a).

(Théorie n° 1) : Des études récentes montrent que l'activation des réponses immunitaires pro- et anti-
inflammatoires se produit rapidement apres le début du sepsis. Les cellules du systeme immunitaire
inné, notamment les monocytes et les neutrophiles, libérent de grandes quantités de cytokines pro-
inflammatoires qui stimulent [l'inflammation (ligne bleue - jours 1-3). L'intensité de la réponse
inflammatoire initiale varie d'un patient a l'autre, en fonction de multiples facteurs, dont la charge et la
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virulence de l'agent pathogéne, les comorbidités du patient et les facteurs génétiques de I'hdte. Les décés
précoces en cas de sepsis (ligne rouge supérieure - jour 3) sont généralement dus a une réponse
hyperinflammatoire de type "tempéte de cytokines" accompagnée de fiévre, de choc réfractaire,
d'acidose et d'hypercatabolisme. Un exemple de ce scénario serait un jeune patient mourant du
syndrome du choc toxique ou d'une méningococcémie. La plupart des patients voient leur immunité
innée et adaptative restaurée et survivent a l'infection (récupération - jour 6). Si le sepsis persiste, la
défaillance d'éléments critiques du systeme immunitaire inné et adaptatif se produit, de sorte que les
patients entrent dans un état dimmunosuppression profond (lignes bleue et rouge - aprés le 6e jour).
Les décés sont dus a l'incapacité du patient & éliminer les infections et au développement d'infections
secondaires.

(Théorie n° 2) : Une théorie concurrente du sepsis reconnait qu'il y a une activation précoce de I'immunité
innée et une suppression de I'immunité adaptative. Selon cette théorie, les décés dus au sepsis sont dus
a une activation persistante de I'immunité innée qui entraine une inflammation irréductible et des
lésions organiques. Selon cette théorie, les décés tardifs dans le sepsis sont dus & une inflammation sous-
jacente persistante induite par I'immunité innée.

Les mécanismes responsables de limmunosuppression liée au sepsis sont
nombreux et seront développés dans le chapitre 2.2 (Altération immunitaire liée
au sepsis en réanimation). Leur compréhension est indispensable car pouvant
servir de cible thérapeutique. Parmi ceux-ci, 'augmentation de l'apoptose des
cellules T, B et dendritiques au cours du sepsis entraine une diminution du
nombre de cellules immunitaires circulantes et démontre un effet
immunosuppresseur propre des cellules apoptotiques (Hotchkiss and Nicholson
2006).

Les monocytes sont des acteurs clés de la réponse immunitaire. Leur atteinte
entraine une altération de la réponse innée et touche l'ensemble de leurs
fonctions : la phagocytose des micro-organismes pathogenes, la présentation de
'antigene aux lymphocytes T via les molécules de CMH-II, et la production de
cytokines. HLA-DR est une molécule du CMH-II dont I'expression est diminuée a la
surface des monocytes lors des syndromes septiques (Monneret et al. 2004;
Pachot et al. 2005b). Des études ont montré qu’'une valeur basse de I'expression
monocytaire d'HLA-DR (mHLA-DR), ou un retour tardif a des valeurs normales,
étaient liés a une augmentation de la mortalité (Wu et al. 2011) et a I'apparition
d'infections secondaires en réanimation (Lukaszewicz et al. 2009). L'ensemble de
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la littérature suggére le lien entre mHLA-DR et le syndrome septique. Son
utilisation parait utile comme biomarqueur, permettant ainsi le monitorage des
patients septiques et sera détaillée chapitre 2.2 (Altération immunitaire liée au
sepsis en réanimation).

D’autres récepteurs a la surface des monocytes ont une expression qui varie lors
d’'un sepsis, par exemple, 'expression de PD-L1 et PD-L2 (« Programmed cell Death
Ligand 1 »), récepteurs de co-inhibition, est augmentée. L'augmentation de
I'expression de ces derniers a la surface des monocytes serait liée a la gravité du
syndrome (score de sévérité) et a la mortalité (Pan et al. 2015). lls joueraient un
role dans la phase dimmunodépression en inhibant l'activation des lymphocytes
T par leur liaison au récepteur PD-1 du lymphocyte T lors des syndromes
septiques. Les mécanismes cellulaires plus précis seront développés dans le
chapitre 2.2 (Altération immunitaire liée au sepsis en réanimation).

Actuellement, deux grandes incertitudes compliquent la validation de la théorie
de l'immunosuppression dans le sepsis. Premiérement, la profondeur de la
dysfonction immunitaire ainsi que le type d'atteinte de celle-ci n'est probablement
pas uniforme au cours du temps ou entre les individus. Deuxiemement, le fait que
'immunosuppression dans le sepsis conduise a favoriser les infections
secondaires, responsables de la morbi-mortalité dans le sepsis, n‘est pas bien
démontré (Angus and Opal 2016).

Un travail récent dans le cadre du projet MARS (« Molecular Diagnosis and Risk
Stratification of Sepsis ») a mis en évidence ces limites en montrant, sur une large
cohorte prospective, que la contribution des infections secondaires jouait
probablement modestement dans la morbi-mortalité a court terme (van Vught et
al. 2016). De plus, l'analyse transcriptomique sur les leucocytes circulants,
permettant I'étude du profil de I'expression des genes impliqués dans la réponse
pro- et anti-inflammatoire, n'a pas permis de mettre en évidence un profil typique
de l'atteinte liée a I'immunosuppression dans le sepsis. Cela confirme le fait que
'immunosuppression au cours du sepsis n'est pas uniforme et commune a tous
les patients.

Récemment, un nouvel axe de recherche a mis en évidence I'importance de la
reprogrammation métabolique et épigénétique des cellules de la réponse
immunitaire, conduisant a un virage majeur du profil transcriptionnel (Arts et al.
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2017). L'étude du meétabolisme énergétique de la cellule, notamment de la
glycolyse, ou encore de son utilisation de I'oxygéne, a permis de mettre en avant,
entre autre, une diminution de la glycolyse et de la consommation d'oxygene chez
les monocytes de patients septiques (Cheng et al. 2016). Des voies de signalisation
défectueuses impliquant mTOR (« mechanistic Target Of Rifampicin »), kinase
intervenant dans la 'homéostasie énergétique de la cellule, peuvent s'orienter
vers une restauration sous IFN-y pour la population monocytaire, ou sous rhiL-7
(« recombinant human IL-7 ») pour les lymphocytes T (Cheng et al. 2016; Venet et
al. 2017).

2.2 Altération immunitaire liée au sepsis en réanimation

De nombreuses observations ont essayé de caractériser la réponse immunitaire
dans le choc septique, au-dela de la réponse inflammatoire initiale. Le but de cette
caractérisation est de savoir si les patients septiques sont réellement
immunodéprimés en considérant I'ensemble de la réponse immunitaire, qu'elle
soit innée ou adaptative.

2.2.1 Cellules effectrices circulantes de lI'immunité innée

2.2.1.1 Les monocytes

Les monocytes sont des cellules circulantes dont le rdle dans la réponse
immunitaire est central. Ils assurent la phagocytose des micro-organismes
pathogénes, la présentation de I'antigene aux lymphocytes T, et produisent des
cytokines. Ces fonctions permettent l'activation ciblée des lymphocytes T via la
présentation d'un antigéne microbien par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe ll, et d'un signal d’activation secondaire via les
récepteurs de co-stimulation CD80 et CD86 a la surface du monocyte.
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Chez les patients en sepsis, de nombreux travaux montrent une altération
phénotypique des monocytes.

L'expression de CD14, co-récepteur au LPS, est altérée chez le patient septique et
une diminution du CD14 membranaire serait associée a une augmentation de la
mortalité (Brunialti et al. 2006; Schaaf et al. 2009).

D’autre part, de nombreux travaux ont montré une diminution lors du sepsis de
'expression d'une molécule du CMH-Il, nommée HLA-DR (Human Leukocyte
Antigen), exprimée a la surface des monocytes (Monneret et al. 2004; Pachot et al.
2005b; Lukaszewicz et al. 2009). Cette perte d'expression des molécules d'HLA-DR
a la surface des monocytes (MHLA-DR) aprés un choc septique serait associée a
I'apparition d’infection nosocomiale, les patients qui maintenaient un niveau plus
bas d’expression de mHLA-DR, mesuré en MFI (Mean Fluorescence Intensity) par
cytométrie de flux, étaient plus a risque de développer une infection secondaire
(Landelle et al. 2010). De plus, dans ce travail, 'analyse multivariée montrait qu'un
niveau de mHLA-DR qui restait bas était associé de facon indépendante avec
I'apparition d'une infection nosocomiale aprés ajustement avec les parameétres
cliniques confondants habituels (sexe, score de défaillance d'organe SAPS I
(Simplified Acute Physiology Score IlI) et SOFA (Sepsis-related Organ Failure
Assessment), durée de cathétérisation et durée d'intubation. Cette perte de
fonctionnalité de présentation de l'antigene par les monocytes peut donc
expliquer en partie la défaillance immunitaire conduisant au développement
d’infections nosocomiales. Avec le méme type d’approche, en analyse multivariée,
des résultats similaires ont été montrés sur la mortalité : les patients conservant
un mMHLA-DR bas aprés un choc septique présentaient de facon indépendante, un
surrisque de mortalité (Monneret et al. 2006).

De facon intéressante, l'utilisation de mHLA-DR s'est étendue a de nombreuses
situations de réanimation. Par exemple, chez le polytraumatismé, les patients. qui
ne restauraient pas le niveau dexpression de mHLA-DR au cours de leur
hospitalisation étaient plus a risque de développer une infection secondaire
(Gouel-Chéron et al. 2015). Autre exemple, chez des patients grands brulés, une
étude observait une baisse progressive de mHLA-DR au cours de I'hospitalisation,
et les patients dont I'expression restait basse faisaient des infections séveres apreés
15 jours (Venet et al. 2007).
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L'expression des récepteurs de co-stimulation CD80 et CD86 est aussi modifiée
lors du sepsis. Celle-ci diminuait lors du sepsis (Mokart et al. 2011) et des
polymorphismes génétiques situés sur le géne codant pour CD86 ont été décrits
dans la population chinoise, montrant une susceptibilit¢ a développer une
infection secondaire a une pneumopathie (Wang, Gui and Zhang 2015).

D’autres molécules co-stimulatrices, négatives cette fois-ci, PD-1 (Programmed cell
death 1), et ses ligands PD-L1 et PD-L2 (Programmed cell death ligand), sont
impliquées dans un mécanisme dimmunosuppression liée au sepsis qu'est
I'épuisement cellulaire T (Day et al. 2006; Boomer et al. 2011). Cet épuisement
consiste en une perte de la fonction effectrice lymphocytaire T, a savoir des
capacités de prolifération, de production de cytokines ou d'induction de mort
cellulaire par cytotoxicité, ainsi qu'une augmentation de I'apoptose des cellules T
(Wherry 2011). Aprés activation des cellules T, PD-1 est rapidement induit et
ensuite exprimé a la surface des cellules T CD4 et CD8, ou il interagit avec PD-L1
et PD-L2. PD-L1 est quant a lui largement exprimé a la surface des cellules
hématopoiétiques ou non, et son expression est fortement augmentée lors du
sepsis (Sharpe et al. 2007). Au cours du sepsis, plusieurs travaux suggeéerent un lien
entre 'augmentation de I'expression des molécules de la famille de PD-1 et |'état
dimmunosuppression. Chez des patients en choc septique, leurs expressions a la
surface des monocytes et des lymphocytes CD4 augmentaient, ceci n'étant pas le
cas chez les patients polytraumatisés ou volontaires sains. Cette augmentation
était de plus associée a la mortalité et a I'apparition d'infections secondaires, mais
aussi a une diminution de la prolifération lymphocytaire et de 'augmentation du
taux d'IL-10 plasmatique (Guignant et al. 2011). Une autre étude plus récente
montrait que le niveau d’expression de PD-L1 a la surface des monocytes était
corrélé a la mortalité a 28 jours dans le sepsis (Shao et al. 2016). Ces travaux
suggerent le r6le immunosuppresseur de l'activation de la voie PD-1/PD-L1 dans
le choc septique (cf. aussi paragraphe 2.2.3 Lymphocytes).

Au-dela des altérations phénotypiques, des altérations fonctionnelles des
monocytes ont aussi été décrites lors du sepsis.

Des atteintes des capacités de présentation de l'antigéne et, de ce fait, d’activation
des lymphocytes T ont été avancées. Des travaux ont montré ex vivo une
diminution des capacités de prolifération T et de production d'IFN-y aprés
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stimulation des PBMCs au LPS, mais aussi d'une diminution de HLA-DR et CD86
sur les monocytes (Poujol et al. 2015). Manjuck et al. ont aussi montré la diminution
de la réponse proliférative aux stimulations antigéniques de rappel (toxoide
tétanique ou candidine) chez les patients atteints de sepsis en association avec
une perte de I'expressions de HLA-DR et CD86 sur les monocytes (Manjuck et al.
2000).

La production de cytokines par les monocytes semble étre aussi modifiée au cours
du sepsis. Des études suggeérent une diminution de la production des cytokines
pro-inflammatoires en réponse a une stimulation par LPS (comme TNFa, IL-1B, IL-
6 (Weiss et al. 2001; Brunialti et al. 2006)) au profit de cytokine anti-inflammatoire
(comme IL-10 (Baffari et al. 2013)), pourvoyeuse d'un état d'immunosuppression.
Une étude récente chez des patients de réanimation montrait que la production
de TNF-a intracellulaire, mesurée en cytométrie de flux, était moindre aprés
restimulation des monocytes par du LPS chez les patients aprés choc septique que
chez des contrdles sains (Monneret et al. 2017). Ce travail suggere I'nypothése
d’'une altération de la fonctionnalité des monocytes aprés un choc septique, ceux-
ci n"étant plus capables de produire des protéines de l'inflammation en cas d’'une
stimulation par une endotoxine bactérienne.

Peu de données sont disponibles sur l'altération de la fonction phagocytaire,
pourtant fonction pivot des monocytes. L'expression de CD64 semble étre un
marqueur de l'activité phagocytaire. Récepteur de haute affinité au fragment Fcy
de la chaine lourde des IgG, il est exprimé a I'état basal a la surface des monocytes.
Apres activation par des cytokines pro-inflammatoires (IFN-y (Schiff et al. 1997)),
par liaison des endotoxines au récepteur membranaire CD14 (Pugin et al. 1994)
ou par opsonisation (via IgG ou protéines du complément (Takano et al. 2000)),
'expression de CD64 était augmentée dans les 24 premiéres heures du choc
septique, favorisant ainsi la fonction phagocytaire du monocyte (Danikas et al.
2008). L'augmentation de CD64 a la surface a la fois des polynucléaires
neutrophiles et des monocytes était d'ailleurs corrélée favorablement avec la
survie chez le patient septique (Danikas et al. 2008). Malgré une littérature
discordante sur la diminution de l'activité phagocytaire du monocyte chez les
patients septiques, un travail plus récent montrait que, a moins de 48h du début
du sepsis, I'expression membranaire de CD64 a la surface des monocytes était
plus élevée chez les survivants que chez les non survivants, et que ce niveau
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d’expression diminuait au cours du temps (J7 et J14) chez le patient septique
(Ferreira da Mota et al. 2018). De facon intéressante, les auteurs montraient aussi
une corrélation forte entre I'expression de HLA-DR et CD64 a la surface des
monocytes au début du sepsis, les non-survivants présentant principalement une
faible expression de mHLA-DR et de CD64 (Ferreira da Mota et al. 2018).

2.2.1.2 Les polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) participent a la premiere ligne de défense
de I'néte. En présence d'un signal de danger, ils synthétisent des cytokines pro-
inflammatoires et des molécules d’adhésion nécessaires a leur recrutement au
niveau du site inflammatoire. Apres activation, ils sont capables de phagocyter les
micro-organismes pathogénes, de libérer par dégranulation des peptides
antimicrobiens, des formes réactives de I'oxygéne (ROS : reactive oxygen species),
et mettre en place de la NETose.

Lors de la phase initiale du sepsis, des formes immatures de PNN apparaissent
dans la circulation sanguine (Drifte et al 2013). Durant la phase
dimmunosuppression, a la fin de la premiére semaine, des travaux ont montré
que la persistance d'une proportion élevée de neutrophiles immatures était
associée a la mortalité en réanimation (Demaret et al. 2015) et a 'aggravation des
patients septiques (Guérin et al. 2014). Ces travaux suggerent aussi une altération
des capacités de chimiotactisme, de stress oxydatif et une diminution du contenu
en lactoferrine des PNN immatures dans le choc septique (Demaret et al. 2015).
Ces neutrophiles immatures appartiennent a une nouvelle classe de cellules
récemment décrites, notamment en cancérologie, que sont les Myeloid-Derived
Suppressor Cell (MDSC), et pourraient jouer un role dans la physiopathologie du
choc septique. L'impact clinique de cette lignée a déja été souligné dans une étude
montrant un lien entre 'augmentation du pourcentage des MDCS produisant de
I'arginase 1 et la survenue d'infections nosocomiales chez des patients septiques
de réanimation, inhibant la prolifération cellulaire T et suggérant le role majeur de
ces lignées dans I'immunosuppression liée au sepsis (Uhel et al. 2017).
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2.2.1.3 Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont des cellules clés dans l'organisation de la réponse
immunitaire, au vu de leur rdle dans la présentation de l'antigéne. D'aprés les
résultats de Grimaldi et al., apres un choc septique, une diminution importante
des cellules dendritiques a la fois circulantes (pDC: « plasmacytoid dendritic
cells ») et tissulaires (mDC : « myeloid dendritic cells ») était observée comparé au
patient sain. Cette déplétion se maintenant dans le temps, la persistance d'un
nombre de mDC était associé a la survenue d'infections secondaires en
réanimation (Grimaldi et al. 2011). Apres phagocytose de pathogénes ou aprés
activation par des signaux de danger (DAMPs et PAMPs), les mDC migrent vers les
organes lymphoides secondaires ou elles présentent ces antigénes aux cellules de
I'immunité adaptative. Une revue générale publiée en 2015 reprenait les notions
de diminution du nombre des cellules dendritiques a la phase initiale du sepsis,
par apoptose ou par disparition des formes matures via la synthése prédominante
d’IL-10 (Roquilly and Villadangos 2015). Elle reprenait aussi les données connues
sur l'altération a long terme des fonctions de ces cellules, notamment de perte de
capacité de présentation de l'antigéne (Roquilly and Villadangos 2015). Cet état
dimmunosuppression, durait plusieurs semaines et rendait impossible une
réponse immunitaire efficace.

2.2.2 Organes lymphoides

En dehors des cellules circulantes, d’'autres organes subissent une altération
immunitaire liée au sepsis.

Les organes lymphoides primaires (la moelle osseuse et le thymus) sont les lieux
de différenciation et de maturation des lymphocytes. La moelle osseuse est aussi
le siege de 'hématopoiese, aboutissant entre autres a la production des lignées
myéloides et lymphoides. Elle contient donc les précurseurs des cellules
circulantes de I'immunité. Des données a partir de biopsie ostéo-médullaire de
patients de réanimation montraient, qu'au niveau de la moelle osseuse, une
diminution de l'expression de mHLA-DR sur les lignées monocytaires (Faivre,
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Lukaszewicz and Payen 2016). En résumant des données connues, on décrit au
sein de la moelle osseuse, lors de traumatisme, d'infection, de cancer ou
dinflammation, un blocage de la lignée myéloide, avec une altération des
granulocytes devenant immatures, une diminution du nombre ainsi qu'une
altération des fonctions des macrophages et des cellules dendritiques. En
compensation, on observe une augmentation des cellules myéloides immatures
qui possédent des propriétés immunosuppressives, que I'on nomme les MDSC
(Glatman Zaretsky, Engiles and Hunter 2014; Manz and Boettcher 2014). Associés
au systéme nerveux sympathique innervant la moelle osseuse et connus comme
jouant un rdle dans la réponse immunitaire, les médiateurs solubles libérés dans
la circulation sanguine et qui passent aussi dans la circulation médullaire,
modulent la réponse immunitaire dés la genése de cellules circulantes de
'immunité (Nahrendorf 2018; Venet and Monneret 2018).

Les organes lymphoides secondaires sont les lieux d'activation des lymphocytes
matures naifs, et donc le point de départ de la réponse immunitaire adaptative.
Un travail analysant les biopsies post-mortem d’organes lymphoides secondaires,
ici rate et poumon, montrait par exemple que la perte de I'expression de HLA-DR
observée dans les cellules circulantes des patients décédés de choc septique, se
retrouvait, de facon similaire et parallele, diminuée a la surface des cellules
présentatrices d'antigéne et des macrophages tissulaires des organes lymphoides
(Boomer et al. 2011). Ces données avaient aussi été obtenues sur des lavages
broncho-alvéolaires de patients polytraumatisés, sans Iésion pulmonaire initiale,
montrant que ceux dont I'expression d'HLA-DR restait basse sur les macrophages
alvéolaires, développaient des infections pulmonaires nosocomiales, une
augmentation du taux d'IL-10 dans les lavages étant aussi observée chez ces
méme patients (Muehlstedt, Lyte and Rodriguez 2002). De la méme facon, chez
des patients en postopératoire de chirurgie cardiaque, une diminution de mHLA-
DR a la surface des macrophages alvéolaires favorisait l'apparition de
pneumopathie postopératoire (Chalk et al. 2013), allant dans le sens d'une
défaillance immunologique systémique apparaissant aprés une agression.

En résumé, I'ensemble de la lignée myéloide est affecté par le sepsis : au niveau
de la moelle osseuse qui génére globalement des cellules plutot
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immunosuppressives ; au niveau des cellules circulantes, comme les monocytes
qui perdent leur propriété inflammatoire; au niveau des organes ou les
macrophages perdent aussi leur propriété et les cellules dendritiques ne sont plus
capables de présenter I'antigéne (Venet and Monneret 2018) (cf. Figure 7).

Myeloid cells @
e | —
Neutrophil i
[ 1 1 -—J Monocyte Dendritic cell
. Ti-10
Altered neutrophil T Immature || T MDSCs 1 4 T PGE2
function neutrophils T 6 . Lie T TGFB
1 Chemotaxis i Chemotaxis $ PGE2
1 Myeloperoxidase ] HLA"DR TGFp -
 Lactoferrin 1 Antigen .
presentation TPD1
1 CD80 and CD86 TPDL1
{iL-12
{ HLA-DR
U Antigen presentation
1 CD80 and CD86
1 Cell number (apoptosis)

! !

Altered first line Inhibition of Altered inflammatory response Incomplete activation of T cells
of defence T cell proliferation

Figure 7 : Altération des fonctions immunitaires innées aprés un sepsis, d'aprés Venet et al. (Venet and
Monneret 2018).

La réponse immunitaire innée est altérée aprés un sepsis chez les patients et les souris. Ces altérations
immunitaires se produisent non seulement dans le sang mais aussi dans la moelle osseuse et dans des
organes éloignés du site initial de l'infection. Ces altérations comprennent une libération accrue de
neutrophiles immatures et de cellules suppressives dérivées de la myéloide (MDSC) & partir de la moelle
osseuse, qui s‘accompagne également d'altérations des fonctions des neutrophiles matures. Le
phénotype et les fonctions des monocytes et/ou des macrophages et des cellules dendritiques sont
également altérés et comprennent une diminution des fonctions effectrices, une augmentation de la
production de médiateurs anti-inflammatoires et une augmentation de I'expression des inhibiteurs de
points de contrbéle immunitaire. Ces altérations sont délétéres pour I'héte, car elles entrainent une
diminution de la réponse de premiére ligne contre l'infection et une diminution de l'inflammation, ainsi
qu’une altération des fonctions des lymphocytes T.

2.2.3 Lymphocytes
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Les lymphocytes interviennent dans limmunité adaptative. Aprés un choc
septique, on observe une lymphopénie profonde. Des auteurs montraient que,
deés I'admission, 'ensemble des sous populations lymphocytaires était effondré, y
compris les lymphocytes T CD4, et cela persistait dans le temps (Venet and
Monneret 2018). D’autres équipes ont confirmé ce résultat, en observant par
exemple que l'absence de restauration du compte de lymphocytes T dans la
premiere semaine d'un choc septique était associée a la mortalité (Le Tulzo et al.
2002). De plus, I'équipe de Drewry et al. avait montré que plus cette lymphopénie
était profonde, plus la mortalité était élevée a )28, et que de plus, la lymphopénie
profonde mesurée a J4 était associée a la mortalité a 1 an (Drewry et al. 2014).
Cette lymphopénie semblait favoriser aussi I'apparition d'infections secondaires
chez les patients de réanimation (Adrie et al. 2017).

Chez les quelques lymphocytes qui persistent apres le début du sepsis, une
surexpression des molécules PD-1 et PD-L1 était observée et associée soit a la
mortalité soit a I'apparition d'infection nosocomiale (Guignant et al. 2011). Au
niveau des organes lymphoides primaires, en l'occurrence le thymus pour les
lymphocytes, des données animales basées sur des modeles de sepsis bactérien
montraient 'effondrement des thymocytes, précurseurs des lymphocytes T, aprés
un sepsis (Netzer et al. 2017) allant jusqu’a I'atrophie du thymus (Kong et al. 2016).
Cette atrophie thymique entraine une diminution de la diversité du répertoire T et
donc une perte de I'immunosurveillance dans la capacité a détecter un grand
nombre de pathogénes. Des données similaires de biologies moléculaires chez le
patient en choc septique montraient aussi une perte de clonalité du répertoire
lymphocytaire T, indépendamment de la lymphopénie, en comparaison au
répertoire de sujets sains. De plus, cette diminution de la diversité du répertoire
de cellules T était corrélée trés fortement a la mortalité (p = 0,0058 ; HR = 4,48 ;
95% IC 1,96-53,32) et au développement dinfections nosocomiales (p < 0,05)
(Venet et al. 2013a).

Au total, et de facon trés succincte, chez les patients septiques, et quel que soit le
type de lymphocytes, leur nombre absolu diminue. On observe aussi une
diminution des fonctions effectrices au profit d'une augmentation des fonctions
régulatrices ou suppressives via les molécules PD-1 et PD-L1 (Venet and Monneret
2018) (cf. Figure 8).
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Figure 8 : Altération des fonctions immunitaires adaptatives aprés un sepsis, d'aprés Venet et al. (Venet
and Monneret 2018).

La réponse immunitaire adaptative est altérée apres un sepsis chez les patients et chez les souris. Le
sepsis affecte les fonctions effectrices et les phénotypes des cellules T, des cellules B et des lymphocytes
de type inné, tels que les cellules tueuses naturelles (NK). La cytotoxicité des cellules NK, la production
d'IFNy par les lymphocytes T et la prolifération cellulaire des lymphocytes B sont réduites, tandis que
'expression des inhibiteurs de points de contrble immunitaire est augmentée dans les cellules NK et les
lymphocytes T. Les proportions de cellules T et de cellules B épuisées et régulatrices sont élevées aprés
un sepsis, alors que ces types cellulaires jouent un réle majeur dans la régulation des fonctions des
lymphocytes effecteurs. CTLA4, cytotoxic T lymphocyte protein 4 HLA DR, HLA class Il histocompatibility
DR ; Ig, immunoglobuline ; GM CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ; LAGS3,
lymphocyte activation gene 3 protein,; NKT, natural killer T; PD1, protéine de mort cellulaire programmée
1, PDL1, ligand 1 de mort cellulaire programmée ; TCR, récepteur de cellules T ; TGFB, facteur de
croissance transformant f3; TIM3, récepteur de mucine d'immunoglobuline de cellule T 3.
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2.3 Prise en charge de 'immunosuppression liée au sepsis

A la phase initiale du choc septique, les 2 ou 3 premiers jours,
'immunosuppression est un processus physiologique adaptatif qui permet, chez
tous les patients de limiter les dégats liés a la réponse inflammatoire (Hotchkiss,
Monneret and Payen 2013a). Dans un second temps, le systeme immunitaire des
patients septiques évolue soit favorablement vers un retour a 'lhoméostasie, soit,
chez certains patients, vers un processus pathologique mal adaptatif
dimmunosuppression (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a). Il semble donc
difficile de prévenir cet état dimmunosuppression.

Pour lutter contre la phase hyper-inflammatoire du sepsis, de nombreux essais
thérapeutiques utilisant des molécules anti-inflammatoires ont été conduits mais
se sont révélés négatifs. Cependant, la lecture rétrospective de ces essais a permis
de mettre en évidence l'efficacité de ces thérapeutiques, comme les traitements
par antagoniste du récepteur a I'lL-1 (Shakoory et al. 2016) ou l'anti-TNF (Panacek
et al. 2004), notamment dans les sous-groupes de patients les plus graves. Les
discussions actuelles s'orientent vers [lidentification des patients pouvant
bénéficier de ces traitements, leur délai et leur durée d’administration, ainsi que
le relai avec des thérapeutiques immuno-stimulatrices (Venet and Monneret
2018).

Le concept d'immuno-stimulation s'applique a la phase d'immunosuppression liée
au sepsis. Le but est daméliorer la réponse immunitaire pour favoriser
I'élimination du foyer infectieux et lutter contre les infections secondaires. En effet,
I'action de I'antibiothérapie a elle seule, dans la défense anti-infectieuse, n'est pas
suffisante pour garantir une élimination compléte des bactéries chez les patients
immunosupprimés. L'emploi de molécules immunostimulantes provoque une
restauration du systéme immunitaire qui, associée a 'antibiothérapie, permet une
élimination définitive du pathogene.

Plusieurs stratégies ont déja été évaluées, quatre molécules ressortent des
travaux de ces derniéres années (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013b). L'IFN-y
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(interféron-y) et le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor)
auraient pour cible plutét la réponse immunitaire innée, tandis que I'IL-7 et
PD1/PDL-1 plutdt la réponse adaptative (cf. Figure 9).

L'IFN-y est produit par les lymphocytes Th-1. Il active les monocytes, augmente la
capacité de présentation de I'antigene et de phagocytose et permet la libération
de cytokines inflammatoires induites par les LPS. Initialement décrit comme ayant
un effet bénéfique dans I'anergie des monocytes lors du sepsis (Docke et al. 1997),
son efficacité a été rapportée chez des patients porteurs d'infections séveéres
(Lukaszewicz et al. 2009; Nalos et al. 2012) et corrélée a une augmentation de la
réponse immunitaire, y compris a celle dHLA-DR (Venet and Monneret 2018).
Malgré ces données préliminaires prometteuses, aucune étude randomisée
contrélée n'a évalué I'lFN-y. Une étude de phase Il randomisée multicentrique
internationale a débuté en juillet 2021 visant a inclure 280 patients en choc
septique, traités par anakinra (anti-IL-1) en cas d’hyperinflammation (mHLA-DR
élevé), par IFN-y en cas dimmunosuppression (mHLA-DR abaissé) ou placebo
(Personalized Immunotherapy in Sepsis (ImmunoSep) ClinicalTrials.gov Identifier :
NCT04990232).

Le GM-CSF est un facteur de croissance hématopoiétique. Il stimule la production
meédullaire des neutrophiles et monocytes, et stimule potentiellement I'activation
et la survie des monocytes. Son effet a été étudié, entre autres, chez 'enfant dans
le cadre de 'immunosuppression liée au sepsis avec des résultats montrant une
restauration de la réponse immunitaire et une diminution des infections
nosocomiales (Hall et al. 2011). Chez I'adulte, des données prometteuses issues
d’'une étude contrdlée chez des patients en sepsis montrent que I'administration
de GM-CSF guidée par le monitorage de limmunosuppression par mHLA-DR
permettait de restaurer les fonctions immunitaires des monocytes (Meisel et al.
2009). Une étude multicentrique francaise est en cours pour essayer de
démontrer l'effet clinique de ce traitement immuno-modulateur, notamment sur
I'apparition des infections secondaires en réanimation (NCT02361528).

L'IL-7 est une cytokine indispensable a la croissance, a la différenciation et aux
fonctions effectrices des cellules T, et qui régule négativement les lymphocytes
Treg. De nombreuses données ex vivo sur I'effetimmunomodulateur positif de I'lL-
7 dans I'immunosuppression liée au sepsis sont a l'origine d’études de phase Il,
dont un travail récent montrant une restauration du nombre de lymphocytes chez
des patients immunosupprimés en choc septique (Francois et al. 2018).
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PD1 (Programmed cell Death protein 1) et les récepteurs du systeme PD1
constituent une voie potentielle de contrdle de I'immuno-régulation. Bloquer
I'interaction entre PD1 et ses ligands, PDL1 et PDL2, permet d'inhiber le contrdle
négatif de la réponse immunitaire au niveau des lymphocytes T. Ces anticorps
ciblant le systeme PD1 sont utilisés en cancérologie et ont fait progresser les prises
en charge (Dyck and Mills 2017). Chez les patients septiques, certains auteurs ont
observé une relation entre I'expression de molécules liée au systéme PD1 et la
dysfonction du systéme immunitaire liée au sepsis comme la prolifération
lymphocytaire, et la mortalité ou les infections secondaires liées au sepsis (Chang
et al. 2014; Patera et al. 2016). Une étude de phase Il randomisée contre placebo
montre que le traitement par anti-PDL-1 restaure les fonctions immunitaires chez
20 patients septiques immunosupprimeés (Hotchkiss et al. 2019a). De la méme
fagon, des données issues d'une étude de phase Il sur I'anti-PD-1 donnent des
résultats prometteurs sur la restauration accélérée du statut immunitaire
(Hotchkiss et al. 2019b).
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Figure 9 : Immunopathogénie du sepsis et interventions immunomodulatrices, d'aprés (van der Poll,
Shankar-Hari and Wiersinga 2021).
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La réponse de I'h6te au sepsis commence par la reconnaissance d'un agent pathogéne par le systéme
immunitaire. Les récepteurs de reconnaissance de la surface cellulaire et des formes intracellulaires, tels
que les récepteurs de type Toll (TLR), les récepteurs de type domaine d'oligomérisation de liaison aux
nucléotides (NLR), les récepteurs de type lectine C (CLR) et les récepteurs de type gene inductible par
l'acide rétinoique (RLR) reconnaissent les motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMPs),
puis la réponse inflammatoire est déclenchée. L'ampleur de la réponse immunitaire individuelle dépend
de l'agent pathogéne (par exemple : la charge microbienne et la virulence) et des facteurs de I'hbte (par
exemple : I'age, la génétique, les comorbidités et les médicaments). Une réponse dérégulée de 'hbte peut
contribuer a la défaillance des organes et a la mort. La réponse pro-inflammatoire se caractérise par la
libération de médiateurs pro-inflammatoires (tels que les cytokines, les protéases et les dérivés réactifs
de l'oxygéne) par de multiples types de cellules, I'activation du systeme du complément, du systeme de
coagulation et de ['endothélium vasculaire. Il peut en résulter la libération d'alarmines ou de motifs
moléculaires associés aux dommages (DAMP) qui peuvent exacerber la réponse pro-inflammatoire et
contribuer aux lésions tissulaires. La réponse anti-inflammatoire est caractérisée par une altération de
la fonction des cellules immunitaires (par exemple : apoptose des lymphocytes T, des lymphocytes B et
des cellules dendritiques, épuisement des lymphocytes T, expansion des lymphocytes T régulateurs et des
cellules immunosuppressives dérivées des cellules myéloides, et réduction de I'expression de I'isotype
HLA-DR (human leukocyte antigen) par les cellules présentatrices d'antigénes) et une diminution de la
capacité a produire des cytokines pro-inflammatoires, qui est en partie régulée par des mécanismes
épigénétiques, la libération de cytokines anti-inflammatoires et des régulateurs négatifs de la
signalisation TLR. Les cases vertes indiquent une sélection d'interventions qui ciblent spécifiquement
différentes étapes de la réponse inflammatoire dans le sepsis, allant des agents bloquant les cytokines
et le complément aux médicaments stimulant le systéme immunitaire tels que les inhibiteurs de points
de contrble.

2.4 Biomarqueurs

Afin de cibler au mieux les patients pouvant bénéficier des thérapies
immunomodulatrices, nous avons besoin de biomarqueurs capables d'évaluer le
status immunitaire des patients en sepsis. Ces biomarqueurs doivents étre
notamment capables d'identifier le passage de la phase principalement pro-
inflammatoire du sepsis a celle liée a limmunosuppression profonde.
Actuellement, les marqueurs les plus robustes et les plus utilisés dans les études
sont le nombre de lymphocytes et I'expression membranaire des molécules du
CMH de classe Il (HLA-DR) a la surface des monocytes par des techniques de
cytométrie de flux (Venet and Monneret 2018). D’'autres marqueurs utilisant des
techniques de PCR, plus facilement disponibles dans les hdpitaux, sont en cours
de validation, comme I'expression des génes du CMH de classe Il dans le sang total
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(MRNA de CD74) (Peronnet et al. 2017). Lapproche thérapeutique via
'immunomonitoring va donc permettre de cibler les patients pouvant en
bénéficier, pouvant ainsi faire espérer d'améliorer le traitement des chocs
septiques et de prévenir les infections nosocomiales en réanimation.

L'utilisation de biomarqueurs dans le cadre du sepsis a permis a la fois d'améliorer
la performance diagnostic et pronostic, mais aussi de guider le clinicien dans sa
prise en charge thérapeutique (Evans et al. 2021). Beaucoup de biomarqueurs ont
été proposeés, la procalcitonine (PCT) et la C-réactive protéine (CRP) étant les plus
étudiées. Dans une revue récente, Pierrakos et al. ont identifié 258 biomarqueurs
parmi 5367 études, que cela soit des biomarqueurs pour le diagnostic, le pronostic
ou les deux (Pierrakos et al. 2020). Cependant, ce travail ne met pas en évidence
le réle clinique de la plupart de ces biomarqueurs dans la prise en charge du
sepsis. Afin d’améliorer la sensibilité et la spécificité des biomarqueurs, de
nombreux travaux s'intéressent a la combinaison de biomarqueurs pour le
diagnostic du sepsis, comme l'association IL-6, STREM-1 (soluble Triggering
Receptor Expressed on Myeloid cells-1) et PCT proposée par Dolin et al. (Dolin et
al. 2018) pour diagnostiquer les sepsis avant le début des symptémes.

3 MHC Class Il transactivator : CIITA

Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), chez 'homme,
antigéene leucocytaire humain (HLA), de classe | et de classe Il sont des molécules
de présentation de l'antigéne pour les cellules T CD8+ et CD4+, respectivement, et
sont donc d'une importance cruciale pour la réponse immunitaire cellulaire. Les
genes du CMH-II présentent une expression hautement contrélée en fonction du
développement, du type de cellule et du stimulus, avec une expression
constitutive limitée aux cellules présentatrices d’antigenes (CPA) professionnelles
telles que les cellules dendritiques (CD), les cellules B, les monocytes, les
macrophages et les cellules épithéliales thymiques. Les autres types de cellules ne
'expriment pas ; cependant, I'expression peut étre induite dans divers types de
cellules par différents stimuli, principalement [IFN-y. L'étude d'une
immunodéficience primaire combinée sévere rare autosomique récessive appelée
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syndrome des lymphocytes nus (Bare Lymphocyte Syndrome : BLS) (Klein et al.
1993) a conduit a l'identification du transactivateur de classe Il (CIITA) et des trois
genes codant pour les sous-unités du complexe hétérotrimérique RFX (facteur de
régulation X-box) se liant a la boite X dans le module W/SXY hautement conservé
que l'on retrouve dans tous les promoteurs des génes du CMH-Il. Dans cette
maladie, les cellules présentatrices d'antigenes et les cellules épithéliales du
thymus n’expriment pas le CMH de classe I, ce qui réduit fortement la sélection
positive des lymphocytes T CD4+ et altéere le nombre de CD4+ circulants. En
conséquence, les patients souffrent d'infections sévéres et récurrentes (infections
virales, bactériennes et fongiques) qui conduisent au déces dans la petite enfance.
ClITA a été reconnu comme le régulateur principal de l'expression du CMH-II
puisque l'expression différentielle des genes du CMH-II est largement due a
I'expression différentielle de CIITA. CIITA est un membre fondateur de la famille
des protéines NLR (nucleotide-binding and leucine-rich-repeat-containing), mais
pendant longtemps, il s'est distingué dans cette famille de protéines comme le
seul régulateur transcriptionnel.

Les génes du CMH-I, en revanche, sont exprimés de maniére ubiquitaire dans les
cellules nucléées ; cependant, leurs niveaux d'expression sont trés différents et ils
présentent également une expression inductible, par exemple par I'lFN-y. En plus
d'autres éléments régulateurs, le promoteur du gene du CMH-I contient
également un élément W/SXY fonctionnel, et CIITA a été décrit comme contribuant
a l'activation du CMH-I dans certaines conditions. Cependant, de nombreux types
de cellules expriment des niveaux élevés de CMH-I en I'absence totale de CIITA. En
effet, 'homologue le plus proche de la CIITA, NLRC5, fonctionne comme un
activateur du CMH-I (Le6n Machado and Steimle 2021).

3.1 Identification de CIITA, le régulateur principal de I'expression du CMH-II

ClITA a été identifié par une approche de complémentation génétique dans la
lignée de cellules HLA-Il négatives RJ2.2.5, dérivée de la lignée de lymphome de
Burkitt « Raji » (Accolla 1983; Steimle et al. 1993). L'ADNCc de 4,5 kb codait pour une
protéine de 1130 acides aminés, qui a été identifiée ultérieurement comme
I'isoforme Ill de CIITA.
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Rapidement apreés l'identification de CIITA, il a été établi qu'il contrélait également
I'expression du CMH-II induite par I'lFN-y (Chang et al. 1994; Steimle et al. 1994).
L'ARNm de CIITA est induit par I'lFN-y, et I'expression ectopique de CIITA est
nécessaire et suffisante pour induire I'expression du géne du CMH-II (Chang et al.
1994; Steimle et al. 1994). CIITA contréle quantitativement I'expression du CMH-I
et il existe une corrélation étroite entre les niveaux de CITA et les niveaux
d’expression de 'ARNm du CMH-II dans différents tissus (Otten et al. 1998).

3.2 CITA, un membre fondateur des protéines NLR

ClITA est le membre fondateur de la famille des protéines NLR (Ting et al. 2008).
La structure de la protéine CIITA est caractérisée par un domaine acide N-terminal,
une région riche en prolines, sérines et thréonines (domaine P/S/T), un domaine
central de liaison aux nucléotides (domaine GTP) et au moins quatre répétitions
riches en leucine C-terminales (LRRs). Le domaine de liaison aux nucléotides ont
également été décrit comme le domaine NACHT (NAIP, CIITA, HET-E, TP1) et la
famille de protéines comme la famille CATERPILLER (caspase activation and
recruitment domain (CARD), transcription enhancer, R (purine)-binding, pyrin, lots
of leucine repeats) (Koonin and Aravind 2000; Ting and Davis 2005; Ting and
Williams 2005).
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Figure 10 : Structure du domaine des protéines de liaison aux nucléotides et de répétition de leucine
(NLR) CIITA (a), NLRC5 (b) et NLRP3 (c), d‘aprés Leon Machado et al. (Leon Machado and Steimle 2021).
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Abréviations : AAD, domaine d'activation acide ; CARD, domaine d'activation et de recrutement des
caspases ; DD, domaine de mort; F-I, F-1lI, F-1V, isoformes-1, -lil et -1V ; LRR, répétitions riches en leucine ;
NACHT, NAIP, CIITA, HET-E, domaine TP1 ; P/S/T, domaine riche en proline-sérine-thréonine ; PYD,
domaine de la pyrine.

Trois promoteurs alternatifs (pl, plll, et plV) et les exons correspondants génerent
trois isoformes différentes de C/ITA (isoformes |, Ill, et V) se distinguant par leur
extrémité N-terminale.

L'isoforme IV est initiée par un AUG dans I'exon deux commun

- Lesisoformes | et lll portent leurs propres AUG initiateurs conduisant a des
extensions N-terminales de 101 et 24 acides aminés, respectivement.
L'extension N-terminale de l'isoforme | présente une homologie avec le
domaine d'activation et de recrutement des caspases (CARD).

S'il existe une corrélation étroite entre CIITA et I'expression du CMH-II dans de
nombreuses lignées cellulaires et tissus, de nombreuses modifications post-
traductionnelles ont néanmoins été décrites pour CIITA. Ces modifications
comprennent la phosphorylation, I'acétylation et la désacétylation, ainsi que
I'ubiquitination (Wu et al. 2009). En outre, il a été démontré que CIITA s'auto-
associe a ses domaines GTP et LRR et s'oligomérise, contribuant ainsi a la
localisation nucléaire et a la transactivation (Linhoff et al. 2001; Sisk, Roys and
Chang 2001; Tosi, Jabrane-Ferrat and Peterlin 2002; Kretsovali et al. 2001).

Il n'a jamais été démontré que CIITA se liait directement a I'ADN et il a donc
souvent été décrit comme un coactivateur. Le domaine acide N-terminal de C/ITA
fonctionne comme un puissant domaine de transactivation et partage de
nombreuses fonctionnalités avec le domaine acide de l'activateur viral VP16
(Mahanta et al. 1997). CIITA active l'initiation et I'allongement de la transcription
par de multiples mécanismes (Reith, LeibundGut-Landmann and Waldburger
2005; Choi, Majumder and Boss 2011). CIITA recrute des composants de la
machinerie générale de transcription, tels que TFIID et TFIIB, induit la
phosphorylation de I'ARN polymérase Il et interagit avec P-TEFb. Il recrute
également des coactivateurs du remodelage de la chromatine tels que p300, CBP,
PCAF et BRG1 (Reith, LeibundGut-Landmann and Waldburger 2005; Choi,
Majumder and Boss 2011). CIITA interagit également avec la sous-unité
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protéasomique 19S, Sug1 (Bhat et al. 2010). CIITA possede une activité d'histone
acétylase (HAT), une activité kinase endogene et qu'il peut remplacer
fonctionnellement le composant TFIID TAF1 (Devaiah and Singer 2013).

Le transport et la localisation nucléo-cytoplasmique de CIITA est un sujet complexe
incluant de nombreuses mutations différentes réparties sur toute la longueur de
la protéine et affectant la localisation et le transport subcellulaires. Des signaux de
localisation nucléaire et des signaux d'exportation nucléaire ont été décrits, ce qui
peut expliquer que CIITA a I'état basal présente une distribution a égalité entre le
noyau et le cytoplasme (Harton et al. 1999; Kretsovali et al. 2001; Chiu et al. 2015).
Plusieurs signaux dépendent de modifications post-traductionnelles, telles que
I'acétylation des lysines du domaine acide dépendant de PCAF (Spilianakis,
Papamatheakis and Kretsovali 2000). La suppression des domaines acide et P/S/T
conduit a un fragment CIITA exclusivement cytoplasmique (L335), qui peut
cependant étre trés efficacement conduit vers une localisation exclusivement
nucléaire par l'ajout d'un signal de localisation nucléaire SV40 grand T (NLS-L335).
NLS-L335 et L335 sont fortement dominants-négatifs, ce qui suggére que les
interactions essentielles avec les partenaires protéiques peuvent se produire a la
fois dans le noyau et dans le cytoplasme (Bontron et al. 1997; Camacho-Carvajal et
al. 2004).

CIITA est une protéine a courte durée de vie, l'isoforme Ill présentant une demi-
vie d'environ 30 a 45 minutes (Schnappauf et al. 2003; Beaulieu et al. 2016). Les
signaux de dégradation se trouvent dans les domaines P/S/T et acides de
I'extrémité N-terminale, et dans I'extrémité N-terminale elle-méme (Schnappauf et
al. 2003; Beaulieu et al. 2016). Les épitope-tags N-terminaux stabilisent la protéine,
etles 10 premiers acides aminés de l'isoforme Il de CIITA peuvent déstabiliser une
protéine hétérologue (Beaulieu et al. 2016). Le potentiel de transactivation est
inversement corrélé a la stabilité, et l'isoforme Il de CIITA interagit plus
efficacement avec le complexe RFX et la machinerie de transcription
comparativement a la version tronquée (Beaulieu et al. 2016).

3.3 Eléments régulateurs situé dans le promoteur du CMH-II
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Le promoteur du CMH-II est le prototype d'un élément régulateur composite,
souvent appelé module W/SXY ou SXY. Il est composé de quatre éléments en cis,
les boites W/S, X (ou X1), X2 et Y, qui sont présents dans les promoteurs classiques
et non classiques du CMH-II dans un ordre, une orientation et un espacement
fixes. L'élément W/S est lié par un facteur encore inconnu, mais les trois autres
complexes de liaison ont été bien définis.

- La boite X est liée par le complexe hétérotrimérique RFX (facteur de
régulation X) composé de la sous-unité RFX5 de liaison a I'ADN, de la
protéine RFX-AP (protéine associée au RFX) et de la protéine RFX-ANK ou
RFX-B (protéine contenant de I'akyrine ou RFX défectueuse dans le groupe
B de BLS).

- L'élément X2 est lié a la protéine CREB (cyclic-AMP-responsive-element-
binding protein) (Moreno et al. 1999).

- LaboiteY, quiestun élément CCAAT inversé, est liée au complexe protéique
majeur NF-Y de liaison aux boites CCAAT (Dorn et al. 1987; Sachini and
Papamatheakis 2017).

Ces complexes protéiques se lient de maniere coopérative au module W/SXY in
vitro et in vivo et forment une plate-forme a la maniére d'un enhanceosome,
auquel CITA est recruté par de multiples interactions protéine-protéine
(Masternak et al. 2000). Le complexe de liaison W/SXY est inerte en ce qui concerne
I'activation du CMH-II in vivo, et c'est seulement le recrutement de CIITA au
complexe qui est a la fois nécessaire et suffisant pour induire I'expression du CMH-
Il (cf. Figure 11).
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Figure 11 : Le régulateur principal du CMH-II, CIITA, et 'enhanceosome, d'aprés Leon Machado et al.
(Ledbn Machado and Steimle 2021)

3.4 Régulation de I'expression du géne CIITA

La régulation de 'expression du gene du CMH-II est en grande partie assurée par
ClITA et les niveaux d'expression de 'ARNm du CMH-// et de CIITA sont étroitement
corrélés dans divers tissus et lignées cellulaires murines (Otten et al. 1998). Ainsi,
I'expression différentielle du CMH-Il est largement due a I'expression différentielle
de CIITA. L'expression de CIITA semble étre principalement régulée au niveau de
la transcription, bien que diverses modifications post-transcriptionnelles de CIITA
aient également été décrites. Les études caractérisant la régulation de I'expression
du géne CIITA sont basées sur des études de souris knock-out du promoteur de
CIITA (LeibundGut-Landmann et al. 2004a; Reith, LeibundGut-Landmann and
Waldburger 2005). En résumé :

- Le knock-out du promoteur IV (plV) de CIITA a montré que ce promoteur
était essentiel pour I'expression de CIITA induite par I'lFN-y dans les cellules
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non hématopoiétiques (Waldburger et al. 2001). En revanche, il a été
démontré que les macrophages présentaient une expression normale de
ClITA et du CMH-II induite par I'IFN-y chez les souris KO plV (Waldburger et
al. 2001). Dans les cellules épithéliales corticales thymiques, le plV est
essentiel pour l'expression du CMH-II (Waldburger et al. 2003). Par
conséquent, les souris CIITA plV KO présentent un grave défaut de sélection
positive des cellules T CD4* (Waldburger et al. 2003). Ainsi, CI/ITA plV est
essentiel pour I'expression de CIITA et du CMH-II dans les cellules d'origine
non hématopoiétique (LeibundGut-Landmann et al. 2004a; Reith,
LeibundGut-Landmann and Waldburger 2005).

- Lerble de I'expression de CIITA plll a été étudié par le biais de souris KO plll
+ |V (LeibundGut-Landmann et al. 2004b). Ces souris n'exprimaient pas CIITA
et CMH-II dans tous les sous-ensembles de cellules B, ce qui n'est pas le cas
des souris KO plV (LeibundGut-Landmann et al. 2004b). En outre,
I'expression de CIITA et du CMH-II est absente des cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC) (LeibundGut-Landmann et al. 2004b), qui sont
probablement d'origine lymphoide plutdét que des cellules myéloides
comme les CD conventionnelles (Colonna, Trinchieri and Liu 2004).
Contrairement a leurs homologues murins, les cellules T activées humaines
expriment CIITA et le CMH-II. Il a été démontré que cette activité est médiée
par CIITA plll (Holling et al. 2002), ce qui indique que CIITA plll est spécifique
des cellules d'origine lymphoide (LeibundGut-Landmann et al. 20043; Reith,
LeibundGut-Landmann and Waldburger 2005).

- CIITA pl a été décrit a I'origine comme un promoteur spécifique des CD
(Muhlethaler-Mottet et al. 1997). Il est également utilisé pour I'expression
constitutive et inductible par I'lFN-y de CIITA dans les macrophages et peut
donc étre considéré comme un promoteur spécifique des cellules
myéloides (LeibundGut-Landmann et al. 2004a; Reith, LeibundGut-
Landmann and Waldburger 2005). Les souris dépourvues de CIITA pl et de
I'exon 1 correspondant présentaient un phénotype relativement léger
(Zinzow-Kramer et al. 2012; Lohsen et al. 2014). On a constaté que chez les
animaux KO pl, l'expression de CIITA dans les CD s'était déplacée
principalement vers plll.

En plus des promoteurs proximaux de CIITA, les éléments régulateurs distaux
jouent un rdéle crucial dans l'expression de CIITA. De nombreux éléments
régulateurs distaux impliqués dans les boucles chromatiniennes ont été identifiés
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en amont et en aval du locus du gene CIITA (Ni et al. 2008). L'enzyme de
remodelage de la chromatine BRG1 s'est avérée cruciale pour l'induction de
modifications des histones et le recrutement de STAT1, IRF1 et p300 (Ni et al. 2008).
Plus récemment, il a été démontré que la liaison de NFAT5 a un élément régulateur
distal en amont est essentielle pour I'expression de CIITA, médiée par I'lFN-y, chez
les macrophages (Buxadé et al. 2018).

En résumé, I'expression du gene de CIITA est pilotée principalement par une large
région régulatrice contenant quatre promoteurs distincts appelés pl, pll, plll et pIlV
(cf. Figure 12). Le promoteur Il semble agir davantage comme une région
régulatrice éloignée et n'a d'ailleurs pas de région homologue dans le gene chez la
souris (Ni et al. 2008).

CIITA
pl pll plll plvV
: : —E—) Ir;l FD_‘_//_! Exons 2-19
o I AUG Type IV mRNA
e \ . | iu I A i ||‘121 kDa
\ AUG | AUG Type Il MRNA ‘
\\\ 24aa:H I I 1T || T n121 kDa
oo N " | I | 1124 kDa
AUG|‘ \\‘\E‘AUG Type | MRNA ‘
10— irr—rmr 1152 kDa

Figure 12 : Structure modulaire de la région régulatrice du géne codant pour CIITA, d'aprés Reith et al.
(Reith, LeibundGut-Landmann and Waldburger 2005).

Le promoteur | est principalement utilisé dans les cellules dendritiques. Le
promoteur Il est hautement spécifique aux cellules B, mais est également le
promoteur responsable de la transcription de CIITA dans les cellules T activées. Le
promoteur IV est le promoteur responsable de I'induction de I'expression du géne
CIITA par I'IFN-y. Cette cytokine inflammatoire est un puissant inducteur de
I'expression de la protéine du CMH de classe Il dans des cellules qui n'expriment
pas habituellement le CMH de classe Il (cf. Figure 13).
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Figure 13 : Régulation de l'expression de CIITA, d'apreés Reith et al. (Reith, LeibundGut-Landmann and
Waldburger 2005).

3.5 Réle du polymorphisme du promoteur Il dans le développement de
maladies inflammatoires

Des mutations du gene CIITA ont été décrites et sont associées au syndrome des
lymphocytes nus et entrainent une mutation récessive caractérisée par une
altération de lI'expression des génes du CMH de classe Il (Steimle et al. 1993; Mach,
Steimle and Reith 1994; Dziembowska et al. 2002). Parmi les polymorphismes
génétiques décrits, le SNP (Single Nucleotide Peptide) rs3087456, situé dans le
promoteur Il de C/ITA serait associé a l'apparition de maladies immuno-
inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide, la sclérose en plaques et a
l'infarctus du myocarde dans la population suédoise (Swanberg et al. 2005), ou
encore de cancers (Xue et al. 2020). De plus, Swanberg et al. ont montré sur PBMCs
que rs3087456 influencait la synthése des transcrits de C/ITA et de HLA-DR aprés
stimulation par I'lFN-y (Swanberg et al. 2005). D'autres associations de ces SNP
avec des maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux systémique, la
myasthénie grave, la maladie cceliaque et I'insuffisance surrénale primaire ont été
publiées (Skinningsrud et al. 2008; Dema et al. 2009; Ramanujam et al. 2010;
Bronson et al. 2011). Cependant, ces associations font I'objet de débats dans la
littérature, suggérant une interférence géne-environnement. Bronson et al. dans
leur méta-analyse ne retrouvaient aucune association significative entre le SNP
rs3087456 et la polyarthrite rhumatoide (Bronson, Criswell and Barcellos 2008),
alors qu'une association significative, plus importante dans les cohortes
scandinaves, était identifiée dans un autre travail suggérant que la génétique des
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populations pouvait jouer un réle important dans les phénotypes cliniques
associés au SNP rs3087456 (Eike et al. 2012).

3.6 Sélection positive dans la région 5’

Des travaux de génétique des populations sur les récepteurs de type NOD
(« Nucleotid-binding Oligomerization Domain proteins »), ont fourni des preuves
d'une sélection positive de la région génomique 5' de C/ITA (Vasseur et al. 2012). La
sélection positive, détectée par des tests basés sur le « linkage disequilibrium » et
I'indice de fixation ou différenciation (Fst test), semble cibler le SNP rs3087456 qui
a été identifié comme hautement différencié en Europe (27% de la population est
porteuse du variant G, 73% du A) (cf. Figure 14 et Figure 15). De plus, le SNP
rs12596540 serait fortement associé au rs3087456 car en déséquilibre de liaison
élevé avec celui-ci (r2 > 0,6).
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Figure 14 : Score d'haplotype intégré (iHs : integrated haplotype score) dans la population européenne,
d'aprés Vasseur et al. (Vasseur et al. 2012).
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Gene p:g;gn SNP type | Variants |[Europeans Africans Asians | Fst. . Fst. = Fst, .
CIITA -730  non-coding T 0.98 1.00 0.69 0.008 0.271 0.308

CIITA non-coding A 0.02 0.00 0.31

CIITA -712  non-coding A 0.74 0.81 0.44 0.007 0.163 0252

CIITA non-coding G 0.26 0.19 0.56

CIITA -561  non-coding G 0.98 1.00 0.69 0.008 0.271 0.308

CIITA non-coding; C 0.02 0.00 0.31

CIITA -286  non-coding G 0.27 0.94 0.87 0.634 0.536 0.017

CIITA non-coding A 0.73 0.06 0.13

Figure 15 : Valeurs Fst extrémes de CIITA, d'aprés Vasseur et al. (Vasseur et al. 2012).

4  Conclusion

Le choc septique est encore responsable de nos jours d'une morbidité et
mortalité importantes a travers le monde, malgré une amélioration constante
des prises en charge basées sur des recommandations internationales (Evans
etal. 2021).

Sa physiopathologie repose sur linteraction de systéemes complexes, le
systeme immunitaire y jouant un réle déterminant. En effet, I'activation des
réponses immunitaires pro- et anti-inflammatoires se produit rapidement
apres le début du sepsis (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a). Les cellules
du systeme immunitaire inné, notamment les monocytes et les neutrophiles,
libérent de grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires qui stimulent
l'inflammation. En l'absence de régulation négative efficace, cette réponse
hyper-inflammatoire s'auto-amplifie et conduit a des défaillances d'organes, a
un état de choc et a des déces dits précoces. De facon paralléle, des
mécanismes de régulation négative se mettent en place et peuvent conduire a
un état dimmunosuppression favorisant I'apparition d'infections secondaires,
ou encore de déces plus tardifs. Cet état d'immunosuppression se caractérise
par un déficit quantitatif, avec une diminution du nombre de cellules
immunitaires circulantes, mais aussi qualitatif, avec des altérations
fonctionnelle et phénotypique touchant aussi bien les cellules de la réponse
immunitaire innée qu'adaptative (Venet and Monneret 2018). De facon
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constante, la capacité de présentation de I'antigene aux lymphocytes T par les
cellules présentatrices d'antigéne est séverement altérée (Hotchkiss, Monneret
and Payen 2013a). Méme si les mécanismes moléculaires ne sont pas
complétement identifiés, I'état d'immunosuppression liée au sepsis peut étre
détecté de facon précise par le suivi de 'expression quantitative d'HLA-DR a la
surface des monocytes circulants (Ddcke et al. 1997, Monneret et al. 2006;
Lukaszewicz et al. 2009).

Parmi les genes étudiés, CIITA est le régulateur principal de I'expression du
CMH de classe Il (Pachot et al. 2005a). Son expression est controlée
principalement au niveau transcriptionnel par un module de régulation
hautement conservé qui se situe dans la région promotrice du géne. La
protéine CIITA, associée a un complexe multiprotéique, y est recrutée et
permet d'activer la transcription des génes du CMH de classe Il (Reith,
LeibundGut-Landmann and Waldburger 2005).

L'expression du géne CIITA est quant a elle contrdlée par une large région
régulatrice contenant quatre promoteurs distincts (Reith, LeibundGut-
Landmann and Waldburger 2005). Parmi ceux-ci, le promoteur Il est
hautement spécifique aux cellules B mais est également le promoteur
responsable de la transcription de CIITA dans les cellules T activées (Reith,
LeibundGut-Landmann and Waldburger 2005).

Des mutations du gene C/ITA entrainant une mutation récessive responsable
d'une immunodéficience primaire combinée sévere ont été associées au « bare
lymphocyte syndrome » ou syndrome des lymphocytes nus (Dziembowska et
al. 2002; Steimle et al. 1994, 1993). Or, un SNP, G-286A*rs3087456, situé dans
le promoteur Il de CIITA, a été identifié comme associé a l'apparition de
maladies inflammatoires dans la population du nord de I'Europe (Swanberg et
al. 2005; Bronson, Criswell and Barcellos 2008; Bronson et al. 2011; Eike et al.
2012). De plus, ce SNP diminuerait I'expression des transcrits de C/ITA et d’'HLA-
DR apres stimulation des leucocytes humains par I'lFN-y (Swanberg et al. 2005).
Enfin, des preuves d'une sélection positive de la région génomique 5' de CIITA
ont été détectées et semblent cibler le G-286A*rs3087456 ou un haplotype qui
le contient (Vasseur et al. 2012).

Les travaux présentés ici sarticulent autour de la compréhension des
mécanismes de régulation a partir d'un polymorphisme génétique situé dans
la région promotrice d'un géne impliqué dans I'expression du CMH de classe Il.
Dans la littérature, cette expression a la surface des monocytes circulants est
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corrélée a l'importance de I'immunosuppression et a la morbi-mortalité lors du
sepsis. La compréhension de ces mécanismes physiopathologiques
permettrait de développer des thérapies immuno-adjuvantes ciblées dans la
prise en charge du sepsis.
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TRAVAUX DE RECHERCHE

1 Présentation du projet de thése

L'importance de la mortalité dans le sepsis est due a une réponse immunitaire a
I'infection dérégulée (Singer et al. 2016), et conduit encore actuellement a plus de
6 millions de décés par an dans le monde (Fleischmann et al. 2016; Reinhart et al.
2017). Cette réponse immunitaire dérégulée est actuellement considérée comme
un paradigme dans la pathogenése du sepsis et est reconnue comme une
composante importante du pronostic (Venet and Monneret 2018). Bien que la
prise en charge du sepsis soit bien standardisée (Evans et al. 2021), les traitements
immunomodulateurs spécifiques ont montré des résultats équivoques chez les
patients atteints de sepsis (Suffredini and Munford 2011; Fang et al. 2019). Malgré
cela, des analyses post-hoc ont montré des avantages (ou des inconvénients)
spécifiques dans des groupes de patients lorsqu'ils sont stratifiés par phénotype
immunologique ou profil transcriptomique (Shakoory et al. 2016; Antcliffe et al.
2019; Kernan et al. 2019), suggérant un rbéle pour l'immuno-modulation
personnalisée dans le sepsis. Récemment, les thérapies ciblant la restauration du
niveau d’expression d'HLA-DR a la surface des monocytes apreés traitement par
IFN-y ont gagné en intérét afin d'inverser l'immunosuppression induite par le
sepsis (Payen et al. 2019; Nguyen et al. 2021).

La diminution de I'expression de HLA-DR a la surface cellulaire des monocytes
circulants est largement reconnue comme un marqueur de l'immunodépression
induite par le sepsis, et est fortement associée a la fois a la mortalité induite par
le sepsis et au risque accru d'infections secondaires (Lukaszewicz et al. 2009;
Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a; Conway Morris et al. 2018). L'expression
des transcriptions du CMH de classe Il est contrdlée par le transactivateur de
classe Il (CIITA), un module de régulation hautement conservé présent dans les
génes codant pour la chaine a et la chaine (B de toutes les molécules classiques du
CMH humain de classe Il (HLA-DP, -DQ et -DR) (Ting and Trowsdale 2002). Chez
I'hnomme, le contrdle de I'activité de CIITA est médié par trois promoteurs distincts,
pl (exprimé dans les cellules d'origine myéloide), plll (exprimé dans les cellules
d'origine lymphoide) et pIV (exprimé dans les cellules d'origine non
hématopoiétique lorsqu'elles sont stimulées par I'lIFN-y), bien que I'expression
spécifique des cellules et la réponse a I'IFN-y semblent de plus en plus
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interchangeables (Reith, LeibundGut-Landmann and Waldburger 2005; Zinzow-
Kramer et al. 2012). L'absence d'activité du promoteur de C/ITA entraine un défaut
d'expression des molécules HLA-DR et une immunodéficience sévere (syndrome
des lymphocytes nus) (Steimle et al. 1993; Mach, Steimle and Reith 1994).

En outre, le polymorphisme génétique (SNP) G-286A*rs3087456 dans le
promoteur plll de CIITA a été associé a des maladies rhumatologiques et a des
cancers dans certaines cohortes (Swanberg et al. 2005; Harrison et al. 2007;
Bronson, Criswell and Barcellos 2008; Eike et al. 2012; Xue et al. 2020).

De plus, Vasseur et al ont fourni des preuves d'une sélection positive de la région
génomique 5' de CIITA (Vasseur et al. 2012). La sélection positive, détectée par des
tests basés sur le LD et des tests Fst, a été identifiée comme hautement
différenciée en Europe (27 % ont une variante G, 73 % une A). En outre, le SNP G-
712A*rs12596540 s'avere étre en déséquilibre de liaison élevé (r2>0,6) avec le SNP
G-286A*rs3087456 (Vasseur et al. 2012). Une étude systématique des variants
régulateurs de I'expression génétique des monocytes a montré que la régulation
différentielle entre les individus dépendait de |'activité immunitaire innée, connue
sous le nom de loci quantitatifs d'expression dépendant du contexte (eQTL)
(Fairfax et al. 2014).

Dans la cadre d'une activité translationnelle de recherche fondamentale et
clinique, l'objectif de I'équipe visait a explorer les mécanismes de régulation de
ClITA et mHLA-DR en lien avec le sepsis. Les principales activités au laboratoire ont
été centrées sur I'étude de l'effet des polymorphismes identifiés sur la régulation
de CIITA et mHLA-DR, ainsi que le monitorage immunologique des effecteurs dans
la réponse immunitaire innée. Nous avons aussi développé une technique de
mesure de mHLA-DR adaptée a la pédiatrie. Dans un second temps, travaux
présentés dans les annexes, nous avons élargi notre travail au monitorage
immunologique des patients en sepsis pris en charge pour des infections a COVID-

19 ou en postopératoire de transplantation hépatique. Enfin, une autre partie a

consisté a évaluer l'effet d'un traitement immunomodulateur, I'IFN-y, chez le

patient en sepsis, ciblé sur la profondeur de 'immunosuppression.

De fagon plus détaillée, nous avons travaillé sur :

- le SNP G-286A*rs3087456, situé sur le promoteur Ill de CIITA, et son réle dans
I'altération de I'expression d'HLA-DR monocytaire chez les adultes atteints de
choc septique. Nous avons émis I'hnypothése que les SNP affecteraient la
cinétique d'expression de mHLA-DR chez les patients atteints de sepsis. A
l'inverse, nous avons émis I'hypothése que les eQTLs pourraient étre modulés
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par le traitement par I'lFN-y chez les patients septiques et avons donc étudié
des mécanismes de régulation moléculaires et cellulaires.

une expérience multicentrique sur le traitement par IFN-y d'une série de cas
de patients atteint d'immunosuppression induite par le sepsis, présentée dans
les annexes.

une validation de la mesure pédiatrique sur un petit volume sanguin de mHLA-
DR au lit du malade dans une unité de soins intensifs.

une étude pilote sur les phénotypes myéloides dans les cas graves de COVID-
19 chez I'adulte permettant de prédire l'infection secondaire et la mortalité,
présentée dans les annexes.

le projet SEPTIFOIE : un protocole d'étude des biomarqueurs des infections
associées aux soins et a de I'immunodépression aprés une transplantation
hépatique en pédiatrie, présenté dans les annexes.
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2 Polymorphisme génétique du promoteur de CIITA et altération de I'expression
de HLA-DR a la surface des monocytes chez les patients en choc septique

2.1 Contexte

La mesure d'un faible niveau d'expression d’'HLA-DR, une molécule du CMH de
classe 1, a la surface des monocytes (mMHLA-DR) est un marqueur
dimmunosuppression, et est associée a la mortalité et a I'apparition d’'infections
secondaires dans le sepsis chez 'adulte. Le transactivateur du CMH de classe Il,
CIITA, est le régulateur principal de I'expression des molécules du CMH de classe Il
et plusieurs preuves de sélection positive sur la région 5' du géne ont été
recueillies dans la population européenne. En effet, méme si son réle n'a pas
encore été défini, I'haplotype sélectionné contient un SNP (G-286A*rs3087456) qui
a été associé a plusieurs maladies auto-immunes dans les populations
européennes. Etant donné le réle de mHLA-DR dans I'immunosuppression liée au
sepsis, nous avons voulu étudier le lien entre le SNP G-286A*rs3087456 (et le SNP
G-712A*rs12596540 en déséquilibre de liaison) et le pronostique des patients en
choc septique, ainsi que les mécanismes de régulation de I'expression de mHLA-
DR en fonction de I'haplotype.

2.2 Description de 'étude

Les principaux objectifs de cette étude étaient:

- Déterminer sile SNP G-286A*rs3087456 ou le SNP lié, G-712A*rs12596540,
pourraient avoir été sélectionnés dans la population européenne pour
résister au sepsis, et élucider le role de ces SNPs dans I'immunosuppression
du sepsis. Pour cela, des patients en choc septique ont été génotypés pour
les variants génétiques de plll (G-286A*rs3087456 et G-712A*rs12596540)
et la mesure itérative de I'expression de mHLA-DR a été réalisée au cours
de I'nospitalisation.

- Décrire les mécanismes potentiels de régulation moléculaire et cellulaire
via I'analyse des modifications liées aux SNPs sur leurs activités ex vivo et in
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vitro. C'est pourquoi les effets de |'exposition a I'IFN-y sur I'expression de
mMHLA-DR ont été étudiés chez des témoins sains génotypés, ainsi que les
effets de I'exposition a I'lIFN-y sur I'expression des isoformes plll et plV,
évalués par PCR quantitative en temps réel. Enfin, |'activité du promoteur IlI
de CI/ITA, en association avec le génotype G-286A*rs3087456, a été explorée
a l'aide d'un test géne rapporteur Dual-luciférase.

- Soutenir [l'utilisation du génotypage de CIITA comme marqueur de la
sévérité du sepsis afin de discriminer les patients qui devraient recevoir un
traitement expérimental basé sur I'lFN-y.

2.3 Résultats et conclusion

Le génotypage de 203 patients présentant un choc septique montrait que, dans
un modéle dominant pour le SNP G-286A*rs3087456, le génotype GG était associé
a une augmentation du risque de déces a 28 jours. De plus, chez ces patients,
I'expression de mHLA-DR restait abaissée chez les patients de génotype GG alors
qu'il augmentait pendant la premiere semaine de soins intensifs chez les patients
de génotype AA ou AG. Dans des cellules ex vivo provenant de patients contréles
sains, I'expression de mHLA-DR pour le SNP G-286A*rs3087456 n'augmentait pas
de maniére significative chez les patients de génotype GG, par rapport aux
patients contrdles de génotype AG ou AA, lors de I'exposition a I'lFN-y, mettant en
évidence un mécanisme par lequel le génotype GG pouvait étre associé a une
expression mHLA-DR altérée dans le sepsis. Cependant, les niveaux des transcrits
(ARNm) du plll étaient similaires dans les monocytes de contrble sains,
indépendamment du génotype et de l'exposition a I'lFN-y. Enfin, l'activité du
promoteur Ill était diminuée dans la lignée cellulaire de monocytes de génotype
GG mais restaurée aprés stimulation par I'IFN-y, ce qui suggérait I'existence de
voies alternatives pour I'expression différentielle de mHLA-DR en association avec
les polymorphismes de plll.

Nous avons démontré ici que G-286A*rs3087456 a un impact significatif sur
I'expression de mHLA-DR chez les patients atteints de choc septique, en partie par
l'intermédiaire de |'activité du promoteur Ill de CIITA, cette activité pouvant étre
restaurée par I'IFN-y. Ces données offrent une nouvelle perspective sur la
susceptibilité génétique au sepsis et de nouvelles voies pour la recherche
translationnelle sur les éléments régulateurs des genes liés au CMH de classe
dans les maladies complexes associées a une dysrégulation immunitaire.
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SUMMARY

Low monocyte (m)HLA-DR expression is associated with mortality in sepsis. G-
286A*rs3087456 polymorphism in promoter Ill of HLA class Il transactivator
(CIITA), the master regulator of HLA, has been associated with autoimmune dis-
eases but its role in sepsis has never been demonstrated. In 203 patients in septic
shock, GG genotype was associated with 28-day mortality and mHLA-DR re-
mained low whereas it increased in patients with AA or AG genotype. In
ex vivo cells, mMHLA-DR failed to augment in GG in comparison with AG or AA ge-
notype on exposure to IFN-y. Promoter Il transcript levels were similar in control
monocytes regardless of genotype and exposure to IFN-y. Promoter Il activity
was decreased in GG genotype in monocyte cell line but restored after stimula-
tion with IFN-y. Hereby, we demonstrated that G-286A*rs3087456 significantly
impact mHLA-DR expression in patients with septic shock in part through CIITA
promoter Il activity, that can be rescued using IFN-y.

INTRODUCTION

Sepsisis a life-threatening condition because of a dysregulated immune response to infection (Singeretal.,
2016), and leads to more than é million deaths per year (Fleischmann et al., 2016; Reinhart et al., 2017). Dys-
regulated immune response is currently considered as a paradigm in pathogenesis of sepsis and
recognized as an important component of sepsis prognosis (Venet and Monneret, 2018). Although the
management of sepsis is well standardized (Evans et al., 2021), specific immunomodulatory therapies,
such as high dose steroids (Minneci et al., 2009), anti-endotoxin (Ziegler et al., 1991), inhibitors of pro-in-
flammatory cytokines IL-1, TNF-a, IL-6 (Eichacker et al., 2002; Shakoory et al., 2016), and anticoagulants
such as activated protein C (Abraham et al., 2005; Warren et al., 2002) have shown equivocal results in pa-
tients with sepsis (Fang et al., 2019; Suffredini and Munford, 2011). Despite this, post-hoc analyses have
shown specific benefits (or harms) in groups of patients when stratified by immunological phenotype or
transcriptomic profile (Antcliffe et al., 2019; Kernan et al., 2019; Shakoory et al., 2016), suggesting a role
for personalized immunomodulation in sepsis. Recently, therapies targeting the restoration of monocyte
(m)HLA-DR level with interferon (IFN)-y as gain interest to reverse sepsis-induced immunodepression
(Nguyen et al., 2021; Payen et al., 2019) (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01649921, NCT01374711).

Decreased expression of HLA-DR—an MHC class [l molecule required for antigen presentation to T cells—on
the cell surface of circulating monocytes is widely recognized as a marker of sepsis-induced immunodepres-
sion and is strongly associated with both sepsis-induced mortality and increased risk of secondary infections
(Conway Morris et al., 2018; Hotchkiss et al., 2013; Lukaszewicz et al., 2009). MHC class |l transcript expres-
sion is controlled by the class Il transactivator (CIITA), a highly conserved regulatory module found in the
genes encoding the a-chain and B-chain of all classical human MHC class Il molecules (HLA-DP,-DQ,
and-DR) (Ting and Trowsdale, 2002). In humans, control of CIITA activity is mediated by three distinct pro-
moters, pl (expressed in cells of myeloid origin), plll (expressed in cells of lymphoid origin) and plV (ex-
pressed in cells of non-hematopoietic origin when stimulated by IFN-vy), although the cell-specific expres-
sion and response to IFN-y increasingly appears interchangeable (Reith et al., 2005; Zinzow-Kramer et al.,
2012). Absence of CIITA promoter activity results in a failure to express HLA-DR molecules and severe
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immunodeficiency (bare lymphocyte syndrome). (Mach et al., 1994; Steimle et al., 1993). In addition, G-
286A*rs3087456 single nucleotide polymorphism (SNP) in the CIITA promoter plll has been associated
with rheumatological disease and cancer in some cohorts (Bronson et al., 2008; Eike et al., 2012; Harrison
et al, 2007; Swanberg et al., 2005; Xue et al., 2020). Moreover, Vasseur et al. provided some evidence of
a positive selection of the 5 genomic region of CIITA (Vasseur et al., 2012). The positive selection, detected
by LD-based tests and Fst tests, identified as highly differentiated in Europe (27% have a G variant, 73% an
A). In addition, SNP G-712A*rs12596540 is shown to be in high linkage disequilibrium (r*>0.6) with SNP G-
286A*rs3087456 (Vasseur et al., 2012). A systematic investigation of regulatory variants on monocyte gene
expression showed that differential regulation between individuals was dependent on innate immune activ-
ity, known as context-dependent expression quantitative loci (eQTLs) (Fairfax et al., 2014). Considering the
role of ClITAin the regulation of HLA-DR, and its association with immune-inflammatory diseases, we there-
fore investigated the relationship between genetic variation in the CIITA promoter, HLA-DR expression and
outcome. We hypothesized that linked SNPs in the CIITA promoter plll (G-286A*rs3087456, characterized
by the presence of G>An SNP at chr16:10877045, GRCh38.p13 or G-712A*rs12596540, characterized by
A>G atchr16:10876619, GRCh38.p13 (Vasseuret al.,, 2012)) would affect mHLA-DR expression kinetics in pa-
tients with sepsis. Conversely, we hypothesized that eQTLs may be modulated by IFN-y treatment in septic
patients and therefore investigated the molecular and cellular regulatory mechanisms.

RESULTS

Severity and mortality in septic shock in association to CIITA G-286A*rs3087456 and
G-712A*rs12596540 genotypes

Of 221 patients with septic shock recruited to the study, daily data from day of ICU admission to >7 days
and genomic DNA was available from 203 patients (Figure S1). The median age of the study cohort was 61
years (range: 18-94), with a majority of men (65%) (Table 1). The cohort had a high degree of disease on
admission, as indicated by a median SOFA score of 7 (range: 1-16) (Table 1). Almost a quarter of the pa-
tients were surgical patients (23.7%) and the majority of sepsis (53.7%) was of pulmonary origin (Table 1).

Allele frequency and genotype distribution were G-286A*rs3087456: AA 45%, AG 41%, GG 13%; G-
712A*rs12596540: AA 56%, AG 37%, GG 7%. Both polymorphisms met the Hardy Weinberg law in our
cohort. No significant association was found for both SNPs with clinical severity scores (SAPS Il and
SOFA scores) at day 1 of ICU admission, although patients who had the CIITA G-712A*rs12596540 GG ge-
notype had a higher lymphocyte count at day 1 (p=0.005, Table 1). In an A-dominant model, patients ho-
mozygous for CIITA plll G-286A*rs3087456 GG genotype had a significant increased risk of 28-day mortal-
ity (55.6% for GG genotype vs. 35.2% for AA and AG genotypes, OR: 2.298, Cl 95% [1.013-5.217], p = 0.043)
(Table 2). There was also a non-significant trend toward an increase in 7-day mortality for GG genotype for
G-712A*rs12596540 (AA or AG: 25.9% vs. GG: 50%, OR: 2.857, Cl 95% [0.954-8,558], p = 0.05) (Table 2). No
association was found for secondary infections between the different genotypes of CIITA plll gene in both
SNPs (Table 2). We further evaluated the impact of both SNPs on mHLA-DR expression in septic shock pa-
tients, using the A-dominant model.

Monocyte HLA-DR surface expression in septic shock in association with CIITA
G-286A*rs3087456 and G-712A*rs12596540 genotypes

Longitudinal measurements of circulating mHLA-DR expression were measured during the ICU stay. For G-
712A*rs12596540 and G-286A*rs3087456, septic patients with AA or AG genotype showed a significant
early increase in mHLA-DR level, whereas patients with GG genotype displayed a persistent low mHLA-
DR values (Wilcoxon signed rank test, p< 0.03 vs. basal) (Figure 1).

Ex vivo mHLA-DR surface expression in healthy controls following IFN-y stimulation in
association with G-286A*rs3087456 and G-712A*12596540

To investigate the functional role of CIITA plil polymorphisms, we measured basal HLA-DR expression in
monocytes from 50 healthy controls and evaluated the response of monocytes to IFN-y exposure. Of
these 50 healthy controls, 26 had the AA genotype, 18 had the AG genotype and é had the GG genotype
for G-286A*rs3087456, respectively; and 29 had the AA genotype, 15 had the AG genotype and 6 had the
GG genotype for G-712A*rs12596540, respectively. At baseline (no IFN-y) there was no difference be-
tween different genotypes in both polymorphisms (G-286A*rs3087456: AA or AG = 1371 [95%Cl, 1154
to 1625] MFI vs. GG = 1192 [95% Cl, 864 to 2207] MFI, p = 0.87;, G-712A*rs12596540: AA or
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Table 1. Baseline characteristics of patients in septic shock

G-286A*rs3087456 G-712A*rs12596540

AA AG GG All AA AG GG All

(n=92) (n=84) (n=27) (n=203) PValue* (n=113) (n=76) (n=14) (n=203) P Value*
Age, years 62 (18-91)  60(19-94) 63 (30-88) 61(18-94) 0.25 62 (18-91) 59 (19-94) 58(33-88) 61(18-94) 0.73
Gender, 68.5 59.5 70.4 65 0.38 66.4 63.2 64.3 65 0.90
% male
SAPS I 49 (22-120) 49 (15-96) 45(19-93) 49 (15-120) 0.44 48 (22-120) 50 (15-96) 44 (19-65) 49(15-120) 0.58
SOFA 7 (2-15) 7 (2-16) 7 (1-16) 7 (1-16) 0.87 7 (2-15) 7 (2-16) 7 (1-11) 7 (1-16) 0.91
Surgical, % 22.8 25 222, 23.6 0.93 202 26.3 28.6 23.6 0.65
Sepsis origin, %
Lung 54.3 50 59:3 53.7 0.67 56.7 47.4 64.3 53.7 0.36
Abdomen 20.7 22.6 14.8 20.7 0.68 20.4 211 214 20.7 0.99
Urinary 4.3 4.8 3.7 4.4 Q197 85 58 7l 4.4 0:75
Laboratory variables
Leukocyte 1.4 12.4 &l 1.4 0.76 10.7 (0.1-55) 12.3 15.8 1.4 0.42
count, x 10%mm?*  (0.1-55) (0.1-92.5)  (0.4-32.7) (0.1-92.5) (0.1-92.5) (1.8-32.7) (0.1-92.5)
Neutrophil 101 10.4 8.4 9:1 0.56 9.3 10.4 97 94 0.84
count, x 10%/mm?®  (0.1-46.2) (0.1-74.9)  (0.5-29.3) (0.1-74.9) (0.1-46.2) (0.1-74.9)  (1-28.4) (0.1-74.9)
Lymphocyte 0.7 0.6 0.9 0.7 0.17 0.6 0.7 1.7 0.7 0.005
count, x 10%/mm?  (0.1-11.9) (0.1-5.8) (0.2-2.5) (0.1-11.9) (0.1-11.9) (0.1-3.7) (0.2-2.5) (0.1-11.9)
Monocyte 0.5 0.6 0.5 0.6 0.87 0.5 0.6 0.9 0.6 0.24
count, x 10%mm?  (0.1-2.7) (0.1-4.6) 0.1-7.9) 0.1-7.9) (0.1-2.9) (0.1-4.6) (0.1-7.9) (0.1-7.9)

SAPS II: Simplified Acute Physiology Score Il; SOFA = Sequential Organ Failure Assessment. Data are median (interquartile range) for continuous variable. *p

values were calculated with the use of chi-square test and Kruskal-Wallis test.

AG = 1374 [95%Cl, 1154 to 1642] MFI vs. GG = 1137 [95%Cl, 864 to 1889] MFI, p =0.45; Figure 2).
Following IFN-y stimulation, mHLA-DR significantly increased in healthy controls with AA or AG geno-
type for both alleles (G-286A*rs3087456: 1371 vs. 3919 MFI [Cl 95%, 1521 to 2934], p< 0.0001; G-
712*rs12596540: 1374 vs. 3889 MFI [Cl 95%, 1400 to 2843], p< 0.0001; Figure 2). In contrast, there was
a non-significant trend to augment mHLA-DR expression from healthy controls with GG genotype for
G-286A*rs3087456 (1192 vs. 1898 MFI [Cl 95%,—186 to 1652], p =0.09; Figure 2). Healthy controls with
GG genotype for G-712A*rs12596540 showed a significant ability to augment mHLA-DR expression in
response to IFN-y stimulation (G-712A*rs12596540: 1137 vs. 2021 MFI [Cl 95%, 132 to 1854], p< 0.05;
Figure 2).

Those results need to be interpreted in regard to the effect of SNP G-286A*rs3087456 on CIITA
expression.

Ex vivo CIITA promoter isoforms expression in association with G-286A*rs3087456

To determine whether the G-286A*rs3087456 polymorphism was associated with different expression of
isoforms of the CIITA promoter plll and plV, we quantified mRNA from ex vivo healthy control purified
monocytes (CD14) and B cells (CD19") by Q-PCR. In monocytes, there was no difference in basal expres-
sion level of plll (p = 0.18) and plV transcripts (p = 0.24) between AA or AG and GG genotypes (Figure 3).
Following 6 h of ex vivo cells stimulation with IFN-y, plll and plV transcripts were significantly up-regulated
in monocytes for AA or AG as well as GG genotype (p< 0.0001, Figure 3). In B cells, no difference was
observed in plll or plV transcripts expression in unstimulated cells.

Therefore, G-286A*rs3087456 genotype did not impact ex vivo basal expression of CIITA promoter iso-
forms, and all three genotypes (AA, AG, GG) were similarly inducible by IFN-y in monocytes from healthy
controls, but not in B cells. We therefore evaluated the effect of G-286A*rs3087456 on the transcriptional
activity of the promoter CIITA plll activity in different leukemoid cell lines.
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Table 2. Genotyped related mortality

A-dominant model

G-286A%rs3087456 G-712A%s12596540
AAorAG GG OR 95% ClI PValue® AAorAG GG OR 95% ClI P Value®
(n=176) (n=27) (n=189) (n=14)
28-daymortality, n (%) 62 (35.2) 15(55.6) 2.298 1.013-5.217  0.043 69 (36.5) 8(57.1) 2.319  0.773-6.960  0.13
7-day mortality, n (%) 46 (50) 10 (37) 1.662  0.710-3.891 0.24 49 (25.9) 7 (50) 2.857 0.954-8.558  0.05
Secondary infections, 39(20.7) 4(14.8) 0.611 0.199-1.872 0.38 41 (21.7) 2(14.3) 0.602 0.129-2.796  0.49
n (%)
Co-dominant model
G-286A°%rs3087456 G-712A%rs12596540
AA AG GG All P Value®* AA AG GG All P Value®
(n=92) (n=84) (n=27) (n=203) (n=113) (n=76) (n=14) (n=203)
28-day mortality, n (%) 35 (38) 27 (32.1) 15 (55.6) 77 (37.9) 0.10 45 (39.8) 24 (31.6) 8(57.1) 77 (37.9) 0.16
7-day mortality, n (%) 251(27°2), 21 (25) 10 (37) 56 (27.6) 0.47 31(27.2) 18 (23.7) 7 (50) 56 (27.6) QX8
Secondary infections, 19 (20.7) 20 (23.8) 4(14.8) 43 (21.2) 0.61 23 (20.3) 18 (23.7) 2(14.3) 43 (21.2) 0.70

n (%)

?p values were calculated with the use of chi-square test and Kruskal-Wallis test.

In vitro CIITA type lll promoter activity in association with rs3087456 genotype

Dual luciferase reporter gene assays were used to detect specific CIITA promoter activity. Unexpectedly,
after transfection into a monocyte-like cell line (U937), G-286A*rs3087456 plll activity was significantly lower
than in wild-type (WT) construct (p< 0.001) (Figure 4). Following é h stimulation with IFN-vy, activity of G-
286A*rs3087456, plll recovered a similar activity than WT promoter (p< 0.001) (Figure 4). As alternative iso-
forms of plll are specific to B and activated-T cells, we transfected a B lymphocyte-like cell line (Raji) and a T
lymphocyte-like cell line (Jurkat T). In B cells, luciferase activity of G-286A*rs3087456 plil was significantly
lower in comparison with WT promoter (p< 0.05), and IFN-y did not restore activity of mutated plil (p = 0.23)
(Figure 4). For T cells, transfection of G-286A*rs3087456 plll did not affect baseline promoter activity, nor
was plll activity increased in response to IFN-vy stimulation for transfected or WT promoter (Figure 4). Thus,
although CIITA plll basal activity was reduced in monocytes transfected with G-286A*rs3087456 than WT,
CIITA plll activity was fully restored in G-286A*rs3087456 following IFN-y stimulation.

DISCUSSION

In this study, we showed that G-286A*rs3087456 CIITA plll polymorphism is associated with an increase
28-day mortality in septic shock and a decreased ability to increase mHLA-DR expression across the trajec-
tory of ICU admission. We showed that G-286A*rs3087456 CIITA polymorphism impairs basal activity of plll
promoter without altering CIITA plll and plV isoforms expression, but this reduced activity is fully rescuable
by IFN-y. Difference in the induction profiles between in vitro promoter activity and ex vivo transcripts
expression suggests that IFN-y may act as a transcriptional inducer in G-286A*rs3087456 but not in WT,
where effect appears at a post-transcriptional level (e.g., transcript stabilization).

Genetic polymorphisms are widely recognized as important determinants of the host response to patho-
gens and have been strongly selected in human evolution (Quintana-Murci, 2019). Such polymorphisms
may be pathogen-specific immunodeficiencies (Casanova and Abel, 2007), and/or only quantifiable
following immune challenge, i.e. eQTLs, that are dependent on innate immune context (Fairfax et al.,
2014). Here, we provide data supporting a functionally important variant of the CIITA promoter Il on
mHLA-DR expression in patients and ex vivo experiments, which in turn is associated with poor outcome
in sepsis and may be a realistic target for personalized immunomodulation.

The effect of the G-286A*rs3087456 polymorphism on the regulation of HLA-DR expression has not been

previously studied. To our knowledge, this is the first study to investigate the regulatory effects of this pro-
moter polymorphism. Our results suggest that GG genotype alters plll activity in monocytes and B cells but
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Figure 1. Monocyte HLA-DR expression in 203 patients with septic shock

Circulating monocyte HLA-DR expression is expressed as number of antibodies bound per cell (AB/C). Results are
presented as median with 95% Cl and by genotype of CIITArs12596540 and G-286A*rs3087456 in a dominant model. *p<
0.03 vs. basal (Wilcoxon signed rank test).

not in T cells, in a cell-type specific manner. Unexpectedly, on basal condition (e.g., monocytes and B lym-
phocytes from healthy volunteers), plll related transcripts induction is not significantly different between all
haplotypes. Following ex vivo stimulation with IFN-y, plll transcripts expression was increased only in mono-
cytes in both GG and AA or AG genotypes. Similarly, plV transcripts expression is not different in the basal
condition, but expression increases after IFN-y only in monocytes. These suggest that, in healthy condition,
transcriptional induction counteracts altered promoter activity of GG or repressor inhibit transcription in AA
or AG haplotypes, both hypotheses encompassing complex transcription regulatory mechanisms.

This study was unable to identify the precise mechanisms by which CIITA plll polymorphisms are associated
with decreased mHLA-DR expression in individuals homozygous for G-286A*rs3087456. This is unsurprising
given the heterogeneity of transcriptional response during sepsis and complexity of HLA-DR gene regulation.
Recently, immune-enhancing CpG and non-CpG oligodeoxynucleotides (ODNSs) have been described as hav-
ing arole inregulating expression of MHC class Il and costimulatory molecules. Wang et al. (2007) showed that
non-CpG ODNs (rODNs) downregulate HLA-DR expression in monocytes and block promoter lll-directed
transcription of CIITA in these cells. The precise inhibitory molecular effects of rODN on plll activity are not
understood, and more specifically, its precise promoter interaction not studied. Lohsen et al. (2014) described
a distal regulatory element, known as hypersensitive site 1 - HSS1 (located ~3kb upstream of pl) with PU.1,
NF-kB, and Sp1 interacting with plll through a looping interaction. Of interest, proximal regulatory elements
were described, and include inducers (e.g., AP-1, Sp1, CREB, NF-Y, ARE-1, ARE-2), and repressors (e.g., PRDI-
BF1/BLIMP-1, ZBTB32). Other mechanisms are involved in CIITA expression regulation. Among these, in B
cells, restricted access of pl because of extensive DNA methylation induces a switch to plll activation (Lohsen
et al., 2014). The —300 region of CIITA has been well identified as an important proximal regulatory region
(Ghosh et al., 1999). It is plausible that plll G-286A*rs3087456 polymorphism may interfere with transcription
in monocyte during sepsis and CIITA expression be rescued through IFN-y stimulation. Whether this may be
directly related to a cis- or trans-regulatory mechanism is unknown. Ni et al. (2008) identified a dependent
distal enhancer regulating IFN-y-induce expression of CIITA through pIV. This IFN-y induce promoter activa-
tion is dependent on BRG1, an ATP-dependent remodeling factor, which promotes the formation of a dy-
namic three-dimensional chromatin loop and demonstrates the importance of distant enhancer/silencer
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Figure 2. Ex vivo HLA-DR expression in monocytes of healthy controls

Results are presented as violin plot with median and quartiles lines, and by genotype of CIITA G-712A*rs12596540 and G-
286A*rs3087456 in an A-dominant model (results for the co-dominant model presented in Figure S2). p values were
calculated using Mann-Whitney Test. ****p< 0.0001 and *p< 0.05.

regions in CIITA expression regulation. In our study we showed that expression in monocyte of plV isoforms
following IFN-y is ~2.7-fold higher than plll, which confirms the preferential activation of plV after IFN-y induc-
tion. Altogether, these facts support the evidence that IFN-v is a preferential inducer of CIITA expression that
may overcome monocytic MHC class Il phenotype triggered by G-286A*rs3087456 polymorphism in septic pa-
tients. The detailed transcriptional mechanism is unknown but the complexity of the regulation of CIITA
expression renders difficult the precise determination out of high-throughput promoter analysis.

CIITA has been shown to regulate the expression of several non-MHC class Il immune related genes such as
interleukin (IL)-4, collagen a2, Fas ligand, and plexin A1 (Ting and Trowsdale, 2002). CIITA was able to inhibit
MMP-9 expression, a matrix metalloproteinase involved in the degradation of extracellular matrix in lung
injury associated with sepsis (Nozell et al., 2004). This effect was mediated by the binding and sequestration
of CREB binding protein by CIITA, and therefore a reduction in promoter activity for MMP-9 — illustrating the
complexity of ClITA-mediated signaling through transcriptional, and non-transcriptional pathways. Pro-
moters of CIITA have previously been implicated in autoimmune diseases, highlighting their role in immuno-
regulation more broadly (Swanberg et al., 2005; Vasseur et al., 2012). Indeed, the greatest challenge to a true
understanding of gene regulation in monocytes is likely to be the integration of proximal (cis) and distal (trans)
regulatory effects on genetic loci in complexes disease, rather than in vitro (Fairfax et al., 2014).

Hereby, we have showed that homozygosity for G-286A*rs3087456 was associated with low mHLA-DR
expression in patients with sepsis, and that IFN-y was able to restore CIITA promoter Il activity. In the sem-
inal article by Docke et al. (1997), authors showed that IFN-y was able to restore monocyte functions in 8
patients with sepsis. More recently, in a cohort of 20 pediatrics and adults’ patients with sepsis, we showed
that immunotherapy with IFN-y was safe to improve the immune host defense, particularly the monocyte
HLA-DR expression in patients with prolonged downregulation of mHLA-DR, and was associated with a
very high survival rate (Nguyen et al., 2021; Payen et al., 2019). These results may suggest the use of
IFN-y as a targeted immune therapy on G-286A*rs3087456 homozygotes GG to rescue mHLA-DR expres-
sion. Leentjens et al. (2012) suggested in healthy volunteers with LPS-induced immunoparalysis that the
modulatory effect of IFN-y is variable, despite the significant increase in mHLA-DR expression. Of interest,
GM-CSF did not induce a significant increase in mHLA-DR in this study (Leentjens et al., 2012). This is in
agreement with the study of Hornell et al. (2003) showing that GM-CSF increase CIITA type | and Ill tran-
script expression but not of type IV. The use of mHLA-DR to assess the risk of secondary infection after sep-
tic shock is well admitted (Lukaszewicz et al., 2010; Wu et al., 2011). The use of a threshold of 8,000 AB/C to
define a reduction in mHLA-DR expression to diagnose an acquired immunosuppression gets more
credence, in particular if it is lasting after day 3 post admission (Monneret et al, 2006; Payen
etal., 2019). Hereby, we showed that rs3087456 GG genotype was significantly associated with unresolving
low mHLA-DR kinetics, predicting a persistent immunodepression phenotype in patients with septic shock.
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Figure 3. Ex vivo mRNA levels for promoter Ill and IV isoforms

mRNA level in positively selected CD14" (monocytes) and CD19" (lymphocytes) from healthy controls. Cells were
stimulated or not with IFN-y during 6h before gPCR. Results are presented as truncated violin plot with median and
quartiles lines and by genotype of CIITA G-286A*rs3087456 in an A-dominant model. p values were calculated using
Mann-Whitney Test. ****p< 0.0001, ***p< 0.001 and *p< 0.05.

This study raised number of questions. Among these, the specific effect of CIITA G-286A*rs3087456 on
CIITA transcripts expression in septic patients is unknown. It is probable that regulatory mechanism
(e.g., acute phase response, cytokines, steroids, adrenergic drugs) encountered during sepsis may signif-
icantly modified both transcriptional and post-transcriptional regulation of CIITA, but regarding the rarity
of this SNP, the necessity of immediate ex vivo experiments, such study may be difficult to realize.

This study provides two important insights: First, a genetic susceptibility affecting MHC class Il master
regulator CIITA has been shown to be associated with defective mHLA-DR expression in patients with sep-
tic shock and dismal outcome. This allows us to anticipate the onset of sepsis-induced immunosuppres-
sion. Second, the demonstration of the effect of IFN-y in restoring the functional consequence of this ge-
notype, suggests the use of this genetic biomarker to identify patients who may benefit of IFN-y-based
immunomodulatory therapy. In conclusion, we report that CIITA G-286A*rs3087456 GG genotype is asso-
ciated with impaired mHLA-DR expression in septic shock, predictive of development of persistent immu-
nosuppression, and demonstrate the effect of IFN-y to rescue altered MHC class Il expression.

Limitations of the study

There are some limitations to be discussed. First, to validate that CITA G-286A*rs3087456 polymorphism
can be considered as a biomarker of susceptibility to worsening prognosis in patients with septic shock, a
study on a larger cohort of patients would be necessary. Second, because of inclusion before the release of
the new definition of septic shock (Singer et al., 2016), patients were included on the criteria of sepsis with
organ failure and hypotension despite adequate volume resuscitation (Levy et al., 2003). This definition re-
mains close to the more recent one, and they both target the most critically ill patients in septic shock. In
addition, recent data have shown that immunosuppression in ICU, also known as delayed-injury acquired
immunodeficiency, is present in subgroups of severely injured patients, in both septic and non-septic pa-
tients (Venet et al., 2022). Therefore, this study provides an opportunity to discuss an example of the use of
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genetic biomarker through the understanding of the underlying immune mechanism, which can be used in
all severe ICU patients.
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the lead contact, Pierre Tissieres (pierre.tissieres@i2bc.paris-saclay.fr).

Materials availability

e This study did not generate new unique reagents.

® Plasmids generated in this study have not been deposited.

Data and code availability

Data reported in this paper will be shared by the lead contact upon request. This article does not report
original code. Any additional information required to reanalyze the data reported in this article is available
from the lead contact on request.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Study design and setting

This was a single center observational study with sequential recruitment of patients admitted in the Critical
Care Unit of the Department of Anesthesiology, Lariboisiere University Hospital, Paris, France, between
February 2004 and November 2005. The study was approved by the Cochin Hospital Ethics Committee
(# CCPPRB, 2061), Assistance Publique Hoépitaux deParis. Patients were screened at admission by
attending intensive care physicians for the inclusion criteria: presence of septic shock (Levy et al., 2003)
and age >18 years. There were no exclusion criteria. Eligible patients (or their representatives) gave
informed written consent for the study. Clinical and biological characteristics were prospectively collected
from recruited patients, including demographic characteristics, severity scores (SAPS II: Simplified Acute
Physiology Score Il and SOFA: Sequential Organ Failure Assessment), infection foci, baseline health status
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and medications and routinely measured laboratory markers. Peripheral blood was sampled into EDTA an-
ticoagulants tubes (Vacutainer, Becton Dickinson, USA) at days 1, 2, 7, 14, 21 and 28 following ICU admis-
sion for mHLA-DR assays, and upon recruitment to the study for genotyping. Of 221 patients with septic
shock recruited to the study, daily data from day of ICU admission to >7 days and genomic DNA was avail-
able from 203 patients (Figure S1). The median age of the study cohort was 61 years (range: 18-94), with a
majority of men (65%) (Table 1).

Healthy human control samples

For ex vivo and in vitro experiments, peripheral blood from healthy blood donors were collected at the
French national blood collection center (Etablissement Francgais du Sang, EFS) following written informed
consent was obtained from healthy volunteers.

Cell lines

Human leukemic monocyte lymphoma cell line U937 and human Burkitt's lymphoma cells (Raji) were
cultured in RPMI 1640 containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1.0 mM sodium pyruvate,
amino acids, 20 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, 100 ng/mL streptomycin at 37°C in 5% CO,.

METHOD DETAILS

Genotyping

Genotyping was performed blinded to the clinical data. Genomic DNA (gDNA) was extracted from 200 pL
of peripheral whole blood using the NucleoSpin Blood kit (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)
following manufacturer’s instruction. Presence of two SNPs: G-286A*rs3087456 and G-712A*rs12596540
located on the CIITA plll was assessed using commercially available TagMan assays (Life Technologies,
La Jolla, CA) to discriminate between the two SNPs (Table S1). Real time allelic discrimination assays
were performed using SsoFast Probes Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA) and a CFX-96 real-time PCR sys-
tem (Bio-Rad, Hercules, CA). Genotyping was performed blinded to the clinical data. Genomic DNA con-
centration was measured (NanoDrop, 2000 spectrophotometer, ThermoFisher, Waltham, MA) and quality
assessed (260/280 ratio between 1.7 and 1.9).

Flow cytometry to assay mHLA-DR

Quantification of mHLA-DR on circulating monocytes from patients with sepsis was performed using a stan-
dardized flow cytometry assay (Demaret et al., 2013). Anticoagulated whole blood was stained with anti-
bodies to HLA-DR and CD14 mixture (QuantiBrite anti-HLA-DR PE/anti-monocyte CD14 PerCP-Cy5.5, Bec-
ton Dickinson, CA), prior to lysis, washing, and acquiring of HLA-DR expression on monocytes using BD
FACSCanto (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). To quantify, the median fluorescence intensity of the
entire monocyte population was then transformed to number of antibodies per cell (AB/C) using calibrated
PE beads (BD QuantiBRITE PE BEADS, Becton-Dickinson San Jose, CA). Results were analyzed using
FlowJo (TreeStar Inc, Ashland, OR). and mixed with calibrated PE beads (BD Quantibrite PE BEADS, Becton
Dickinson, CA).

mHLA-DR expression upon exposure to IFN-y

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy volunteers were isolated by Ficoll density-
gradient centrifugation. B cells and monocytes from blood donors were isolated using positive selection
with MS columns and the CD19 and CD14 Microbeads kits, respectively (Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, Germany) following manufacturer’s protocols. Purity was assessed by flow cytometry, using anti-
CD20-FITC (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), and anti-CD14-PE (BD Biosciences, Le Pont
deClaix, France). Isolated cells had an average purity of 90% (48%).

For analysis of healthy donors’ blood, isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), monocytes
and B cells were washed once in PBS. After being washed once in cold PBS, cells were incubated at 4°C
for 15’ with the Human Fc Receptor Binding Inhibitor (eBioscience, San Diego, CA) to avoid unspecific bind-
ing of labeled antibodies. Cells were then incubated with fluorescently labeled antibodies were added for
15minat 4°C. The antibodies mix contained: Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD20
(mouse monoclonal IgG1k, clone LT20, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), phycoerythrin
(PE)-conjugated anti-CD14 (mouse monoclonal IgG2a,k, clone M5E2, BD Biosciences, Franklin Lakes NJ)
and PE-cyanine 7 (PE-Cy7)-conjugated anti-HLADR (mouse monoclonal 1gG2a,k, clone G46-6, BD
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Biosciences, Franklin Lakes, NJ). After two PBS washes, cells were suspended in 1% paraformaldehyde.
Flow cytometry was performed on a BD FACSCanto (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) and results
analyzed by the software FlowJo (TreeStar Inc, Ashland, OR).

PBMCs were cultured in 24-well plates at 2 x 10° cells/ml in RPMI with 10% FBS at 37°C, 5% CO,. Isolated
CD14" cells were cultured at 2.5 x 10% in 24-well plates in DMEM with 5% FBS at 37°C, 5% CO,. Isolated
CD19* cells were cultured at 10° cells in 96-well plates in RPMI 10% FBS at 37°C, 5% CO,. Cultured cells
were incubated in the presence or absence of 50 Ul/ml of human recombinant IFN-y (ImmunoTools, Frie-
soythe, Germany). After 6 h, CD14" and CD19" cells were harvested for RNA extraction, whilst after 24 h,
PBMCs were collected for flow cytometry analysis.

Total RNA isolation and quantitative PCR analysis

Total RNA was isolated from monocytes and B cells using the NucleoSpin® RNA XS (Macherey-Nagel, Dui-
ren, Deutschland), following manufacturer’s instruction. cDNA was generated from 200 ng of total RNA us-
ing iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA). Primers for each CIITA isoform and for the large
subunit of ribosomal protein (RPLPO), were designed using the software Beacon Designer 7.0 (PREMIER
Biosoft, Palo Alto, CA) and are reported in together with working concentrations and amplification effi-
ciencies (Table S1). RPLPO was used as a reference gene and the relative quantity of the transcript was
calculated by the 2-AACt method (Livak and Schmittgen, 2001). PCR reactions were performed in a
CFX96 real time PCR system (Bio-Rad Hercules, CA) using the SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad, Her-
cules, CA).

Transfection and plasmid and dual-luciferase reporter assays

Four x 10° cells (Human leukemic monocyte lymphoma cell line U937 and human Burkitt's lymphoma cells
Raji) were transfected with 1 pg of reporter plasmid and 10 ng of pRL Renilla luciferase vector (Promega,
Madison, WI) using Turbofect™ Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific, Fermentas, Waltham,
MA). After transfection, the cells were incubated for 30 h and stimulated by 50 Ul/ml rIFN-y
(ImmunoTools, Friesoythe, Germany) for 6h or left untreated.

The 1200 bp of the plll promoter of MHCIITA was cloned in pGL-3 firefly luciferase reporter vector (Prom-
ega, Madison, WI). SNPs G-286A*rs3087456 and G-712A*rs12596540 were inserted by using site-specific
mutagenesis following published protocols (Stratagene, La Jolla, CA) (Liu and Naismith, 2008). All the
inserts were verified by Sanger sequencing. Dual-Luciferase assay was performed with the Dual-Glo lucif-
erase Assay (Promega, Madison, WI), following manufacturer’s instructions. Firefly and Renilla luciferase
substrates fluorescence was recorded by a Tri-Star LB 941 (Berthold Technologies, Wilbad, Germany).
As an internal control, pRL-TK, expressing the Renilla luciferase under the control of the constitutive TK
promoter was co-transfected (Promega, Madison, WI). Results are represented by the mean value and
the standard deviation and are expressed as relative luciferase activity (ratio of firefly luciferase activity
to renilla luciferase activity). To confirm the results, experiments were performed in triplicates and each
one was carried out three times.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Allele and genotype frequencies were calculated by direct counting. Hardy-Weinberg equilibrium for the
two SNPs was assessed by the software Arlequin v3.11. Analysis of association between genotype and
binomial clinical outcomes using different genetic models was performed by using the software plink
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/).

Results are presented as range and median for continuous variables and as proportion of total for categor-
ical variables. Differences in HLA-DR, SOFA and SAPS Il scores for the different genotypes were analyzed
by using the Kruskal-Wallis test run in Stata software. The Wilcoxon rank-sum test was applied to analyze
continuous variables between different genotypes. Mann-Whitney Test was applied for analysis of
luciferase experiments by using the software GraphPad Prism 9.0. p values <0.05 were considered
significant.
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3 Validation de la mesure de l'expression de mHLA-DR par cytométrie de flux
sans lyse ni lavage au chevet du patient avec un faible volume de sang total

3.1 Contexte

La mesure de l'expression HLA-DR sur les monocytes par cytométrie de flux
semble étre un marqueur fort de I'immunosuppression chez les patients des
unités de soins intensifs. La persistance d'une expression faible de mHLA-DR est
associée a un risque accru d'infections nosocomiales et de mortalité. Afin
d'adapter cette technique aux exigences pédiatriques et de permettre un accés
étendu 24h/24 et 7j/7, nous avons développé une méthode au chevet du patient
(Bedside Method : BM) nécessitant un faible volume de sang frais.

3.2 Description de 'étude

L'objectif est de comparer 'expression quantitative de mHLA-DR par cytométrie
de flux mesurée avec notre procédure avec la méthode standardisée (Standard
Method : SM). HLA-DR monocytaire a été quantifié avec les deux méthodes : SM
dans un laboratoire d'hématologie clinique avec une méthode standardisée de
cytométrie de flux, et BM dans notre unité de soins intensifs pédiatriques. En bref,
pour la BM, seulement 10 pyL de sang frais ont été incubés avec 4 pL du
QuantiBRITE® Anti HLA-DR-PE/Anti-Monocyte PerCP-Cy5.5. Afin de ne pas
compromettre |'acquisition des données, mHLA-DR a été mesuré immédiatement
en utilisant un protocole no-lyse no-wash avec le cytometre Attune®, disponible
dans notre service. L'intensité de fluorescence moyenne a été convertie en
anticorps par cellule (AB/C), calibrée avec les billes QuantibriteTM PE.

3.3 Résultats et conclusion

80



Nous avons déterminé I'expression de mHLA-DR chez 34 patients sur une période
de 3 semaines, 20 adultes et 14 enfants admis en soins intensifs. La corrélation
entre BM et SM était excellente (corrélation de Pearson :y =0,8192x + 678,7, r =
0,9270, p < 0,0001). Notre méthode BM de mesure de Il'expression mHLA-DR
permet donc une préparation simplifiée des échantillons avec un trés petit volume
de sang, sans compromettre les données. Elle est disponible immédiatement au
chevet du patient avec un temps d'acquisition rapide et présente une corrélation
avec la méthode standardisée. Cette méthode pourrait étre utilisée pour étudier
l'immunoparalysie dans le sepsis néonatal.
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ABSTRACT

Background: Monocyte HLA-DR expression appears to be a potent marker of
immunosuppression in the intensive care unit patients. The persistence of low mHLA-DR
expression is associated with an increased risk of nosocomial infections and mortality. To adapt
this technique to paediatric requirements and provide extensive 24/7 access, we have developed
a bedside method (BM) requiring a small volume of blood. The objective is to compare the
expression of mHLA-DR by flow cytometry measured with our procedure with the standardised
method (SM).

Methods: mHLA-DR was quantified with both methods: SM in a clinical haematology
laboratory with standardised method according to manufacturer protocol, and BM using
delocalized flow cytometer in our paediatric ICU. Briefly, for BM, 10 uL of fresh blood was
incubated with 4 pL. of the QuantiBRITE® Anti HLA-DR-PE/Anti-Monocyte PerCP-CyS5.5,
anti-CD45 and anti-CD19 antibody. In order not to compromise data acquisition, mHLA-DR
was measured immediately using a no-lyse no-wash protocol with the Attune® cytometer. The
median fluorescence intensity was converted to antibodies per cell (AB/C), calibrated with the
Quantibrite™ PE Beads.

Results: We determined the expression of mHLA-DR in 34 patients, 20 adults and 14 children
admitted to ICU. Correlation between BM and SM was excellent (Pearson’s correlation: y =
0.8192x + 678.7, r = 0.9270, p < 0.0001).

Conclusions: The no-lyse no-wash whole blood microvolume method for measuring mHILA-
DR expression allows for simplified sample preparation without compromising accuracy of the
data. This method may simplify immune monitoring of critically ill patient by the deployment

of point of care method.

Key words: mHLA-DR, sepsis, flow cytometry, immunosuppression
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INTRODUCTION

Acquired immunosuppression is an increasingly reported syndrome in intensive care patients
and is associated with both sepsis-induced mortality and increased risk of secondary
infections (Hotchkiss, Monneret, et Payen 2013; Conway Morris et al. 2018; Lukaszewicz et
al. 2009). Initially described as related to sepsis, it is a consequence of acute systemic
inflammation irrespective of the underlying cause (Hotchkiss, Monneret, et Payen 2013).
Consequently, therapies targeting the restoration of monocyte (m)HLA-DR level with IFN-y
or GM-CSF as gain interest in order to reverse acquired immunosuppression (Payen et al.
2019; Nguyen et al. 2021; Meisel et al. 2009). Although the characterisation of
immunosuppression is still a matter of debate, decreased expression of HLA-DR, a MHC
class I molecule required for antigen presentation to T cells on the cell surface of circulating
monocytes, is widely recognized as a marker of acquired immunosuppression (W. D. Docke
et al. 1997; Lukaszewicz et al. 2009; Monneret et al. 2006) and has been proposed to screen
patients and monitor response to immunomodulatory therapies (Lukaszewicz et al. 2009).
Although the literature has shown that measuring mHLA-DR expression is reliable and
reproducible (Demaret et al. 2013; Frugier et al. 2022; de Roquetaillade et al. 2022; Monneret
et al. 2002; W.-D. Docke et al. 2005), the use of this biomarker remains infrequent in clinical
practice due to the use of flow cytometry, cost, unavailability at the patient's bedside, the need
for technical expertise for sample preparation and the limited blood volume available for its
measurement such in neonates.

In view of this, we have developed a no-lyse no-wash bedside method (BM) requiring micro
volume of whole fresh blood. The objective of this study was to compare the quantitative
expression of mHLA-DR by flow cytometry - measured with our protocol - with the

standardised method (SM).
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MATERIALS AND METHODS

Study design and setting

In this observational study with sequential recruitment, we included 34 patients between
March and April 2016: 14 paediatric patients within the paediatric intensive care unit of
Bicétre Hospital, APHP. Université Paris-Saclay, France, and 20 adult patients in the
intensive care unit of the department of anaesthesiology at Lariboisiére Hospital, APHP. Nord
Université Paris Cité, France. The study (French study classification: MR004) was approved

by the local IRB and French Data Protection Authority.

Sampling

Patients

Over a 3-week period, patients admitted in either the adult surgical ICU (Lariboisiere
Hospital) or the paediatric and neonatal ICU (Bicétre Hospital) with vascular access were
sampled, regardless of the reason for admission. There was no exclusion criterion. For each
patient, peripheral blood was collected in two EDTA anticoagulant tubes (Vacutainer, Becton

Dickinson, Franklin Lakes, NJ) for mHLA-DR expression measurements by both methods.

Laboratory methods

Flow cytometry to assay mHLA-DR: standard method (SM)

Quantification of mHLA-DR on circulating patient monocytes by SM was performed using
the standardised flow cytometry assay, as described in the literature (Demaret et al. 2013), in
a laboratory accredited for the measurement of mHLA-DR (clinical haematology department,
Lariboisiere Hospital). Briefly, 50 uL of anticoagulated whole blood was stained with 20 pl,
of anti-HLA-DR and CD14 antibodies mixture (QuantiBrite anti-HLA-DR PE/anti-monocyte

CD14 PerCP-CyS5. 5, Becton Dickinson, CA) at room temperature for 30 min in dark, prior to

John Wiley and Sons, Inc.
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lysis, washing and acquisition of HLA-DR expression on monocytes using the BD FACS
Canto (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Quantification of mHLA-DR expression was
assessed using calibrated PE beads (BD QuantiBRITE™ PE BEADS, Becton-Dickinson San
Jose, CA) using the number of antibodies per cell (AB/C) by flow cytometry (FACS Canto II
instrument, FACS Diva software, Becton Dickinson, San Jose, CA) as previously described

(Lukaszewicz et al. 2009).

Flow cytometry to assay mHILA-DR: bedside method (BM)

Quantification of mHLA-DR on circulating patient monocytes by BM was performed in the
laboratory of the Paediatric Intensive Care Unit at Bicétre Hospital. Ten pl of anticoagulated
fresh whole blood was stained with 4 L of anti-HLA-DR and CD14 antibodies mixture
(QuantiBrite anti-HLA-DR PE/anti-monocyte CD14 PerCP-CyS5. 5, Becton Dickinson, CA), 1
uL of PB-labelled anti-CD19 (clone SJ45-C1, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA) and
1 puL of PO-labelled anti-CD45 (clone HI30, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA) at
room temperature for 15 min in dark. Stained samples were diluted in 2ml of PBS. A
fluorescence threshold was used to distinguish the white blood cell population from the much
more abundant red blood cell population. Data were acquired on the Attune® Acoustic
cytometer (Life Technologies, Carlsbad, CA) available in our unit with a collection rate of
500ul/minute, i.e., 4 min acquisition per sample. Leukocytes were first identified based on
the level of CD45 expression and side scatter. Then monocytes (CD14 positive CD19
negative) were gated out. Monocyte HLA-DR expression was finally measured on their
surface (mono-parametric histogram) as median of fluorescence intensity (MFI) related to the
HLA-DR positive monocytes (Figure 1). These results were then transformed to AB/C
(number of antibodies fixed per cell) using the response of calibrated PE-beads (BD

QuantiBRITE™ PE BEADS, Becton-Dickinson San Jose, CA). Quantification of mHLA-DR
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expression was assessed using calibrated PE beads (using the number of antibodies per cell

(AB/C) by flow cytometry.

Statistical analysis

Correlations were evaluated using the Pearson’s correlation coefficient and intra-class
correlation coefficients test. Simple linear regression was performed, and Pearson's
correlation coefficient (r) was computed to estimate the correlation between SM and BM.
Bland Altman plots were used to allow for the observation of possible systematic biases,
estimated by the average of the differences between two results (Bland et Altman 1986). In
this model, limits of agreements were defined as +1.96 standard deviation (SD). The
statistical analyses were performed using StatView 5.0 (SAS Institute Inc.) and Prism 9.0

(GraphPad software, LLC). P values < 0.05 were considered significant.

RESULTS

In the 34 patients studied, the average age was 7 years (min-max: 4 months-14 years) in the
paediatric group and 60 years (min-max: 30-94 years) in the adult group. The number of
monocytes to be analysed was set at 1500. Mean mHIL A-DR value was 16163 AB/C (min-
max: 3654-35028); 17396 (min-max: 3847-35182) in the SM group, 14929 (min-max: 3462-
34875) in the BM group. We compared the mHLA-DR measurements of paired samples
stained using both the SM and the BM. We observed an excellent correlation between the two
methods (Pearson’s correlation: y = 0.8192x + 678.7, r = 0.9270, p < 0.0001) (Figure 2, A).
The Bland-Altman difference plot also showed good agreement of the results (Figure 2, B).
The mean of the differences was 2467 AB/C, which is negligible in relation to the field of
measurement and clinical decision making. Two values close to 20000 AB/C were above the

limits of analytical agreement.
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DISCUSSION

Hereby we show the excellent correlation between mHLA-DR results measured with both
methods, one according to the standard protocol following product guidelines the other
according to a no-lyse no-wash protocol using a 5-fold smaller volume of blood. To our
knowledge, such an inter-laboratory evaluation on fresh clinical samples, comparing two
staining protocols with two different flow cytometers using different technology (eg. BD
FACS Canto, ThermoFisher Attune) has never been reported and outline the reproductivity of
mHLA-DR measurement. Previously, several studies have already shown the robustness and
comparability of the standardised technique. Inter-laboratory studies on different cytometers
have validated the measurement (Demaret et al. 2013) and the conversion of MFI (Median
Fluorescence Intensity) to AB/C (antibody per cell) using a straight line spread has ensured
the comparison of results (W.-D. Docke et al. 2005). Recently, the quality of the results has
led teams to request accreditation for the measurement of mHLA-DR by flow cytometry and
to allow its use in routine care (Frugier et al. 2022) and is recommended by experts (Hall et al.

2022).

The advantages of the BM protocol are multiple. Firstly, the simplification of the staining
protocol with no-lyse no-wash analysis allows to maximize samples with no cell loss. Second
the implementation of such protocol with a small footprint cytometer (Attune® Acoustic
Focusing Cytometer) installed in an intensive care unit allows this test to be accessible at the
bedside 24 hours a day, 7 days a week. A device dedicated solely to the measurement of
mHLA-DR has recently been proposed. The Accellix system, a fully automated benchtop
cytometer, required less blood volume (40 ul), with no need for bedside sample preparation.

However, one study of 139 patients showed poorer correlations before correction of the

John Wiley and Sons, Inc.
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algorithm (Pearson correlation (r?) ranging from 0.71 to 0.97), or errors in the fluidic issue,
the authors concluding that validation in a larger cohort study was necessary to improve
reliability (Zouiouich et al. 2017). Thirdly, performing cell acquisition with a no-wash method
avoids the decrease in mHLA-DR expression, potentially leading to under-diagnosis of
immunosuppression (W.-D. Docke et al. 2005). The theoric risk of non-specific binding of
staining antibodies caused by the inflammation-induced increase in Fc gamma receptors in
unwashed blood sample is not suggested by our study (Demaret et al. 2013). Fourthly, the
validation of our protocol with a very low volume of blood (10 uL) opens the field of research
in very low weight patients, neonates and preterm infants, in whom the frequency and severity
of sepsis are important (Shane, Sanchez, et Stoll 2017). Already, preliminary data show that
the persistence of decreased mHLA-DR expression in paediatric patients with septic shock
correlates with the occurrence of secondary infections (Remy, Kolev-Descamps, et al. 2018)
and mortality (Manzoli et al. 2016). Our study, open the possibility to perform larger study in
paediatric and neonatal population. Finally, our protocol makes it possible to divide by 5 the
quantity of antibodies mixture (QuantiBrite anti-HLLA-DR PE/anti-monocyte CD14 PerCP-

CyS5. 5), thus reducing the costs for this analysis.

Our study has one methodologic limit. Samples were transferred between two hospital
delaying analysis. The design of our study may have attenuated the impact since sampled
were crossed analysed. Nevertheless, despite overall good agreement, high mHL A-DR
measurements were above the limits of analytical agreement with an absolute mean
differences of 2467 AB/C. Although negligible in view of clinically pertinent thresholds used
in intensive care (< 5000 AB/C indicating profound immunosuppression, and > 100000 AB/C

in favour of macrophage activation syndrome (Remy, Gossez, et al. 2018).
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CONCLUSION

The BM no-lyse no-wash protocol allows a reliable assessment of mHLA-DR expression with
simplified sample preparation in a very low volume of fresh blood. This method could lead to
the wider use of this biomarker in paediatric and neonatal intensive care units where sampling
may be limited and opens the possibility of point of care monitoring of acquired

immunosuppression status in critically patients.
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Figures titles and legend

Figure 1. Gating strategy for mHLA-DR measurements
Identification of leukocytes on the level of CD45 and side scatter than gating on monocytes
and lymphocytes (A). Identification of monocytes based on CD14P% CD19"¢8 (B).

Measurement of the MFI on their surface in relation to HLA-DR pos monocyte population.

Figure 2. Comparison between SM and BM measurement of mHLA-DR expressed as
number of antibodies bound per cell (AB/C)
Linear regression with 95% confidence bands of the best-fit line (A). Pearson's correlation

coefficient r = 0.9270; Bland Altman plots showing agreement between SM and BM (B).

John Wiley and Sons, Inc.
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Figure 1

A B C

NSOV WN =

Scatter - 10+2 - All Events 10+2 - mono hympho 10+2 - D14+ CD19-
: s 30 HLA-DR

o o N o

SSC-H (1076)
e
BL3 CD14 PE Cy 5.5-H

N oW
s L

CD14-CD19- CD19+CD14-

10° 4 e 0 e At rrenr

102 10° 10* 10 10° 10" 102 16® 10* 10° 10° 10° 10" 102 10° 10* 10° 108
VL3 CD45 PO-H VL1 CD19 PB-H BL2 HLA DR PE-H

24 Figure 2

40000+ 15000+

100004 —— [ +1.96 SD
e 8949

L ® .‘ Mean

P, o o . o 297

o -1.96 SD
5000 ~4016

30000+
5000+

20000+
0+

mHLA-DR (AB/C)

10000

i
Bedside Method (BM)
mHLA-DR (AB/C)

-10000:

Difference between SM and BM

L} 1 1 1 1 1 1 1
36 0 10000 20000 30000 40000 0 10000 20000 30000 40000

38 Standard Method (SM) Mean between SM and BM
39 mHLA-DR (AB/C) mHLA-DR (AB/C)

John Wiley and Sons, Inc.



DISCUSSION

Malgré les progrés dans la prise en charge du choc septique grace a la rédaction
et 'application de recommandations internationales (Evans et al. 2021), le sepsis
demeure une cause importante de morbi-mortalité dans le monde (Fleischmann
etal. 2016). Lors du choc septique, la réponse immunitaire initiale est caractérisée
par une réponse inflammatoire importante, responsable de I'état de choc,
associée a l'apparition d'altérations du systéme immunitaire (Angus and van der
Poll 2013). La durée et lintensité de I'état d'immunosuppression qui peut en
découler favorisent I'apparition d’infections nosocomiales secondaires et le risque
de décés (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a). La compréhension des
meécanismes de la réponse immunitaire des patients en état de choc septique est
donc indispensable a I'amélioration de la prise en charge, individualisée et
adaptée, grace notamment aux  possibilités de  thérapeutiques
immunomodulatrices (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013b). De plus, afin de
cibler au mieux les patients pouvant en bénéficier, 'amélioration des techniques
de monitorage et I'étude détaillée des acteurs de la réponse immunitaire sont
indispensables.

La présentation de l'antigéne par les molécules du CMH de classe Il est une étape
primordiale de la réponse immunitaire. La diminution persistante de I'expression
de l'une dentre elles, HLA-DR, a la surface des monocytes, est actuellement
considérée comme le reflet de I'état d'immunosuppression lié au sepsis (Monneret
et al. 2004; Pachot et al. 2005b; Lukaszewicz et al. 2009). De plus, le transactivateur
de classe Il, CIITA, est le régulateur principal de I'expression des molécules du
CMH-II: en l'absence de celui-ci, les cellules présentatrices dantigénes
n'‘expriment pas le CMH-Il (Leon Machado and Steimle 2021). L'expression de CIITA
est contrblée au niveau transcriptionnel par un module de régulation hautement
conservé qui se situe dans la région promotrice du gene (Reith, LeibundGut-
Landmann and Waldburger 2005).

A partir de polymorphismes génétiques situés dans la région promotrice de CIITA
et étudiés principalement dans les maladies inflammatoires (Swanberg et al.
2005), l'objectif principal de ce travail était de décrire l'impact de ces
polymorphismes chez les patients en état de choc septique, ainsi que leurs roles
dans la présentation de l'antigéene par HLA-DR et 'immunosuppression liée au
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sepsis, et de proposer des hypotheses quant a leurs actions sur la régulation de
I'expression de CIITA.

En paralléle, dans le cadre d'une recherche translationnelle, nous avons développé
une technique rapide de monitorage de I'expression de mHLA-DR au lit du malade
sur un faible volume de sang total frais (sans lyse ni lavage), et avons rapporté une
expérience de traitement immunomodulateur par I'lFN-y de patients adultes et
pédiatriques atteints de chocs septiques sévéres. Enfin, nous avons effectué deux
études cliniques sur les cinétiques de mHLA-DR. Dans la premiére, nous avons
étendu l'analyse de HLA-DR au phénotype monocytaire chez des patients en
sepsis, dans notre cas, hospitalisés pour COVID-19 sévere. Dans la seconde, nous
allons décrire la cinétique des différents effecteurs cellulaires et marqueurs de
réponses (protéines, transcrits) chez des patients pédiatriques en postopératoire
de greffe hépatique, population a haut risque de développement d’infections
secondaires.

1 Polymorphismes de CIITA: rdle et régulation d'une protéine indispensable a
I'expression du CMH de classe Il

Les molécules du CMH de classe I, présentes a la surface des cellules
présentatrices d'antigenes, sont des protéines centrales de la réponse
immunitaire a I'infection, et le transactivateur de classe Il (ClITA) est indispensable
a l'expression de celles-ci. De plus, I'expression membranaire du CMH-II a la
surface des monocytes (MHLA-DR) est un des marqueurs les plus utilisés
actuellement pour évaluer 'état d'immunosuppression lié au sepsis, pourvoyeur
d’infections secondaires et de déces.

Dans I'étude que nous avons réalisée (présentée p. Erreur ! Signet non défini.,
« Erreur ! Source du renvoi introuvable. ») concernant deux polymorphismes
génétiques situés dans le promoteur Il de C/ITA, nous avons montré que le
polymorphisme G-286A*rs3087456 était associé a une augmentation de la
mortalité a 28 jours en cas de choc septique, ainsi qu'a une diminution de la
capacité a augmenter [|'expression de mHLA-DR au cours de la durée
d’hospitalisation en réanimation. De plus, ex vivo, le polymorphisme G-
286A*rs3087456 altérait I'activité basale du promoteur plll sans modifier
I'expression des isoformes de plll et plV. Enfin, cette réduction d'activité du
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promoteur Il était entierement récupérable aprés administration d'IFN-y. La
différence dans les profils d'induction entre I'activité du promoteur in vitro et
I'expression des transcrits ex vivo suggérait que I'lFN-y pouvait agir comme un
inducteur transcriptionnel chez les patients porteurs du polymorphisme G-
286A*rs3087456, ou l'effet apparait a un niveau post-transcriptionnel.

Finalement, notre travail fournissait deux informations importantes
premierement, il démontrait qu'une susceptibilité génétique affectant le
régulateur principal du CMH de classe I, CIITA, était associée a une expression
défectueuse de mHLA-DR chez les patients présentant un choc septique, ainsi
gu'une issue sombre. Cette susceptibilité, une fois détectée, permettrait de
diagnostiquer un risque plus élevé dimmunosuppression induite par le sepsis.
Deuxiemement, la démonstration de I'effet de I'lFN-y sur la restauration de la
conséquence fonctionnelle de ce génotype, suggérait que l'utilisation de ce
biomarqueur génétique permettrait d’identifier les patients qui pourraient
bénéficier d'un traitement immunomodulateur a base d'IFN-y. Nous avons donc
rapporté que le génotype G-286A*rs3087456 GG de CI/ITA était associé a une
expression altérée de mHLA-DR dans le choc septique, prédictif du
développement d'une immunosuppression persistante, et avons démontré ['effet
de I'lFN-y pour restaurer I'expression altérée du CMH de classe II.

1.1 Polymorphismes et réponse au sepsis : cas particulier des SNP de CIITA

L'utilisation de mHLA-DR pour évaluer le risque d'infection secondaire aprés un
choc septique est bien admise (Lukaszewicz, Faivre and Payen 2010; Wu et al.
2011). L'utilisation d'un seuil inférieur a 8000 AB/C pour définir une expression
fortement diminuée de mHLA-DR et permettre le diagnostic
dimmunosuppression acquise gagne en credibilité, en particulier si cette
expression basse se prolonge au-dela du troisieme jour aprés l'admission
(Monneret et al. 2006; Payen et al. 2019). Nous avons montré dans notre travail
que le génotype rs3087456 GG était significativement associé a une cinétique
défavorable de mHLA-DR avec persistance d'une expression faible au cours du
temps, prédisant un phénotype d'immunodépression persistant chez les patients
atteints de choc septique.
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Les polymorphismes génétiques sont largement reconnus comme des
déterminants importants de la réponse de I'héte aux agents pathogenes et ont
été fortement sélectionnés au cours de I'évolution humaine (Quintana-Murci
2019). Ces polymorphismes peuvent donner des déficits immunitaires spécifiques
de pathogenes (Casanova and Abel 2007), et/ou seulement étre quantifiables
apres un défi immunitaire, comme les eQTLs (« Expression Quantitative Trait
Locus », locus de caractére quantitatif d'expression, le QTL étant un endroit du
génome qui est étroitement associé a un caractére quantitatif, et les eQTLs des
régions du génome contrélant le niveau dARNm d'un ou de plusieurs genes) qui
dépendent du contexte immunitaire inné (Fairfax et al. 2014). Dans ce travail, nous
fournissons des données soutenant une variante fonctionnellement importante
du promoteur Il de CIITA sur I'expression de mHLA-DR, chez les patients et dans
les expériences ex vivo, qui est associée a une mauvaise évolution clinique aprés
un sepsis et qui peut étre une cible réaliste pour une immunomodulation
personnalisée.

1.2 Effet du polymorphisme G-286A*rs3087456 de CIITA sur la régulation de
I'expression de mHLA-DR

L'effet du polymorphisme G-286A*rs3087456 sur la régulation de I'expression de
mHLA-DR n'a jamais été étudié auparavant. A notre connaissance, il s'agit de la
premiere étude examinant les effets régulateurs de ce polymorphisme du
promoteur Il de C/ITA. Nos résultats suggerent que le génotype GG modifie
I'activité de plll chez les monocytes et les cellules B mais pas chez les cellules T. De
maniere inattendue, en condition basale (par exemple, sur des monocytes et
lymphocytes B de volontaires sains), l'induction des transcrits dérivés de plll
(isoformes de plll) n'est pas significativement différente entre les haplotypes.
Apres une stimulation ex vivo a I'lFN-y, |'expression des transcrits de plll est
augmentée uniquement dans les monocytes des génotypes GG et AA ou AG. De
méme, 'expression des transcrits plV n'est pas différente dans les conditions
basales, mais I'expression augmente aprés administration d'IFN-y seulement chez
les monocytes. Ces résultats suggerent que, dans des conditions saines,
l'induction transcriptionnelle contrecarre l'activité altérée du promoteur des
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haplotypes GG, ou que le répresseur inhibe la transcription pour les haplotypes
AA ou AG, ces deux hypothéses englobant des mécanismes complexes de
régulation de la transcription.

L'étude présentée n'a pas pu identifier les mécanismes précis par lesquels ces
polymorphismes sont associés a une diminution de I'expression de mHLA-DR chez
les individus homozygotes pour G-286A*rs3087456. Ceci n'est pas surprenant
étant donné I'hétérogénéité de la réponse transcriptionnelle au cours du sepsis et
la complexité de la régulation du géne HLA-DR. Récemment, des
oligodéoxynucléotides (ODN) CpG et non-CpG (« immune-enhancing CpG and
non-CpG oligodeoxynucleotides ») ont été décrits comme jouant un réle dans la
régulation de I'expression du CMH de classe Il et des molécules costimulatrices.
Wang et al. (Wang et al. 2007) ont montré que les ODN non-CpG (rODNSs) régulent
a la baisse 'expression de HLA-DR chez les monocytes et bloquent la transcription
de CIITA dirigée par le promoteur Il dans ces cellules. Les effets moléculaires
inhibiteurs précis des rODN sur ['activité du plll ne sont pas entierement compris,
et plus particulierement, l'interaction précise avec le promoteur n'a pas été
étudiée. Lohsen et al. (Lohsen et al. 2014) ont décrit un élément régulateur distal,
connu sous le nom de site hypersensible 1 - HSS1 (situé ~3kb en amont de pl) avec
PU.1, NF-kB, et Sp1 interagissant avec plll par une interaction en boucle (cf. Figure
16). De maniére intéressante, des éléments régulateurs proximaux ont été décrits,
et incluent des inducteurs (par exemple : AP-1, Sp1, CREB, NF-Y, ARE-1, ARE-2), et
des répresseurs (par exemple : PRDI-BF1/BLIMP-1, ZBTB32). D'autres mécanismes
sont impliqués dans la régulation de I'expression de C/ITA. Parmi ceux-ci, dans les
cellules B, I'accés restreint du promoteur | d0 a une méthylation étendue de I'ADN
induit un passage vers l'activation de plll (Lohsen et al. 2014).
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Figure 16 : Schéma de I'architecture 3-D du locus de CIITA avec utilisation différentielle des promoteurs,
d'aprés Lohsen et al. (Lohsen et al. 2014)

L'architecture CIITA est indiquée pour les cellules B et les spDC. Les lignes sombres indiquent de fortes
interactions 3-D, tandis que les lignes grises indiquent des interactions 3-D plus faibles. Les ovales verts
et les diamants magenta illustrent les sites CTCF et PU.1, tandis que les boites noires et ouvertes
représentent les exons et les éléments régulateurs distaux, respectivement. La méthylation globale au
niveau de chaque promoteur est dffichée, a I'exception de pl dans le spDC pl-KO, ot les CpGs ont été
supprimés par la délétion KO.

La région -300 de CI/ITA a été bien identifiée comme une région importante de
régulation proximale (Ghosh et al. 1999). Il est plausible que le polymorphisme G-
286A*rs3087456 puisse interférer avec la transcription chez les monocytes durant
le sepsis et que I'expression de CI/ITA soit rétablie par la stimulation a I'lFN-y. Il est
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difficile de savoir si cela peut étre directement lié a un mécanisme de régulation
cis- ou trans-. Ni et al. (Ni et al. 2008) ont identifié¢ un amplificateur distal
dépendant, régulant I'expression de CI/ITA induite par I'lFN-y par le biais de plV (cf.
Figure 17). Cette activation du promoteur induite par I'lFN-y est dépendante de
BRG1, un facteur de remodelage ATP-dépendant, qui favorise la formation d'une
boucle chromatinienne tridimensionnelle dynamique et démontre l'importance
des régions distales d'enhancer/silencer dans la régulation de I'expression de C/ITA
(cf. Figure 18). Dans notre étude, nous avons montré que l'expression chez les
monocytes des isoformes issues de plV est ~2,7 fois plus élevée apres stimulation
par IFN-y, que celle de plll, ce qui confirme I'activation préférentielle de plV apres
I'induction par IFN-y. Dans I'ensemble, ces faits soutiennent la preuve que I'IFN-y
est un inducteur préférentiel de I'expression de CIITA, qui peut pallier I'altération
phénotypique des monocytes (et au déficit d’'expression des molécules du CMH de
classe II) des patients septiques, déclenchée par le polymorphisme G-
286A*rs3087456. Le mécanisme transcriptionnel détaillé est inconnu, mais la
complexité de la régulation de I'expression de CIITA rend difficile la détermination
précise en dehors de I'analyse a haut débit des promoteurs.
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Figure 17 : Evénements distaux dépendants de BRG1 & CIITA, d’apreés Ni et al. (Ni et al. 2008).

(a) ChIP-PCR quantitative de la chromatine de cellules HelLa non traitées ou traitées par IFN-y, analysée
avec anti-BRG1. (b) Analyse par ChIP-PCR quantitative (présentée en % d'entrée) de la chromatine de
cellules SW13 transduites avec Ad-GFP-BRG1 ou Ad-GFP, et laissées non traitées ou stimulées avec IFN-y
pendant 6 heures. *, **, *** et **** yqgleurs cing fois supérieures au signal de fond au site de contréle
0 -70 kb. (P < 0,01 pour les comparaisons en haut a droite). Les fléches en pointillés rouges indiquent le
début de la transcription au niveau de plV, les pointes de fléche rouges vers le bas en haut indiquent la
position (en kb) des éléments éloignés de plV ; au-dessus, les positions de pl, pll, plll et un site
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hypersensible identifié dans une lignée cellulaire de glioblastome. Les données (moyenne et écart-type)
sont représentatives d'au moins trois expériences.
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Figure 18 : Exemple d'un mécanisme moléculaire proposé pour la régulation des génes MOR (« u opiod
receptor ») par le remodelage de la chromatine, d'aprés Hwang et al. (Hwang et al. 2010).

Il a été démontré que CIITA régule I'expression de plusieurs génes de I'immunité
non liés au CMH de classe I, tels que l'interleukine (IL)-4, le collagéne a2, le ligand
Fas et la plexine A1 (Ting and Trowsdale 2002). CIITA est capable d'inhiber
I'expression de MMP-9, une métalloprotéinase matricielle impliquée dans la
dégradation de la matrice extracellulaire dans les Iésions pulmonaires associées
au sepsis (Nozell et al. 2004). Cet effet est médié par la liaison et la séquestration
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de la protéine de liaison CREB par CIITA, et donc par une réduction de |'activité du
promoteur de MMP-9, illustrant la complexité de la signalisation médiée par la
CIITA a travers des voies transcriptionnelles et non transcriptionnelles.

Les polymorphismes des promoteurs de C/ITA sont impliqués dans des maladies
auto-immunes, ce qui souligne leur réle dans I'immunorégulation de maniére plus
générale (Swanberg et al. 2005; Vasseur et al. 2012). En effet, le plus grand défi a
la compréhension de la régulation des geénes chez les monocytes est
probablement l'intégration des effets régulateurs proximaux (cis) et distaux (trans)
sur les loci génétiques dans les maladies complexes, plutdt qu'in vitro (Fairfax et
al. 2014).

Cette étude a soulevé un certain nombre de questions. Parmi celles-ci, I'effet
spécifique de CIITA G-286A*rs3087456 sur |'expression des transcrits de C/ITA chez
les patients septiques est inconnu. Il est probable que le mécanisme de régulation
(par exemple, la réponse a la phase aigué, les cytokines, les stéroides, les
meédicaments adrénergiques) rencontré pendant le sepsis puisse modifier de
maniére significative la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de
CIITA, mais étant donné la rareté de ce SNP et la nécessité d'expériences ex vivo en
temps réel, une telle étude peut étre difficile a réaliser.

2 Altération de la réponse myéloide a l'infection : exemple du COVID-19 (travail
présenté dans les annexes)

Les cellules suppressives dérivées des cellules myéloides sont des précurseurs
immatures myéloides hétérogenes de la moelle osseuse qui peuvent dans
certaines conditions pathologiques, telles que le cancer, le sepsis et les maladies
auto-immunes, interrompre partiellement leur différenciation et leur extension.
Deux types de cellules suppressives dérivées des cellules myéloides ont été
identifiées, provenant de précurseurs des PMN (« Polymorphonuclear cells ») ou
des monocytes. Les MDSC induisent I'apoptose des lymphocytes T et des cellules
NK, inhibent la prolifération des cellules T, induisent I'expansion des cellules
régulatrices T et produisent des cytokines immunosuppressives telles que I'lL-10
(Gabrilovich and Nagaraj 2009; Bronte et al. 2016). Il a été démontré qu'une
proportion élevée de PMN- et de M-MDSC est associée au développement
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d'infections secondaires et a une mortalité précoce (Janols et al. 2014; Mathias et
al. 2017; Uhel et al. 2017; Waeckel et al. 2020). Waeckel et al., dans une série
étudiant les cellules de type M-MDSC-like, aprés gating secondaire (CD14*HLA-
DR'°"CD15°CD33") chez des patients septiques, ont identifié une valeur seuil, > 9%,
significativement associée a la mortalité a 28 jours et a la survenue d'infections
secondaires (Waeckel et al. 2020).

La réponse de I'héte a l'infection est complexe. La dysrégulation de réponse
immunitaire innée initialement met en jeu a la fois un déficit quantitatif et
qualitatif des réactions physiologiques pro-inflammatoires, mais aussi anti-
inflammatoires. C'est le cas des cellules myéloides (cf. p. 135, « Les phénotypes
myéloides dans les cas graves de COVID-19 prédisent l'apparition d'infection
secondaire et la mortalité : une étude pilote »). En effet, 'étude pilote que nous
avons menée chez les patients adultes COVID-19 gravement malades a identifié
deux caractéristiques myéloides prototypiques associées a la survenue d'une
infection secondaire et a la mortalité. La cinétique de I'expression de HLA-DR a la
surface des monocytes et la présence de M-MDSC (« Monocytic Myeloid-derived
suppressor cells »), illustrant toutes deux la présentation de I'antigene par les
cellules myéloides et la fonction suppressive des cellules immunitaires, ont
montré des profils spécifiques chez les COVID-19 séveres.

2.1 HLA-DR monocytaire et infection sévere a COVID-19

Contrairement aux séries publiées suggérant une diminution systématique ou un
faible taux de mHLA-DR (< 15 000AB/C) dans le COVID-19 sévére (Benlyamani et al.
2020), nous avons identifié trois cinétiques mMHLA-DR distinctes, suggérant trois
groupes de patients. L'analyse de la cinétiqgue mHLA-DR a permis une
caractérisation précise de I'adaptation immunologique en lien avec la gravité de la
maladie. Bien que dans le cas du COVID-19, le niveau de mHLA-DR ne semble pas
aussi bas que celui observé lors de choc septique (< 8000 AB/C), dans notre étude,
les cinétiques de profil observées dans le cluster 2 (PID: «prolonged
immunodepression ») et le cluster 3 (TID: «transcient immunodepression »)
étaient différentiellement associées au développement d'une infection
secondaire, ce qui est conforme a I'expérience publiée lors de choc septique
(Venet et al. 2013b). D'ailleurs, une diminution de mHLA-DR dans les cas de COVID-
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19 séveres a été montrée a la fois chez les adultes et les enfants (Carter et al. 2020;
Moratto et al. 2020; Spinetti et al. 2020; Wang et al. 2020; Nguyen et al. 2021).

Spinetti et al. ont montré que les patients gravement malades, initialement admis
dans les services généraux et transférés secondairement dans les unités de soins
intensifs, avaient un mMHLA-DR plus élevé que ceux directement admis dans l'unité
de soins intensifs (Spinetti et al. 2020). De méme, Moratto et al. ont montré que les
patients hospitalisés pour COVID-19 et dont |'état évolue vers une aggravation de
la maladie, présentaient un niveau de mHLA-DR inférieur (Moratto et al. 2020).
Dans une cohorte de 157 patients COVID-19, Wang et al. ont montré que les 62
patients qui décédaient avaient un niveau mHLA-DR significativement diminué
apres 10 jours (Wang et al. 2020). Il est intéressant de noter qu'un rapport
préliminaire chez les enfants a suggéré que mHLA-DR était fortement diminué
chez les enfants atteints du syndrome inflammatoire multisystémique sévere lié
au COVID-19, mais n'a pas pu mettre en évidence une association avec la mortalité
(Carter et al. 2020). Dans notre étude, la cinétique de mHLA-DR entre les
personnes décédées et les survivantes n'était pas significativement différente,
bien que ce résultat ait pu étre entravé par la période de suivi limitée.

2.2 Phénotype myéloide d'activation macrophagique

Contrairement a l'expérience précédemment publiée, nous avons identifié un
troisieme groupe de patients, avec un mHLA-DR élevé, et de fagon persistante,
suggérant un phénotype d'activation monocytaire prolongée. Cette cinétique de
mHLA-DR, bien que moins fréquente, a également été identifiée dans une série
(Spinetti et al. 2020). Dans notre cohorte, ces patients présentaient une
inflammation systémique sévére, une ferritine élevée, un fibrinogéne élevé, une
lymphopénie et, chez |I'un d'entre eux, une activation macrophagique confirmée
par une analyse de la moelle osseuse, renforcant un phénotype potentiellement
« monocyte/macrophage hyperactivé » (HAMM : « hyperactivated
monocytes/Macrophage »). L'utilisation de mHLA-DR pour identifier les patients
gravement malades présentant un syndrome d'activation macrophagique a
récemment été suggérée et pourrait s'avérer étre un critére de dépistage efficace
chez les patients présentant un COVID-19 sévere et une suspicion de HAMM
mimant un syndrome d'activation des macrophages (Remy et al. 2018). Cette
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constatation complete des observations antérieures suggérant que la COVID-19
peut étre associée au syndrome d'activation macrophagique (Dimopoulos et al.
2020; Giamarellos-Bourboulis et al. 2020; Prilutskiy et al. 2020).

2.3 Description des populations myéloides en lien avec linfection sévere a
COVID-19

Bien qu'elle ne soit pas unique, l'altération de la réponse myéloide est de plus en
plus reconnue dans la maladie liée au COVID-19. La disparition relative des
monocytes non classiques CD14°¥CD16"&" semble étre une caractéristique de
I'infection par le SARS-CoV-2, non observée dans d'autres infections virales, et peut
étre associée a la gravité de l'infection (Gatti et al. 2020; Silvin et al. 2020). Comme
constaté dans notre travail, une deuxiéme caractéristique observée dans les cas
graves de COVID-19 est la diminution de I'expression de HLA-DR a la surface des
monocytes exprimant fortement CD14, qui pourrait étre associée a une
modification de la réactivité des monocytes circulants aux agonistes bactériens
des TLR (Arunachalam et al. 2020). Il existe actuellement des arguments
significatifs pour suggérer qu'une myélopoiese d'urgence se produit dans les cas
graves de COVID-19. Silvin et al. ont montré que des quantités massives de
calprotectine et de précurseurs myéloides immatures étaient libérés au cours de
I'infection par le SARS-Cov-2, soulevant I'hypothése d'une expansion probable des
cellules suppressives dérivées des myéloides (Ost et al. 2016; Silvin et al. 2020).
Nous avons ainsi démontré la présence massive de M-MDSC chez les patients
COVID-19 gravement malades et son association avec la mortalité. Quelques
données préliminaires suggerent la présence de cellules suppressives dérivées de
cellules myéloides dans le COVID-19 sévere, leur réle et la pathophysiologie (Reyes
et al. 2020; Sacchi et al. 2020; Thompson et al. 2020). Bordoni et al. ont démontré
que les patients atteints de COVID-19 sévere, admis en soins intensifs,
présentaient une diminution fréquente des lymphocytes T et des cellules NK
« natural killer », ce qui correspondait a une expansion des MDSC et a un niveau
élevé de cytokines (Bordoni et al. 2020). En complément de nos résultats, Sacchi et
al. ont montré que le pourcentage de polynucléaires (PMN)-MDSC > 54% était
associé a la mortalité dans les cas sévéres de COVID-19, annonc¢ant I'importance
des MDSC dans les cas sévéres de COVID-19 (Sacchi et al. 2020). Bien que
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I'accumulation de cellules myéloides immatures soit un marqueur de gravité
reconnu dans le sepsis depuis le début des années 1970, le réle des MDSC dans la
physiopathologie des patients septiques gravement malades a été peu étudié (Ost
et al. 2016; Schrijver, Théroude and Roger 2019).

Au total, des données convergentes suggerent que les MDSC jouent un réle central
dans la physiopathologie du sepsis, mais que leur régulation, notamment en ce
qui concerne I'organisation temporelle et spatiale, semble étre essentielle dans les
COVID-19 séveres (Arunachalam et al. 2020; Silvin et al. 2020).

En conclusion, nos données suggerent que la cinétique de mHLA-DR permet
d'identifier trois phénotypes myéloides chez les patients adultes atteints de
COVID-19 grave, potentiellement associés a des parcours infectieux spécifiques :
phénotypes monocyte/macrophage hyperactivé, immunodépression transitoire
et immunodépression persistante.

3 Thérapie immunomodulatrice par IFN-y dans Iimmunosuppression liée au
sepsis (travail présenté dans les annexes)

3.1 Effet des thérapeutiques immunomodulatrices dans la restauration de la
réponse immunitaire impliguant mHLA-DR et/ou CIITA

Nous avons aussi montré dans notre travail que I'homozygotie pour G-
286A*rs3087456 était associée a une faible expression de mHLA-DR chez les
patients atteints de sepsis, et que I'lFN-y était capable de restaurer I'activité du
promoteur Il de C/ITA. Dans l'article fondateur de Ddcke et al. (Docke et al. 1997),
les auteurs ont montré que I'IFN-y était capable de restaurer les fonctions
monocytaires chez 8 patients atteints de sepsis. Plus récemment, dans notre
travail sur une cohorte de 20 patients pédiatriques et adultes atteints de sepsis,
nous avons montré que l'immunothérapie par IFN-y était sGre pour améliorer la
défense immunitaire de I'héte, et en particulier augmenter I'expression HLA-DR a
la surface des monocytes chez les patients présentant une dérégulation prolongée
de mHLA-DR (cf. p. 112 «Thérapie immunomodulatrice par IFN-y dans
'immunosuppression liée au sepsis »). De plus, elle était associée a un taux de
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survie plus élevé (Payen et al. 2019; Nguyen et al. 2021). Ces résultats peuvent
suggérer |'utilisation de I'IFN-y comme thérapie immunitaire ciblée sur les
homozygotes GG pour G-286A*rs3087456 afin de restaurer I'expression de mHLA-
DR. Leentjens et al. (Leentjens et al. 2012) ont suggéré, chez des volontaires sains
présentant une immunoparalysie induite par les LPS, que I'effet modulateur de
I'IFN-y était variable, malgré I'augmentation significative de I'expression de mHLA-
DR. De maniére intéressante, le GM-CSF n'a pas induit une augmentation
significative de mHLA-DR dans cette étude (Leentjens et al. 2012). Ceci est en
accord avec I'étude de Hornell et al. (Hornell et al. 2003) montrant que le GM-CSF
augmente I'expression du transcrit de type | et Il de CI/ITA, mais pas celui de type
V.

Au cours des derniéres décennies, il a été de plus en plus reconnu qu'une grande
partie des patients atteints de sepsis souffrent d'une suppression durable de leur
systeme immunitaire (Hotchkiss, Monneret and Payen 2013a). Cette
immunodépression est associée a la réactivation d'infections virales latentes
(Kaufmann et al. 2018), au développement d'infections secondaires et a une
détérioration des résultats cliniques (Lukaszewicz et al. 2009; Landelle et al. 2010).
Plusieurs interventions pharmacologiques peuvent rétablir la réponse
immunitaire, mais les essais cliniques de grande envergure font actuellement
défaut.

Nous avons étudié dans le travail présenté p. 122 (« Expérience multicentrique de
traitement par IFN-y dans limmunosuppression induite par le sepsis: une série
de cas»), la sécurité et les effets immunologiques de I'IFN-y chez 17 patients
adultes et avons constaté que I'IFN-y augmentait |'expression d’HLA-DR a la
surface des monocytes chez tous les patients, sauf un. Le traitement par IFN-y
n'augmentait pas les concentrations de cytokines circulantes : les concentrations
d'IL-6 et d'IL-10 étaient inférieures a leurs valeurs de prétraitement. Nous avons
observé une tendance a la diminution de la proportion de cellules NK, sans
changement pour les autres sous-populations leucocytaires. De plus, les cultures
microbiologiques, qui étaient positives avant le traitement par IFN-y, étaient
devenues négatives chez tous les patients. Aucun effet de sécurité jugé attribuable
a I'lFN-y n'a été observé. Dans I'ensemble, la survie semble plus élevée que prévu
dans ce groupe spécifique de patients immunoparalysés, mais il est clair que le
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nombre de patients était trop faible pour conclure que la restauration de la
réponse immunitaire était liée a un meilleur résultat clinique.

3.2 Données cliniques et de sécurité

L'IFN-y utilisé, dans la série de cas que nous avons étudié, était un IFN-y humain
de type Il ayant I'avantage d'étre 100 a 1000 fois plus actif que d'autres interférons
(Razaghi, Owens and Heimann 2016). Cette molécule a recu l'approbation de la
FDA (« Food and Drug Administration ») pour une application clinique contre la
maladie granulomateuse chronique afin de diminuer la sévérité et le nombre
d'infections. Des effets bénéfiques d'un traitement adjuvant utilisant I'lFN-y pour
les infections fongiques chez les patients souffrant de granulomatose chronique
(International Chronic Granulomatous Disease Cooperative Study Group 1991), de
VIH (Riddell et al. 2001; Bodasing et al. 2002; Jarvis et al. 2012), de leucémie
(Poynton, Barnes and Rees 1998; Dignani et al. 2005), et chez les patients ayant
subi une transplantation d'organe (Armstrong-James et al. 2010) ont été
précédemment rapportés. Le premier rapport utilisant cet IFN-y dans le sepsis
bactérien humain a été fait par Docke et al. (Docke et al. 1997) chez 9 patients
septiques en soins intensifs a la dose de 100mcg par jour. Depuis lors, plusieurs
petites séries de cas souffrant d'infections opportunistes (Nakos et al. 2002;
Delsing et al. 2014), de cas pédiatriques (Tissieres et al. 2012; Leentjens et al. 2017)
ou de cas de VIH (Riddell et al. 2001; Bodasing et al. 2002; Jarvis et al. 2012) ont été
publiées. La série de cas que nous présentons est la premiére a rapporter
I'utilisation de I'IFN-y dans le cadre d'un sepsis bactérien chez 'adulte et I'enfant,
y compris chez des patients en choc septique, avec des modifications du taux de
cytokines et un immunophénotypage. Le délai d'utilisation de I'lFN-y a partir de
I'hospitalisation en réanimation différait largement au sein des 2 petites cohortes
rapportées. On pourrait dire que l'issue défavorable chez 2 patients de la 2°¢me
cohorte, traités précocement, pourrait suggérer que le traitement par IFN-y ne
devrait pas étre utilisé trop tot, méme lorsque I'expression de HLA-DR est déja
supprimeée.

Dans le groupe traité précocement, les patients sont encore dans la partie abrupte
de la courbe de survie avec une mortalité élevée (prés de 50%) (Sweeney and
Wong 2016). Néanmoins, les cas de la 2¢™¢ cohorte traités précocement (< 4 jours
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apres l'admission pour choc septique) présentaient une régulation rapide de
I'expression de mHLA-DR, répondant bien a la stimulation par I'lFN-y. L'absence
de signal positif sur I'évolution clinique pourrait étre lié a une régulation négative
adaptée a la phase aigué, sans avantage a administrer I'lFN-y.

Le bénéfice clinique du traitement par IFN-y est apparu favorable dans la 1¢re
cohorte avec seulement 1 décés. L'état de tous les patients de la cohorte, sauf un,
s'est suffisamment amélioré pour qu'ils puissent sortir des soins intensifs. Cette
observation suggere que I'IFN-y est plus efficace cliniquement si la réponse
immunitaire supprimée est présente pendant une période plus longue et est
associée a de nouvelles infections. Nous avons émis |I'nypothése que la durée, plus
que la profondeur, de la régulation négative de mHLA-DR est pertinente pour le
clinicien afin de détecter le risque de nouvelles infections. Cet aspect devrait étre
vérifié dans une plus grande population. Comme indiqué précédemment, le
traitement par IFN-y a été bien toléré par nos 20 patients, sans effets secondaires
séveres clairement attribuables. La surveillance de I'expression de HLA-DR sur les
monocytes circulants semble adéquate pour suivre I'efficacité immunologique du
composé, un examen de surveillance immunitaire relativement bon marché.

Cette série de cas présente des limites importantes, principalement liées a sa
nature observationnelle et a I'utilisation compassionnelle du médicament. Les 20
cas collectés sont trop peu nombreux pour tirer des conclusions définitives sur le
bénéfice clinique de ce traitement. Cependant, en regroupant les rapports de cas
et les autres séries de cas, on obtient au moins 50 cas traités par IFN-y.
Globalement, une excellente tolérance a été rapportée en utilisant une dose de
100 mcg par jour chez I'adulte. Il est encore essentiel de déterminer la relation
dose-réponse et la tolérance d'un éventuel traitement répétitif pour compléter le
profil de sécurité du composé. Malgré le petit nombre de cas, il est intéressant de
noter que mMHLA-DR a augmenté de maniére significative aprés la premiere
injection, et a diminué rapidement apres I'arrét du traitement.

3.3 Données immunologiques

Les concentrations des cytokines circulantes ont été mesurées dans la premiére
cohorte afin d'examiner si I'immuno-stimulation par I'IFN-y entrainait ou non une
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augmentation de ces cytokines, ce qui pourrait avoir des effets délétéres. Celan'a
pas été le cas, les niveaux d'IL-6 et d'IL-10 circulant diminuaient aprés traitement
par IFN-y. Par ailleurs, chez les volontaires exposés deux fois a I'endotoxine, le
traitement par IFN-y avait rétabli la réponse cytokinique supprimée lors de la
seconde exposition a I'endotoxine. Ainsi, I'lFN-y prévient et inverse la tolérance a
I'endotoxine induite in vivo, sans signe de réponse excessive (Leentjens et al. 2012).
Des changements modestes induits par I'IFN-y dans les sous-populations de
lymphocytes étaient observés, sauf pour le nombre absolu de cellules NK. La
tendance claire a la diminution des cellules NK dans notre série de cas peut
résulter d'une migration dans les tissus infectés ou d'une réduction de la
génération de cellules NK. Comme elle a été peu rapportée, cette observation faite
dans une cohorte de petite taille doit étre interprétée avec prudence. La série de
cas rapportés sur l'infection fongique invasive n'a pas montré de changements
dans le nombre total de leucocytes et de granulocytes lorsque le traitement par
IFN-y était administré (Delsing et al. 2014).

On peut aussi noter une limite de ce travail quant a la compréhension
immunologique : la polarisation des macrophages ou des monocytes (M1 ou M2)
n'a pas été testée dans nos cas, ce qui a entravé la compréhension des
meécanismes de reprogrammation et son impact sur la polarisation macrophage-
monocyte.

Au total, le sepsis induit une suppression du systeme immunitaire, associée a une
susceptibilité aux infections secondaires et a une altération du résultat clinique.
Nous rapportons des cas pour lesquels le traitement par IFN-y a été bien toléré et
a amélioré la défense immunitaire de I'hote. L'augmentation de I'expression HLA-
DR a la surface des monocytes n'a pas induit une tempéte de libération de
cytokines ni une modification dans l'immunophénotypage des lymphocytes, a
I'exception d'une diminution du nombre absolu de cellules NK. Dans les limites de
la petite taille de la cohorte, le bénéfice clinique de I'lFN-y pour stimuler I'immunité
innée en présence d'une immunosuppression est une piste intéressante pour
I'avenir.

4 Perspectives

116



La compréhension des mécanismes immunologiques de l'immunosuppression
liée au sepsis est un défi majeur quant aux possibilités thérapeutiques d'immuno-
modulation. L'identification des facteurs favorisants, notamment génétiques,
pourrait permettre de cibler les patients pouvant potentiellement bénéficier de
ces thérapeutiques, comme par exemple, la recherche des polymorphismes
génétiques de CIITA chez les patients en état de choc septique. De plus, I'avenir du
développement de ces thérapeutiques est intriqué a un suivi et une évaluation par
monitorage, au mieux, au lit du patient, afin d'initier (diagnostic, durée et
profondeur de limmunosuppression), de suivre (cinétique de I'évolution) et
d'arréter le traitement (récupération ad integrum des fonctions immunologiques).
L'expression monocytaire d'HLA-DR est actuellement le marqueur le plus solide
dans I'évaluation de I'état d'immunosuppression.

La poursuite de notre travail se fera par la finalisation des expériences et I'analyse
des données du travail de caractérisation du profil fonctionnel immuno-
inflammatoire aprés une transplantation hépatique chez I'enfant afin de définir
son association avec la survenue de complications infectieuses et
immunologiques. Ce travail prospectif apportera nous l'espérons un niveau
supplémentaire de compréhension en permettant mettre en évidence des
biomarqueurs identifiés pour fournir de nouveaux outils diagnostiques et
pronostiques pour cibler les enfants a risque de développer des complications
infectieuses post-opératoires. De plus, les phénotypes cliniques, immunologiques
et les caractérisations fonctionnelles apporteront un nouvel éclairage sur la
compréhension de la récupération immunitaire aprés une transplantation
hépatique. Enfin, peu de données sont disponibles sur les profils
transcriptomiques des enfants atteints d'immunoparalysie. Notre travail de
recherche consistera aussi I'analyse des profils d'expression de 'ARN pour tenter
de mettre en évidence des différences entre les groupes d’enfant a complications
infectieuses ou non. Elle pourra identifier des profils de voies régulées a la baisse
ou a la hausse chez les enfants atteints d'immunoparalysie et suggérer des
données d'expression génique potentiellement utiles pour identifier les enfants
atteints d'immunoparalysie (Snyder et al. 2021).
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A propos de CIITA, dautres travaux prévus vont concerner le role des
polymorphismes génétiques décrits dans la régulation post transcriptionnelle de
'expression de mHLA-DR. L'un des thémes de recherche s’intéressera aux
conséquences des SNPs sur la question de la séquestration intracytoplasmique de
mMHLA-DR (cf. Figure 19) (Fumeaux and Pugin 2002).

Afin de mieux approcher les conditions in vivo et d'affiner les effets des SNPs sur
la réponse au sepsis et a I'lFN-y, nous avons débuté la mise en ceuvre d’'un test de
tolérisation sur sang total de volontaires sains, génotypés sur les SNPs de CIITA,
avec ajout de LPS a 6h d'intervalle, puis +/- induction par IFN-y. L'idée de ce travalil
est d'évaluer ex vivo l'effet de la stimulation par IFN-y sur les monocytes sains
circulant mis de fagon expérimentale en état dimmunosuppression (ou plutdt de
tolérisation), en fonction du génotype, et via la mesure de |'expression de mHLA-
DR.

En termes d'étude du promoteur de CI/ITA, des travaux seront réalisés sur les
interactions des promoteurs Il et IV, au vu de nos résultats observant que les SNPs
situés sur plll régulent le niveau d'activité du promoteur et d’expression des
isoformes de plV. De nombreuses hypotheses peuvent étre soulevées et I'étude
par immunoprécipitation de la chromatine, ou ChIP, pourra peut-étre permettre
d'en préciser certaines. Cette technique a base d'anticorps est utilisée pour
enrichir sélectivement des protéines spécifiques de liaison a I'ADN avec leurs
cibles d'ADN. La ChIP est utilisée pour étudier une interaction protéine-ADN
particuliére, plusieurs interactions protéine-ADN, ou des interactions sur
I'ensemble du génome ou un sous-ensemble de génes. Elle pourrait permettre
d’identifier une influence des SNPs de plll dans le « remodeling » (boucles) de la
chromatine, et plus largement dans la conformation de I'ADN. Elle pourrait aussi
permettre de décrire des modifications d'accessibilité des facteurs de
transcriptions a plV.
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Figure 19 : Localisation d’HLA-DR chez les monocytes perméabilisés par microscopie confocale a
immunofluorescence, d'aprés Fumeaux et al. (Fumeaux and Pugin 2002).

(A) Images représentatives de monocytes provenant de deux volontaires sains. (B) Images représentatives
de monocytes provenant de quatre patients présentant un choc septique.
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CONCLUSION

Le travail principal de cette thése est centré sur la description de l'effet de
polymorphismes génétiques situé sur CIITA, gene codant pour protéine
intracellulaire indispensable a I'expression du CMH de classe Il, et donc a la
réponse immunitaire innée lors de l'infection. En partant de données de sélections
positives dans la région 5 du géne, en population humaine, ainsi que de
corrélations entre l'apparition de maladies inflammatoires et ces mémes
polymorphismes situés dans le promoteur lll du C/ITA, nous avons confirmé
I'hypothese qu'un des SNP (G-286A*rs3087456) était impliqué dans I'évolution
défavorable des patients en choc septique. Cette évolution vers le déces était liée
a l'impossibilité de restaurer une réponse immunitaire correcte avec persistance
d'un état dimmunosuppression lié au sepsis, confirmé par Ilabsence
'augmentation de I'expression d'HLA-DR a la surface des monocytes. Au niveau
cellulaire, nous avons mis en évidence que ce SNP diminuait l'activité du
promoteur Il dans les lignées cellulaires monocytaires. Nous avons aussi constaté
que l'adjonction d'une immuno-stimulation par IFN-y permettait de récupérer une
activité normale du promoteur lll. De plus, dans une série de patients en choc
septique, nous avons décrit une amélioration de lIimmunosuppression via le
monitorage de l'expression de mHLA-DR, aprés traitement par IFN-y, associé a une
amélioration clinique. Ce traitement immunomodulateur serait donc
potentiellement efficace chez les patients ciblés en état dimmunosuppression
apres un choc septique.

L'amélioration du monitorage de l'immunosuppression avec des techniques
cytométriques rapides en « no lyse, no wash » sur des petits volumes de sang et
disponibles au lit du malade, ainsi que la compréhension exhaustive des
mécanismes de la réponse immunitaire a [linfection, comme le rdle
immunosuppresseur des cellules myéloides, sont des pistes a développer afin
d’'optimiser la prise en charge des patients.

D’autres travaux seront nécessaires a la compréhension globale des mécanismes
de régulation de [I'expression d'HLA-DR et de CIITA. La séquestration
intracytoplasmique des protéines du CMH et I'analyse en ChIP des régions
promotrices du géne de CI/ITA permettraient d'explorer ces domaines encore mal
connus.
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ANNEXES

1 Expérience multicentrique de traitement par IFN-y dans l'immunosuppression
induite par le sepsis : une série de cas

1.1 Contexte

L'immunodépression induite par le sepsis contribue a aggraver le pronostic
clinique de divers états de stress. Ce syndrome, bien documenté, se caractérise
entres autres par une atténuation des fonctions des cellules immunitaires innées
et adaptatives. Plusieurs interventions pharmacologiques visant a restaurer la
réponse immunitaire ont fait leur apparition, comme I'lFN-y. Le but de ce travail a
été d'obtenir des informations cliniques sur le meilleur moment d'administration
du traitement par IFN-y au cours de la maladie, ainsi que de valider la tolérance,
I'efficacité et les résultats cliniques, avant de réaliser une étude randomisée et
contrélée. Nous avons décrit les effets de I'lFN-y dans une cohorte de 18 adultes
et 2 enfants atteints de sepsis.

1.2 Description de I'étude

Dans cette série de cas, prospective et multicentrique, le traitement par IFN-y a
été initié chez des patients sélectionnés sur des criteres cliniques et
immunologiques, précocement (< 4 jours) ou plus tardivement (> 7 jours) apres le
début du sepsis. Les données recueillies chez 18 adultes et 2 patients pédiatriques
transplantés hépatiques étaient les suivantes : scores cliniques, expression
monocytaire de HLA-DR (en cytométrie en flux), phénotypage immunitaire des
lymphocytes (en cytométrie en flux), taux plasmatiques d'IL-6 et d'IL-10 (par ELISA),
cultures bactériennes, gravité de la maladie et mortalité.

1.3 Résultats et conclusion
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Chez 15 des 18 patients, le traitement par IFN-y a été associé a une augmentation
de I'expression de la médiane de mHLA-DR, tandis que le nombre absolu de sous-
populations lymphocytaires n'a pas été affecté, a I'exception de la diminution du
nombre de cellules NK. Les taux plasmatiques d'IL-6 et d'IL-10 étaient diminués de
maniere significative. Trois patients ayant recu I'lFN-y tot apreés leur admission en
soins intensifs (< 4 jours) sont décédés. Les autres patients ont connu une
amélioration clinique rapide évaluée par le score de gravité SOFA et les cultures
bactériennes qui étaient positives a plusieurs reprises sont devenues négatives.
Les 2 cas pédiatriques se sont améliorés rapidement, mais |'un d'entre eux est
décédé d'une complication hémorragique.

Guidée par la surveillance clinique et immunologique, I'immunothérapie
adjuvante par IFN-y semble bien tolérée dans nos cas et améliore la défense
immunitaire de I'héte dans I'immunosuppression induite par le sepsis. Des
études cliniques randomisées pour évaluer son bénéfice clinique potentiel sont
justifiées.
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Abstract

Background: The sepsis-induced immunodepression contributes to impaired clinical outcomes of various stress
conditions. This syndrome is well documented and characterized by attenuated function of innate and adaptive
immune cells. Several pharmacological interventions aimed to restore the immune response are emerging of which
interferon-gamma (IFNy) is one. It is of paramount relevance to obtain clinical information on optimal timing of the
IFNy-treatment, —tolerance, —effectiveness and outcome before performing a RCT. We describe the effects of IFNy in a
cohort of 18 adult and 2 pediatric sepsis patients.

Methods: In this open-label prospective multi-center case-series, IFNy treatment was initiated in patients selected on
clinical and immunological criteria early (< 4 days) or late (> 7 days) following the onset of sepsis. The data collected in
18 adlults and 2 liver transplanted pediatric patients were: clinical scores, monocyte expression of HLA-DR (flow cytometry),
lymphocyte immune-phenotyping (flow cytometry), IL-6 and IL-10 plasma levels (ELISA), bacterial cultures, disease severity,
and mortality.

Results: In 15 out of 18 patients IFNy treatment was associated with an increase of median HLA-DR expression from 2666
IQ 1547, 4991] to 12451 [IQ 4166; 19,707], while the absolute number of lymphocyte subpopulations were not affected,
except for the decrease number of NK cells 94.5 [23; 136] to 32.5 [13; 90.8] (0.0625)]. Plasma levels of IL-6 464 [201-770] to
108 (89-140) ng/mL (p = 004) and IL-10 from IL-10 from 29 [12-59] to 9 [1-15] pg/mL decreased significantly. Three
patients who received IFNy early after ICU admission (<4 days) died. The other patients had a rapid clinical improverment
assessed by the SOFA score and bacterial cultures that were repeatedly positive became negative. The 2 pediatric cases
improved rapidly, but 1 died for hemorrhagic complication.

Conclusion: Guided by clinical and immunological monitoring, adjunctive immunotherapy with IFNy appears well-
tolerated in our cases and improves immune host defense in sepsis induced immuno suppression. Randomized clinical
studlies to assess its potential clinical benefit are warranted.
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Background

One of the major advances in the field of sepsis during
the last decade is the accumulation of evidence demon-
strating the early shift in immune phenotype from an
activated to a suppressed phenotype soon after the onset
of sepsis [1]. Although the molecular mechanisms are
not fully elucidated yet, the reported immune dysfunc-
tion of the cells from septic patients during immune-
depression concern both the innate and adaptive
immunity [2]. This phenotype is also observed in many
other acute injuries suggesting a common pathophysi-
ology after significant stress conditions as trauma [3],
cardiopulmonary resuscitation [4], and major surgery
[5]. However, if immunodepression is profound and
persistent the patients become at risk of secondary
infections [6] or are unable to resolve the primary
infection [7].

To assess the patients’ immune status, immune moni-
toring becomes essential. Until now, there are few
adequate “immunoscope” candidates that are feasible in
daily clinical practice and may facilitate the decision-
making process. The quantification of the expression of
the MHC class II molecule HLA-DR on circulating
monocytes appears to represent a suitable parameter [8—
11]. A persistent low level of HLA-DR expression is as-
sociated with the development of secondary infections
and impaired clinical outcome [6, 12]. Of importance, it
is becoming increasingly clear that the attenuated im-
mune response can be reversed by different pharmaco-
logical interventions, including GM-CSF [13], IL-7 [14],
anti-PD [15] and IFNy [16]. Nowadays, as a last resort
treatment, immunostimulating treatment is sometimes
applied in critically ill sepsis patients and several small
case series have been published [16]. Although effects on
clinically relevant end-points can only be determined in
randomized clinical trials, relevant data related to im-
munological properties, safety, and timing of treatment
are needed to facilitate the design of such trials.

As previously reported [9], we choose the recombinant
human IFNy to treat immunodepression in different
cases phenotype from 3 tertiary hospitals, including
children in a context of liver transplantation. This mol-
ecule was selected for several reasons: 1- it is already
therapeutically used for immune deficiency [17]; 2- the
previous case reports did not mention severe side effects;
and 3- the impact on innate immunity could be well
monitored by the monocyte expression of HLA-DR. [10]

Methods

Patients and methods

Two different cohorts of septic patients (sepsis 2 defin-
ition) were collected. The Cohort 1 of 13 adult patients
having a sepsis-induced immunodepression syndrome
was collected from May 2004 till 2017 in the Surgical
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Intensive Care (SICU) at Lariboisiére University Hos-
pital, Paris, France from the large project “Severe Sepsis
and inflammation monitoring” approved by Cochin
Hospital Ethics Committee (# CCPPRB 2061), Assistance
Publique Hépitaux de Paris. The decision to administer
IFNy was made on the following criteria, which were
not modified between 2004 and 2017: (1) an ICU stay
over 7days; (2) a diagnosis of secondary infection/
colonization or an uncontrolled initial infection despite
adequate antimicrobial therapy and/or interventional
procedures; (3) a stable (at least 2 measurements) low
level of mHLA-DR expression (<8000 antibody bound/
cell (AB/C in our laboratory). Before IFNy treatment
(100mcg per subcutaneous injection, repeated at least 3
days with a maximum duration of 5 days) a written
informed consent was obtained for each individual or
from closest relative. The clear explanation of the poten-
tial risks and benefits to administer the drug as a
compassionate treatment was applied according to the
French Ethical law. For some patients, pro- and anti-
inflammatory plasma cytokines levels were measured
before and just after the end of IFNy treatment. For the
first time, the impact on lymphocyte immune phenotype
was also evaluated.

The second Cohort 2 had 4 patients from the Radboud
University Medical Centre (Nijmegen, Netherlands). The
patients were hospitalized for septic shock (Sepsis 2 def-
inition) and were enrolled in a randomized clinical pilot
trial (NCT 01649921). When norepinephrine infusion
rate was reduced to 50% of maximum dose, ensuring
that the sepsis-induced inflammation was declining (day
0), the administration of IFNy (100mcg subcutaneous/
day) was started. As a consequence, patients in this co-
hort could be treated with IFNy earlier the day 7 in the
ICU. This pilot trial was prematurely terminated due to
a low enrollment rate.

In addition, 2 pediatric cases from the Pediatric Inten-
sive Care (Kremlin-Bicétre University Hospital) were
added. Case 1: a 7 y/o transplanted the 1st time at the
first year for fulminant hepatitis had to be transplanted
again for chronic humoral rejection despite full treat-
ment. She was referred for end-stage liver failure motiv-
ating an emergency liver transplantation 1 month after
admission outlined by a hemorrhagic shock. After trans-
plantation, continuous veno-venous hemodiafiltration
was used for anuric renal failure and massive fluid
overload. Under post-operative immunosuppression
(basiliximab on day 1 and 4, methylprednisolone, tacroli-
mus and mycophenolate mofetil) an invasive aspergil-
losis (Aspergillus fumigatus) was confirmed in BAL,
lumbar puncture and blood PCR with serial galactoman-
nan antigenemia and blood PCR. Antifungal therapy
associating voriconazole and caspofungine were initiated
and immunosuppression stopped. The child developed
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an acute and reversible hemorrhagic event related to
multifocal intracerebral Aspergillosis lesions, and severe
ARDS. In regard to the severity of the infection, rescue
IFNy was considered and proposed as a compassionate
treatment. After parent’s agreement and despite the
modest reduction in mHLA-DR expression (mHLA-DR:
15,000 AB/C), one dose of 100 micrograms of IFNy was
subcutaneously injected. Although the improvement of
the child condition (resolution of the respiratory failure
and clinical awakening allowing to extubate), the child
died on day 18 after transplantation with uncontrolled
hemorrhage. Case 2: a 22-month-old boy originally
transplanted for biliary atresia, was admitted to be trans-
planted again for recurrent cholangitis secondary to
post-transplantation hepatic artery thrombosis and
ischemic cholangitis.. The postoperative complications
were: a renal tubulopathy; a delayed awaking and a sus-
picion of ventilatory associated pneumonia. He was rap-
idly re-intubated because of developed ARDS, associated
with anuria, and septic shock with severe hypoxemia
despite the use of all techniques to improve oxygenation.
Distal lung protected sampling (> 107 cfu/ml) and ascites
were positive for highly resistant Pseudomonas aerugi-
nosa. Maximal supportive therapy associated with iv and
aerosolized colistin with potential acquisition of resist-
ance motivated discussion about IFNy treatment. Mono-
cytic HLA-DR measures were repetitively low (Day 11:
mHLA-DR 2773 AB/C) (Fig. 2), 20 micrograms of IFNy
were injected subcutaneously during three consecutive
days, with no significant side effect. The child dramatic-
ally improved hemodynamically at day 1 after the first
IFNY injection and was extubated 2 days later. Repetitive
blood cultures and lung and abdominal samples
remained negative. The child remains well thereafter.
Both patients’ immune monitoring of HLA-DR was
monitored by the center A with the same protocol than
cohort 1, using the same set up of flowcytometer.

IFNy treatment

According to previous publication in human sepsis, a
dose of 100mcg of IFNy (Imukin®, Boehringer, Ingel-
heim, Germany) was subcutaneously injected for 3 to
5 days (cohort 1) or on days 2-4-7-9-11 (cohort 2) as
reported [6, 9, 18, 19]. The treatment was repeated to
reach an increased mHLA-DR expression above 8000
AB/C (cohort 1) or MFI > 20 in cohort 2 (low thresh-
old fixed at MFI 20). Clinical tolerance and systemic
or local (injection site) symptoms of inflammation
were carefully checked.

Immune monitoring

The mHLA-DR expression was measured by flow cytome-
try (FACSCalibur and FACSCanto, Becton Dickinson, San
Diego CA) as previously described in detail [6]. For the
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Lariboisiére center (cohort 1), the median and IQ range of
mHLA-DR expression in healthy people (1 =50) was 16,
884 [13,255-20,890] antibody bound per cell (AB/C). In
cohort 2, mHLA-DR expression was assessed by the Mean
Fluorescence Index (MFI, flow cytometry).

Plasma levels of IL-6 and IL-10 (ELISA method) were
measured before, during and the day after the IFNy
treatment cessation in 6 patients of the cohort 1. The
impact of IFNy on lymphocyte subpopulations (CD3,
CD4, CD8, CD19, and NK) was also investigated in 6 pa-
tients using classic immune-phenotyping method (see
Additional files 1 and 2). The results were expressed in ab-
solute values of subpopulations (central laboratory
immune-phenotyping).

Because of the relatively small sample size, normal
distribution could not be assumed and data is reported
as median and interquartile range [IQR]. The non-
parametric tests (Mann Whitney and Wilcoxon tests)
were used appropriately to check the significant changes
over time. Statistical SAS software, version 9.3 (SAS In-
stitute Inc., Cary, North Carolina, USA) was used.

Results

Table 1 shows the characteristics of the cohort 1 and 2
of adult patients. In cohort 1, beside a slight increase in
baseline body temperature (pre-treatment value 37.8°C
(37.5-38.4), the temperature increased to 39°C (38.1-
39.7), p <0.05) during IFNy treatment, no other side ef-
fects were observed. Figure la shows the individual
mHLA-DR expression of the cohort 1 before and the day
after stopping IFNy stimulation with the delay from the
ICU admission day. No relation between the time delay or
the baseline level of mHLA-DR expression was observed
for the drug response. All except one patient with a previ-
ously diagnosed Waldenstrém disease, increased their
mHLA-DR expression. This non-responder patient to
IFNy died 3 days after the treatment initiation. Nine out
of 13 survivors increased their mHLA-DR above the
threshold of 8000 AB/C. In the remaining 4 patients, the
HLA-DR expression increased, but not sufficiently to
overpass the lower threshold limit and the treatment was
stopped. Nevertheless, microbial cultures that remained
positive prior to IFNy treatment became negative in all
patients. The bacterial cultures performed 6 days after the
onset of IFNy treatment (i.e 1 to 4 days after treatment)
were all negative. The daily collected SOFA scores before
during and after IFNy administration decreased in 10 of
13 patients (Additional file 3: Figure S1). Only one patient
having responded adequately to IFNy treatment developed
6days later a new pulmonary infection with positive cul-
tures (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella and Aspergillus
fumigatus) and recurrent immunodepression. This new
infection episode occurred despite maintenance of ad-
equate antimicrobial treatment concomitantly with a drop
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Table 1 Clinical and infection characteristics of patients treated with IFNy for cohort 1 and Cohort 2. AB/C=antibodies per cell.
MFI = Mean Fluorescence Intensity

Cohort 1
Age Diagnosisat  Day of ICU  Secondary microorganism Antibiotic treatment mHLA-DR Injections  Day-15
admission infection (AB/Q) of IFNy outcome
1 30 Cardiacarrest 10 VAP Pseudomonas aeruginosa amikacin (4 days) + 2419 5 alive
colimycin (2 days) +
cefepim (2 days)
2 83 Postop 29 VAP Pseudomonas aeruginosa, ciprofloxacin {11 days) + 4092 6 alive
cardiogenic Stenotrophomonas ceftazidime (13 days)
shock maltophilia
3 73 (Cardiogenic 16 VAP Stenotrophomonas piperacillin + tazobactam 1492 4 alive
shock maltophilia, Pseudomonas (4 days)
aeruginosa
4 63 Peritonitis 16 VAP Pseudomonas aeruginosa Imipenem (7 days) 1427 3 dead
5 42  Peritonitis 10 VAP, Pseudomonas aeruginosa, piperacillin+ tazobactam 1547 6 alive
peritonitis Aspergillus fumigatus (10days)
6 64  Peritonitis 7 Peritonitis Stenotrophomonas tigecycline + colimycin 2666 3 alive
VAP maltophilia + Enterobacter
Cloacae + Enterococcus
feacalis
Enterobacter cloacae +
Stenotrophomonas
maltophilia
7 65 Postoparative 134 VAP Streptococcus agalactiae none 3289 5 alive
pneumonia
8 56  Pneumonia 1 VAP Stenotrophomonas piperacillin + tazobactam 499 4 alive
maltophilia (10days)
EBV reactivation
9 34  Pneumonia 15 VAP Pseudomonas aeruginosa colimycine (15 days) 5428 5 alive
Aspergilius fumigatus amikacine (aerosolized) 15
days Voriconazole started
10 56 Cervical 13 Perirenal Staphylococcus aureus oxacilline + Pefloxacine (12 2056 7 alive
cellulitis abscess days)
septicemia
11 60  Fasciitis 38 Fasciitis Pseudomonas aeruginosa Imipenem + amikacine (3 5132 5 alive
days)
12 74  Keto-acidosis 40 VAP, lung FPseudomonas aeruginosa, Imipenem (7 days) 7073 4 Alive
abcess, Citrobacter freundii
pleuresis
13 82  Rectal Fistulae 9 Tight muscle  Gram negative multiple Piperacillin + tazobactam 2168 3 Alive
& fasciitis infection bacteria (4 days)
anaerobes Imipenem + amikacine
(7 days)
Cohort 2
Age Diagnosis at  Infection  Delay Microorganism Antibiotic treatment SOFA- mHLA-DR  Outcome
admission focus between score at  Expression
admission admission  (MFI)
and IFNy
74 Septic Shock ~ Abdominal 4 Unknown Ceftriaxon 12 160 Death
73 4 Abdominal 3 Klebsiella pneumoniae Ceftriaxon 8 146 Alive
74 * Bilary 1 Multi-resistant £ cofi, Piperacillin / tazobactam, 14 56 Alive
Clostridium perfringens ceftriaxon erytromycin
80 & Abdominal 5 Staphylococcus haemolyticus,  Vancomiycin and Piperacillin® 9 36 Death

Candida albicans

/ tazobactam, myfungin /
fluconazole

VAP Ventilator-associated pneumonia, £8Y Ebstein Barr virus, CMY cytomegalovirus
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Fig. 1 shows the evolution of monocyte HLA-DR expression. Figure 1a {cohert A) depicts the individual data of mHLA-DR expression (AB/C
event/cell) before and within the 24 h after stepping IFNy treatment, showing the real delay from the admission to be treated. The dotted line
figures the threshold below which the immunodepression is identified. Among the 13 patients, 4 increased the HLA-DR expression but did not
reach the defined threshold. The X axis: days from admission; the Y axis represents the quantitative AB/C values of mHLA-DR expression. Figure
1hb {cohort B) shows similar representation: the X axis: days were IFNy treatment was administered; Y axis represents the MFI level

Day 7

in mHLA-DR expression (Additional file 4: Figure S2).
The medical team decided to restart the IFNy treatment
for 4 days inducing again the resolved infection accom-
panied by a quick improvement in clinic and in chest CT
scan (Additional file 4: Figure S2). After discharge from
ICU, 4 patients died at day 52, 86, 108 and day 176 post
admission.

In cohort 2, in accordance with the protocol (NCT
01649921) the 1st dose of IFNy was administered be-
tween day 1 and 4 after admission to ICU for septic
shock. Table 1 summarizes the baseline characteristics
and outcomes. The 2 cohorts were different for several
items: the cohort 2 was older with a higher APACHE II
score level and dose of norepinephrine infusion at time
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of decision to use IFNy. Figure 2b depicts the individual
evolution of mHLA-DR levels expressed in MFI of varia-
tions from pre-treatment values. Initial mHLA-DR levels
were low (below MFI 20) in 3 out of 4 patients and
increased during IFNy treatment. In one patient the
IFNy-induced a rapid increase in mHLA-DR expression,
promptly followed by a sharp decrease of HLA-DR ex-
pression, associated with clinical deterioration and death.
Two patients died within the 14-days after initiation of
IFNY treatment. No serious adverse events linked to
IFNy treatment were observed.

Pediatric cases

Both had uncontrolled infection after liver transplant-
ation despite the full supportive and adequate microbial
therapies. The expression of mHLA-DR demonstrated a
sharp increase when IFNy was administered. The usual
immunosuppressive drugs to prevent graft rejection after
liver transplantation were maintained. Figure 2 illustrates
the evolution of mHLA-DR expression in the case n°2
before, during, and after administration of 20 mcg/sub-
cutaneous injection of IFNy for 5 days.

Subgroup for immunological evaluation

Figure 3 summarizes the course of individual plasma IL-
6 and IL-10 levels from baseline to the day post IFNy
treatment (#=6 from cohort 1). IL-6 decreased from
464 [201-770] to 108 (89-140) ng/mL (p = 0.04) with a

decrease in IL-10 from 29 [12-59] to 9 [1-15] pg/mL
(p =0.06). Figure 4 shows the individual evolution of the
patients from the cohort 1 having lymphocyte immune-
phenotyping. Treatment with IFNy did not modify the
%, nor the absolute value of lymphocyte subpopulations,
except for NK cells. IFNy treatment induced a clear
trend of decreased absolute value of NK cell subtype
from 13 [12-14] to 10 [3-10] (p = 0.0625). Figure 5 is a
schematic proposal to consider a potential treatment for
acute severe immunodepression that could be applied
for future randomized control trials.

Discussion

Over the last decades it is increasingly recognized that a
large proportion of sepsis patients suffer from a sus-
tained suppression of their immune system [1]. This
immune-suppression is associated with reactivation of
latent viral infections [20], the development of secondary
infections and impaired clinical outcomes [6, 21]. Several
pharmacological interventions may restore the immune
response, but adequately large clinical trials are currently
lacking. We investigated the safety and immunological
effects of IFNy in 17 adult patients reported that IFNy
increased monocytic HLA-DR expression in all except
one patient. Treatment with IFNy did not boost circulat-
ing cytokine concentrations: IL-6 and IL-10 concentra-
tions were lower than pretreatment values. It tended to
decrease NK-cell proportion without changes for other
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Fig. 3 shows the individual evolution of plasma IL-6 and IL-10 before (PRE) during (PER} and 24 h after (POST) IFNy treatment of the 6 patients
from cohort 1 having immunophenotyping

leukocyte subpopulations. In addition, cultures that
remained positive prior to IFNy treatment became
negative in all patients. No safety effects judged to be at-
tributable to IFNy were observed. Overall, survival
appeared higher than anticipated in this specific group
of immunoparalyzed patients, but clearly the numbers
are too small to conclude that the restoration of the im-
mune response is related to better clinical outcome.

The IFNYy used in the present case series was a human
type II IFNy having the advantage to be 100-1000 more
active than other interferons [22]. This molecule re-
ceived the FDA approval for clinical application against
chronic granulomatous disease to decrease the severity
and number of infections. Beneficial effects of adjuvant

p

treatment using IFNy for fungal infections in patients
suffering from chronic granulomatous disease [17] HIV
[23-25], leukemia [26, 27], and in organ transplant pa-
tients [28] were previously reported. The first report
using this IFNy in human bacterial sepsis was made by
Docke et al. [9] in 9 septic ICU patients at 100mcg daily
dose. Since then, several small case series suffering from
opportunistic infections [16] [29] or pediatric case [30,
31] or HIV cases [23-25] have been published. The
present case series is the first reporting the use of IFNy
in adult and pediatric bacterial sepsis, including septic
shock patients with associated cytokines level modifica-
tions and immunophenotyping. The delay to use IFNy
from the ICU hospitalization differed largely within the
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Fig. 4 depict the individual immunophenotyping data {cohort 1; n=6) before and 24 h after IFNy expressed in absolute number of cells in Y axis
or ratio for CD4/CD8. CD3: Lymphocyte; CD4: Lymphocyte T4; CD8: Lymphocyte T8; CD 19: Lymphocyte 8; NK: Lymphocyte Natural Killer assessed
by flowcytometry

N

130



Payen et al. BMC Infectious Diseases (2019) 19:931 Page 8 of 10
mHLA-DR1 |FN‘Y
d
DISCHARGED RCTs

v’ Negative culture

v’ Length of stay

v’ Stopping supportive
therapy

mHLA-DR 2 mHLA-DR 3

STILL SEVERE
INICU

DEAD

DAYS 0 4-5

Fig. 5 schematic representation of the targeted population potentially selected to perform randomized clinical trials (RCTs). The baseline mHLA-
DR expression has to be measured during the first 4-5 days post-admission. Patients remaining in intensive care (ICU) after 5 days have sequential
mHLA-DR measurements to evaluate the trend of evolution. Both a low mHLA-DR level or a flat/negative trend associated with symptoms of
infection despite adequate treatment, leads to consider the use of IFNy and could be randomized

Clinical symptoms of
Infection (persistent or 2ndary)

mHLA-DR expression < threshold
Or a flat time slope (0 or negative)

late measurement

2 reported small cohorts. One might argue that the un-
favorable outcome in 2 patients of cohort 2 early treated
may suggest that IFNy therapy should not be used too
early, even when HLA-DR expression is already sup-
pressed. In the early treated group, the patients are still
in the steep part of the survival curve with a high mor-
tality (close to 50%) of severe septic shock patients [32].
Nevertheless, the cases of the cohort 2 early treated (<4
days after admission for septic shock) had a rapid down-
regulation of HLA-DR expression that responded well to
IFNy stimulation for mHLA-DR expression. The lack of
positive signal for outcome could be related to a down-
regulation adapted to the acute phase with no benefit to
administer IFNy.

The concentrations of circulating cytokines were mea-
sured in cohort 1 to examine whether or not the immu-
nostimulating with IFNy would result in increases in these
cytokines, which could have deleterious effects. This was
not the case, both circulating IL-6 and IL-10 levels
decreased following IFNy treatment. In accordance, in
volunteers exposed to endotoxin twice, treatment with
IFNy restored the suppressed cytokine response during
the second endotoxin exposure. So, IFNy prevents and
reverses the in vivo induced endotoxin tolerance with no
indications of an overshoot response [18]. The modest
changes induced by IFNy in lymphocytes subpopulations
were observed, except for absolute number of NK cells.
The clear trend of NK cell decrease in our case series may
result from a migration into infected tissue or from a
reduction in NK cell generation. Being poorly reported,
this observation made in a small size cohort should be
cautiously interpreted. The reported case series on

invasive fungi infection did not show changes in the total
leucocyte and granulocyte numbers when IFNy-treatment
was given change [16].

The predominant effect on innate immunity associated
with the moderate changes of adaptive immunity, opens
the possibility to use IFNy even after organ transplant-
ation maintaining the anti-rejection treatment targeting
mainly the lymphocytes. It is possible and reasonable to
combine the IFNy treatment with the maintenance of an
anti-graft rejection treatment when an infection cannot
be controlled.

The clinical benefit of IFNy treatment appeared favor-
able in cohort 1 with only 1 death. All cohort except 1
patient improved enough to be discharged from ICU.
This observation suggests that IFNy is most clinically ef-
fective if the suppressed immune response is present for
a longer period and is associated with new infections.
We hypothesized that the duration more than the depth
of mHLA-DR downregulation is relevant for the clin-
ician to detect the risk of new infections. This aspect
should be verified in a larger population. As reported
previously, the IFNy treatment was well tolerated in our
20 patients with no clearly attributable severe side ef-
fects. The monitoring of HLA-DR expression on circu-
lating monocytes appears adequate to follow the
immunological efficacy of the compound, a relatively
cheap immune monitoring exam to facilitate the clinical
decision making.

This case series has important limitations, mostly re-
lated to its observational nature and the compassionate
use of the drug. First, the 20 collected cases are too
limited to draw definitive conclusions about the clinical
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benefit of this treatment. However, grouping together
the case reports and the other case series results in at
least 50 reported cases treated by IFNy. Overall, an
excellent tolerance was reported using a 100 mcg daily
in adult. It is still essential to determine the dose-
response relationship, and the tolerance of potential
repetitive treatment to complete the safety profile of the
compound. Despite the small number of cases, it is
remarkable that mHLA-DR significantly increased fol-
lowing the first injection and went down again rapidly
after treatment cessation. Second, macrophage or mono-
cyte polarization (M1 or M2) has not been tested in our
cases, which hampered the understanding of re-
programming mechanisms and its impact on monocyte-
macrophage polarization.

Conclusion

Sepsis induces suppression of the immune system, associ-
ated with susceptibility to secondary infections and im-
paired clinical outcome. We report cases for whom IFNy
treatment was well-tolerated and improved immune host
defense. The increase in monocytic HLA-DR expression
did not induce a storm of cytokine release nor a modifica-
tion in lymphocyte immunophenotyping, except for de-
crease in absolute number of NK cells. Within the limits
of small size cohort, the clinical benefit of IFNy to stimu-
late innate immunity in presence of immunosuppression
is an attractive track for the future. The Fig. 5 illustrates
the potential design for future clinical trials. The primary
end-point might be the resolution of infection and/or
positive culture and the length of stay in intensive care.
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2 Les phénotypes myéloides dans les cas graves de COVID-19 prédisent
I'apparition d'infection secondaire et la mortalité : une étude pilote

2.1 Contexte

La réponse dérégulée de I'hbte dans les formes graves de maladie a coronavirus
2019 (COVID-19), qui fait directement référence au concept de dysrégulation
immunologique associée au sepsis, semble étre une signature forte des formes
graves de cette infection. Le phénotypage des cellules myéloides est décrit pour le
diagnostic de I'immunodépression induite par le sepsis, mais n'a pas été bien
caractérisé dans la maladie liée au COVID-19. L'objectif de cette étude était
d'analyser les caractéristiques phénotypiques des cellules myéloides et d'évaluer
leurs relations avec la survenue d'une infection secondaire et la mortalité chez les
patients atteints de COVID-19 admis dans une unité de soins intensifs

2.2 Description de 'étude

Il s'agissait d'une analyse rétrospective des phénotypes des cellules myéloides
circulantes de patients adultes atteints d'une forme sévére de la maladie a COVID-
19. Le phénotypage des cellules immunitaires circulantes était effectué par
cytométrie de flux quotidiennement pour I'analyse de routine et deux fois par
semaine pour l'analyse des sous-populations de lymphocytes et de monocytes,
ainsi que pour I'expression de mHLA-DR.

2.3 Résultats et conclusion

Sur les 29 patients adultes gravement malades atteints de COVID-19 analysés, 12
(41,4%) avaient développé une infection secondaire et six patients étaient décédés
pendant leur séjour. La cinétique de mHLA-DR était significativement différente
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entre les patients développant une infection secondaire et ceux n'en développant
pas, respectivement au jour 5-7 et 8-10 apres I'admission. Le ratio des cellules
suppressives dérivees des myéloides (MDSC) par rapport au nombre total de
monocytes était associé a la mortalité a 28 et 60 jours. Ces caractéristiques
myéloides suggerent trois phénotypes : les monocytes/macrophages hyperactivés
étaient significativement associés a la mortalité, tandis que l'immunodépression
persistante était associée a la survenue d'une infection secondaire, par rapport a
I'immunodépression transitoire. En conclusion, les phénotypes myéloides des
patients COVID-19 gravement malades peuvent étre associés au développement
d'une infection secondaire et a la mortalité a 28 et 60 jours d’hospitalisation
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Abstract

Background: De-regulated host response to severe coronavirus disease 2019 (COVID-19), directly referring to the
concept of sepsis-associated immunological dysregulation, seems to be a strong signature of severe COVID-19,
Myeloid cells phenotyping is well recognized to diagnose critical illness-induced immunodepression in sepsis and
has not been well characterized in COVID-19. The aim of this study is to review phenotypic characteristics of myeloid
cells and evaluate their relations with the occurrence of secondary infection and mortality in patients with COVID-19
admitted in an intensive care unit,

Methods: Retrospective analysis of the circulating myeloid cells phenotypes of adult COVID-19 critically ill patients.

Phenotyping circulating immune cells was performed by flow cytometry daily for routine analysis and twice weekly

for lymphocytes and monocytes subpopulations analysis, as well as monocyte human leukocyte antigen (mHLA)-DR
expression,

Results: Out of the 29 critically ill adult patients with severe COVID-19 analyzed, 12 (41.4%) developed second-

ary infection and six patients died during their stay, Monocyte HLA-DR kinetics was significantly different between
patients developing secondary infection and those without, respectively, at day 5-7 and 8-10 following admission.
The monocytes myeloid-derived suppressor cells to total monocytes ratio was associated with 28- and 60-day mortal-
ity. Those myeloid characteristics suggest three phenotypes: hyperactivated monocyte/macrophage is significantly
associated with mortality, whereas persistent immunodepression is associated with secondary infection occurrence
compared to transient immunodepression.

Conclusions: Myeloid phenotypes of critically ill COVID-19 patients may be associated with development of second-
ary infection, 28- and 60-day mortality.

Keywords: COVID-19, Sepsis-induced immunodepression, Secondary infection, mHLA-DR, Myeloid-derived
suppressor cells

Introduction
Critically ill patients with COVID-19 are now recog-
nized to develop frequently secondary bacterial infec-
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development. The host response to acute and/or pro-
longed aggression is well recognized to participate in
critical illness-induced immunodepression and its clini-
cal consequences [3]. Both innate and adaptive immune
signatures characterize this condition, but myeloid func-
tion and phenotypic profiles are the most robust predic-
tors of acquisition of secondary infections and mortality
[4].

Monocytes have the capacity to detect aggression
and danger signals, to trigger inflammation and to initi-
ate resolution of inflammation. This extreme functional
plasticity is closely associated with myeloid phenotypes
throughout myelopoiesis and maturational process
modifications. Various inflammatory/infectious signals
(e.g., calprotectin, Interleukin (IL)-6, Toll Like Receptors
(TLR) agonists) are identified to reorient and promote
release from the bone marrow of immature myeloid cells
that suppress both innate and adaptive immune response
[5]. Those cells, named myeloid-derived suppressor cells
(MDSC), are now well identified to participate in the
host response to infection by blocking T lymphocyte and
natural killer cells proliferation, and production of high
amount of immunosuppressive cytokine such as IL-10.
In addition, the resulting pro-/anti-inflammatory func-
tion of monocytes is globally reflected by the level of sur-
face expression of human leukocyte antigen (HLA)-DR
[6] which is a highly predictive of secondary infection
development and mortality in patients with sepsis [7, 8].
Increasing evidence suggests a central role of myeloid
cells and of severe immunosuppression in the pathogen-
esis of severe COVID-19 [9-11].

Hereby, we aimed at defining the myeloid cells pheno-
types during the first 2 weeks following ICU admission
of critically ill COVID-19 and explore their relations with
development of secondary infections, 28- and 60-day
mortality.

Methods

All critically ill adult patients with confirmed COVID-19
(positive RT-PCR for SARS-CoV-2 and suggestive chest
CT-scan) admitted to the Pediatric ICU of the Bicé-
tre Hospital, AP-HP Paris Saclay University, between
March and April 2020 were included. Due to the short-
age of adult ICU beds, 16 PICU beds were converted to
admit adult COVID-19 critically ill patients and staffed
with the PICU professionals reinforced by profession-
als coming from preserved French regions [12]. A senior
adult intensivist (JLT) completed the team. All patients
were prospectively included in the CLOVIS cohort study
(ClinicalTrial.gov Identifier: NCT04544878). The study
(French study classification: MR004) was approved by
the local IRB and French Data Protection Authority
(CNIL registration number: 2219981) waiving the need
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of written consent. All patients or relatives received
information on the study and could refuse to participate
at any time. Clinical characteristics including age, gen-
der, comorbidities, occurrence of organ failure, infective
complications and related microbiological documen-
tation, length of stay, 28- and 60-day mortality were
obtained. Biological characteristics included on admis-
sion ferritin, brain natriuretic peptide, troponin T, com-
plement factors, immunoglobulins and sub-classes, daily
standard blood workup, and twice weekly non-specific
inflammatory markers (e.g., C-reactive protein, proc-
alcitonin), circulating cell phenotyping (complete cell
count, T cells and subtypes, B cells, natural killer cells,
monocytes and subtypes, neutrophils and subtypes) and
monocyte histocompatibility leukocyte antigen (HLA)-
DR expression measurement (anti-HLA-DR/anti-mono-
cyte Quantibrite assay, BD Biosciences, San Jose, USA).
Data were reported at admission, and at four periods
within the first 2 weeks: days 1-4, days 5-7, days 8-10
and days 11-14. Circulating cell phenotyping was per-
formed using ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
anticoagulated blood. Detailed antibodies used for mye-
loid phenotyping are reported elsewhere (see Additional
file 1: Table S1). Monocyte subsets analysis was based on
HLA-DR and CD11b expression in CD19~CD14TCD15~
cells. Among these, monocytes myeloid-derived sup-
pressor cells (M-MDSC) were identified as CD11b*
HLA-DR™. Thresholds selected for HLA-DR “low-immu-
nosuppressed” group was set at < 15,000 antibody per cell
(AB/C) and “high-elevated” group >30,000 AB/C accord-
ing to recent published data in COVID-19 critically ill
patients [11]. Standard immunophenotyping was per-
formed for lymphocytes T and subclass, NK cells, lym-
phocytes B, neutrophils. The primary endpoint was the
occurrence of secondary infection during the ICU stay as
defined by IDSA definitions [13, 14]. The secondary end-
point was 28- and 60-day mortality.

Data are described as number (%) and median (inter-
quartile range (IQR) for categorical and continuous varia-
bles, respectively). Comparison of baseline characteristics
between patients with a blood sample was done using the
Fisher’s exact test or the Chi-square test, as appropri-
ate. The Wilcoxon Mann—Whitney U test was used to
determine differences between immunological variables
at each time point. We measured the discrimination of
M-MDSC to total monocytes ratio using the area under
the receiver operating characteristics (AUROC) curve.
The best threshold was obtained with the calculation of
sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values and the Youden's index (¥Y'=sensitivity + specific-
ity—1). A p-value of less than 0.05 was considered sta-
tistically significant. All analyses were performed using
GraphPad Prism, v 8.4.2 (GraphPad Software, LLC).
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Results

From March 26 to April 15, 2020, 32 critically ill adult
patients with suspected COVID-19 were admitted to
the Pediatric ICU of the Bicétre Hospital, AP-HP Paris
Saclay University. Out of the 32 patients, one died within
the first 6 h following admission and two ultimately had
negative SARS-Cov-2 PCR and were definitively consid-
ered as non-COVID-19 patients (Fig. 1). Twenty-nine
patients were analyzed and their characteristics dis-
played in Table 1. Secondary infection occurred in 12
patients (41.4%) and six patients (20.7%) died in the ICU.
Length of stay in the ICU ranged between 7 and 28 days.
At the end of the ICU stay, all survivors were transferred
to an adult stepdown unit or wards of our hospital. Five
patients were transferred to a medical unit with ventila-
tor rehabilitation facilities. Secondary infections were
primarily ventilator-associated pneumonia including
pulmonary abscess (#=2) and Aspergillus spp pneumo-
nia (#=2) (see Additional file 1: Table S2). On univari-
ate analysis, age, SAPS II, comorbidities and mechanical
ventilation were significantly different between patients
developing or not secondary infection (Table 1). No bio-
logic markers but NK cells count, monocytes count and
M-MDSC to total monocytes ratio significantly differed
between both groups.

Five patients had persistently high mHLA-DR
throughout their ICU stay. In the remaining 24 patients,
mHLA-DR at admission was similar, but patients with
secondary infection had a persistently low mHLA-DR
level throughout the first 2 weeks, whereas those with-
out secondary infection significantly increased their
mHLA-DR within the first 5-7 days after admission
(median range increase from day 1-4: 14,826 to 25,355
AB/C at day 5-7 and 14,826 to 27,082 at day 8-10
AB/C) (Fig. 2a). Interestingly, no significant change in
mHLA-DR occurs in both groups between days 5 to
10, suggesting that most of the myeloid response is set
in the first days following admission (see Additional
file 1: Figure S1). This significant deviation of mHLA-
DR between patients developing or not secondary

Excluded (n=3)
- Desth <6 hours (n=1}
- Negative SARS-COV-2(n=2)

Cluster 1: Patierts with

Patients with mHLA-DR Low or |
Decreasead HLA-DR between “sustained high" mHLA-DR >
D0and 03 20000 ABC during all
(n=24} hospitalisation

(n=5.17.2%)
Cluster 3: Patientwith
‘mHLADR >15:000 L—|
ABIC afer D7
(n=9, 319}

Cluster 2: Patient with
mHLA-DR <15000 AB/C

afier 07
(n=15, §1.7%}

Fig.1 Flowchart
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infection occurred 1 to 3 days before infection diagno-
sis was made. No significant difference in mHLA-DR
was found between survivors and deceased ones dur-
ing the study (Fig. 2b). No statistical difference in the
percentage of M-MDSC to total circulating monocytes
between patients with or without secondary infection
was observed (Fig. 3a). M-MDSC proportion to total
circulating monocytes was associated with 60-day
survival (AUROC curve =0.70, 95% CI 0.39 to 1) with
M-MDSC to total monocytes being significantly lower
at admission in patients alive at day 60 (1=10/29,
p=0.044) (Fig. 3b). A cut-off value of 21% (Youden
index=0.54) was associated with a sensitivity of 67%
and specificity of 87%.

Circulating myeloid cell phenotyping suggested three
different groups of patients according to the evolution
of the mHLA-DR rate: patients with persistently high
mHLA-DR >30,000 AB/C during the study (cluster 1),
patients with persistently low mHLA-DR < 15,000 AB/C
after day 5-7 (cluster 2) and patients with rising mHLA-
DR > 15,000 AB/C after day 5-7 (cluster 3) (Table 2). On
admission neither clinical nor biochemical parameters,
but circulating cell phenotypes, differentiated the three
phenotypes. Although on admission leukocytes count
were similar (Fig. 4), patients from cluster 1 showed a
non-significant trend toward early increased in leuko-
cytes (Wilcoxon sign rank test, p =0.06). Since patient
from cluster 1 always displayed no to low M-MDSC
(range: 0 to 3.19%), analysis of M-MDSC proportion to
total circulating monocytes, without cluster 1 patients,
was significantly associated with 28 days mortality
(p=0.003, AUROC curve =0.94, 95% CI 0.84 to 1; cut-
oft value 18%, Youden Index =0.85). The three pheno-
types were associated with clinical outcomes: patients
from cluster 1 displayed a hyperactivated monocytes/
macrophage (HAMM) phenotype associated with the
highest mortality, whereas those from cluster 2 and 3
displaying either prolonged immunodepression (PID),
and transient immunodepression (TID) were differen-
tially associated with occurrence of secondary infection
(Table 3). Interestingly, the development of a second-
ary infection among the M-MDSC to total monocytes
ratio > 18% group only occurred in patients with PID.

Although few patients were included in therapeutic
institutional immunotherapy study [15], independently
to the myeloid phenotypes, one patient with HAMM
and confirmed macrophage activation was treated with
compassionate anti-IL6 therapy (tocilizumab) and suc-
cessfully weaned from ECMO within 48 h and fully
recovered.
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Table 1 Patients characteristics
No secondary infection (n=17) Secondary infection (n=12) pvalue
Age (years) 52 (47-54) 64 (62-66) 0.005
BMI (kg/m?) 285 (26.3-314) 293 (274-33) 044
Gender male 10(58.8) 10(83.3) 016
SOFA score
Day 1 7@-11) 10(7-14) 0.095
Day 3 7 @4-10) 11 (7-14.5) 0.024
Day 7 6 4.5-7) 11 (8-14.5) 0.013
Day 10 3(3-6) 11 (9-13.5) 0.02
SAPS Il score
Day 1 45 (27-58) 59 (54-67) 0.03
Day 3 48 (24-55) 62 (58-64) 0.04
Day 7 40 (25-49) 60(58-69) 0.02
Day 10 23(13-35) 65 (56-70) 0.001
Comorbidities
Cardiologic 5(294) 10 (83.3) 0.004
Hypertension 5(100) 9(90) -
Hypertrophic cardiomyopathy 120 0 -
Peripheral artery occlusive disease 120 100 -
Ischemic cardiopathy 0 220 -
Pneumologic 2(11.8) 1(8.3) 077
Neurologic 20018 325 035
Immunologic 3(17.6) 1(8.3) 047
Metabolic 7412 8 (66.7) 018
Supportive care
Norepinephrine 5294 5417 049
Mechanical ventilation 12 (706) 12 (100) 0.04
CRRT 30176 5@1.7) 0154
Immunotherapy 1(5.8) 2(333) 0.55
Laboratory values at admission
Leucocytes (/mm?) 7520 (5970-9330) 11,910 (7160-14,750) 0,082
Neutrophils (/rmm?) 6420 (4880-8310) 10,010 (6238-12,225) 0.09
Immature neutrophils (%) 4(.57-7.54 49(2.5-6.1) 0.98
Lymphocytes (/mm?) 800 (600-1191) 1235 (663-1442) 0.143
CD4 (/mm?) 330(222.5-526.5) 333(240.5-481.5) 0917
CD8 (/mm?) 167 (114.5-257) 346 (163-399.5) 0.102
NK (/mm?) 74 (63.25-10925) 127 (95-249) 0.046
B (/mm? 136 (97.5-279) 132 (100-3335) 0.827
Monocytes (/mm?3? 198.7 (81.5-284) 3286 (1709-453.8) 0.03
mHLA-DR (AB/C) 17,737 (10,060-32,503) 11,877 (7039-22,702) 03
M-MDSC (%) 38(0.95-13.96) 1025 (4.14-29.32) 0.04
Immunoglobulin G (g/L) 987 (7.6-11.35) 108 (8.71-13.80) 0.364
Immunoglobulin M (g/L) 1.22 (0.7-1.39) 081 (0.63-1.30) 0427
Immunoglobulin A (g/L) 2.73(221-3.3) 249 (2.21-5.02) 0.584
C3(g/L 128 (1.05-143) 14 (1.15-145) 0.568
C4 (g/L 027 (0.23-0.36) 029 (0.22-0.34) 0.765
CHS50 (U/mbL) 70 (56.5-73.3) 70(57-73) 0.943
Platelets (x 10*/mm?) 271(182-340) 444(263-503.7) 0.097
Fibrinogen (mg/dL) 7.3(65-8.1) 8.1(7-8.3) 0.28
p-dimers (g/dL) 2145 (1100-3595) 2859 (1612-2870) 029
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Table 1 (continued)
No secondary infection (n=17) Secondary infection (n=12) pvalue
Ferritin (ug/L) 1223 (81825-13785) 1691 (303-4406.5) 0287
Creatinine (umol/L) 67 (50-109) 885 (65.8-145) 025
Total bilirubin (umol/L) 96-12) 11(5.75-21.5) 0.73
PCT (ng/mL) 0.64 (0.34-2.77) 0.71(0.36-3.22) 09
CRP (mg/L 131.5 (89.7-210.5) 188(98.5-265) 0.34
Outcome
28-day mortality 3(17.6) 3(25) 0.63
60-day mortality 5(29.4%) 6 (50) 026
PICU length of stay 10(7-15) 26(21.5-28) 0.0001

Values are expressed as median (IQR) or number (%)

B, body mass index; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; SAPS, Simplified Acute Physiological Score; CRRT, continuous renal replacement therapy; D,
duster of differentiation; mHLA-DR, monocyte histocompatibility leucocyte antigen-DR; M-MDSC, monocyte myeloid-derived suppressor cell (CD11b* HLA-DR™), G,
complement; CH50, total complement activity; PCT, procalcitonin; CRP. C-reactive protein; PICU, pediatricintensive care unit

2Total monocytes: CD19~ CD14% CD157, monocytes subtypes based on CD11b and HLA-DR
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cell surface expression from admission to day 8-10 in patients with
secondary infection (a) or survivors at day 28 (b). *p <0.05

Discussion

This pilot study identified two prototypic myeloid char-
acteristics associated in critically ill COVID-19 adult
patients with the occurrence of secondary infection and
mortality. Monocyte HLA-DR kinetics and presence of
M-MDSC, both illustrating myeloid antigen presentation
and immune cell suppressive function, showed specific
profiles in severe COVID-19.

In contrast to published series suggesting a systematic
decrease or low (<15,000AB/C) mHLA-DR in severe
COVID-19 [11], we identified three distinct mHLA-DR
kinetics, suggestive of three clusters of patients (Fig. 1).
Analysis of mHLA-DR kinetics has proven to be an
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Fig.3 Monocyte myeloid-derived suppressor cells kinetics.
Monocyte myeloid-derived suppressor cells (M-MDSC) kinetics from
admission to day 8-10 in patients with secondary infection (a) or
survivors at day 28 (b). **p <0.005

accurate characterization of the immunological adapta-
tion during critical illnesses. Although in COVID-19,
mHLA-DR level seems not as low as what is seen in
septic shock (<8000 AB/C), in our study, profile kinet-
ics seen in cluster 2 (PID) and cluster 3 (TID) were dif-
ferentially associated with the development of secondary
infection, which is in line with published experience in
sepsis [16]. A decrease in mHLA-DR in severe COVID-
19 was shown in both adults and children [17-21].
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Table 2 Severe COVID-19 myeloid phenotypes at admission
Cluster 1 (HAMM, n=8) Cluster 2 (PID, n=18) Cluster 3 (TID, n=9) P
Age (years) 44 (43-57) 63 (59-67) 5 (53-59 0.04
BMI (kg/m?) 276 (263-31.5) 294 (26.7-31.8) 292 ( 64-314) 094
Gender male 3 (60%) 12 (66%) 5 (55%) 0.07
SOFA score 10 2-14) 7(6.5-12) 8 (6-12) 0.96
SAPS Il score 57 (22-59) 55 (48-65) 54 (45-58) 063
Laboratory values
Leucocytes (/rmm? 8940 (7520-15,600) 8370 (6800-11,260) 10,380 (5970-12,740) 0.74
Neutrophils (/rm?) 5180 (4770-8310) 6320 (5525-11,415) 9770 (7960-11,080) 0.66
Immature neutrophils (%) 7.3 (4-23) 33(2.7-67) 6(1.1-7.2) 0.39
Lymphocytes (/rm?) 1191 (970-1370) 800 (620-1340) 860 (780-1220) 087
CD4 (/mm?) 438 (308-670) 396 (230-529) 312 (226-339) 044
CD8 (/mm?) 246 (74-356) 268 (110-376) 213 (162-243) 093
NK (/rm?) 69 (63-92) 102 (65-167) 111 (91.5-193.5) 024
B (/mm? 301 (42-313) 132 (122-283) 127 (89-201) 0.80
Monocytes ¢/rmm3? 110.2 (51.6-284) 3074 (1694-350.3) 1987 (81.5-270.3) 0.2
mHLA-DR (AB/C) 46,340 (41,550-48,017) 10,060 (6329-16,281) 15,646 (10,873-28,568) 0.002
M-MDSC (%) 1.8 (04-1.87) 139 (54-27.8) 3(09-148) 0.009
CD11b* HLA-DR* 96.2 (95.8-97.95) 822 (69.0-94.6) 96.9 (85.2-14.8) 001
CD117 HLA-DR* 037 (0-1.8) 0(0-03) 0 (0-0) 028
LNR (%) 203 (11-264) 126 (02-174) 10.7 (98-17.1) 045
LMR (%) 9.1 (34-10.8) 35(2.6-43) 1(22-52) 02
Immunoglobulin G (g/L) 766 (7.54-10.10) 9.93 (8.02-12.5) 115 (9.80-14.30) 0.30
Immunoglobulin M (g/L) 1.21 (0.90-1.34) 0.81 (0.63-1.24) 3 (0.90-1.55) 036
Immunoglobulin A (g/L) 340 (1.94-4.32) 263 (2.21-371) 2.80(2.20-3.30) 099
C3(g/L 1.32 (1.09-1.53) 1.28 (1.09-1.43) 1.39 (1.23-1.44) 073
C4(g/L) 025 (0.23-0.25) 0.24 (0.16-0.35) 0.29(0.28-0.36) 040
CHS0 (U/mL) 68 (63-69) 64 (52.5-73) 79 (72-83) 016
Platelets (x 103/mm?) 340 (333-387) 308 (237-482) 242 (182-312) 0.73
Fibrinogen (mg/dL) 8.1(65-8.1) 72 (6.5-81) 1 (6.7-83) 0.81
o-dimers (g/dL) 2875 (2027.5-3370) 1620 (1480-3510) 2610 (1880-4000) 0.86
Ferritin (ug/L) 507 (418-919) 1416 (768-1730) 1313 (729-1675) 0.30
Creatinine (umol/L) 67 (42-172) 68 (57-121) 85 (60-109) 0.84
Total bilirubin (umol/L) 5(5-6) 11 6-17) 0(8-21) 022
PCT (ng/mL) 057 (047-2.95) 0.54 (0.19-1.74) 0.88 (0.64-2.77) 029
CRP (mg/L) 99 (745-117) 163 (85-229) 2085 (1498-233) 033
Outcomes
28-day mortality 2 (40%) 2(13%) 2 (22%) 036
60-day mortality 2 (40%) 5(33%) 3(33%) 024
PICU length of stay 7 (6-10) 20(11-24) 15(11-23.5) 030

Values are expressed as median (IQR) or number (%)

B, body mass index; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; CD, cluster of differentiation; LNR, lymphocytes-to-neutrophils ratio; LMR, lymphocytes-to-
monocytes ratio; mHLA-DR, monocyte histocompatibility leucocyte antigen-DR; M-MDSC monocyte myeloid-derived suppressor cell (CD11b*HLA-DR™), G
complement; CH50, total complement activity; PCT, procalcitonin; CRB. C-reactive protein; PICU, pediatricintensive care unit

#Total monocytes: CD19~ CD147 CD157, monocytes subtypes based on CD11b and HLA-DR

Spinetti et al. showed that critically ill patients initially
admitted in general wards and secondarily transferred
to the ICU, had a higher mHLA-DR than those directly
admitted to the ICU [17]. Similarly, Moratto et al showed

that COVID-19 hospitalized patients progressing to criti-
cal illness had lower mHLA-DR level [18]. In a cohort
of 157 COVID-19 patients, Wang et al. showed that
the 62 patients who died had a significantly decreased
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Fig.4 Circulating cells kinetics in severe COVID-19 myeloid phenotypes

Table 3 Myeloid phenotypes diagnostic criteria in severe COVID-19 and targeted investigation and therapy

Hyper-activated monocytes/macrophage (HAMM) Transientimmune-  Persistentimmune-depression (PID)
depression (TID)

Dynamic diagnostic criteria

M-MDSC day 0*° <5%
mHLA-DR day 07 >30,000 AB/C < 30,000 AB/C
mHLA-DR day 5-72 >15,000 AB/C < 15,000 AB/C
Targeted investigation Screen for MAS-like: myelogram Track VAP
Targeted therapy If MAS-like, consider immunotherapy (e.g. Anti-IL6) Consider empiric antibiotics by day 5-7

M-MDSC, monocytes myeloid-derived suppressor cell to total monocytes ratio defined as (D19~ CD14+ CD15"CD11btHLA-DR™ cells/CD19~ (D14 (D15~ cells;
mHLA-DR, monocytes Human leukocyte antigen-DR; AB/C, antibody per cell; MAS, macrophage activation syndrome; VAP, ventilator-associated pneumonia

2Following ICU admission

b M-MDSC > 18% is associated with 28-day mortality in PID and TID, with PID systematically assodiated with secondary infection

mHLA-DR after 10 days [19]. Interestingly, prelimi- multisystem inflammatory syndrome in children, but
nary report in children suggested that mHLA-DR was  could not evidence an association with mortality [20].
strongly decreased in children with severe COVID-19  In our study, mHLA-DR kinetics between deceased and
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survivors were not significantly different, although this
result could have been hampered by the limited follow-
up period.

In contrast to published experience, we identified a
third cluster of patients, with persistently high mHLA-
DR, suggestive of protracted monocyte activation phe-
notype. This mHLA-DR kinetic, although less frequent,
was also identified in one series [17]. In our cohort, those
patients had severe systemic inflammation, high ferritin,
elevated fibrinogen and lymphopenia and in one patient,
confirmed macrophage activation on bone marrow anal-
ysis reinforcing a potentially “hyperactivated monocyte/
macrophage” (HAMM) phenotype. Use of mHLA-DR
to identify critically ill patients with macrophage acti-
vation syndrome was recently suggested and may prove
to be an effective screening criterion in patients with
severe COVID-19 and suspected HAMM mimicking
macrophage activation syndrome [22]. This observation
further completed earlier observations suggesting that
COVID-19 may be associated with macrophage activa-
tion-like syndrome [23-25].

Although not unique, impairment of myeloid response
is increasingly recognized in COVID-19. Relative disap-
pearance of non-classical CD141°CD16M#" monocytes,
seems to be characteristics of SARS-CoV-2 infection, not
seen in other viral infections, and may be associated with
severity [9, 26]. As shown, a second characteristic seen
in severe COVID-19 is the decrease in HLA-DR expres-
sion on CD14Me" monocytes that could be associated
with altered responsiveness of circulating monocyte to
TLRs bacterial agonists [27]. There is currently signifi-
cant arguments to suggest that emergency myelopoiesis
occurs in severe COVID-19. Silvin et al. showed massive
amounts of calprotectin and immature myeloid precur-
sors raising the hypothesis of a probable expansion of
myeloid-derived suppressor cells during SARS-Cov-2
infection [5, 9]. Hereby, we demonstrated the massive
presence of M-MDSC in critically ill COVID-19 patients
and its association with mortality. Few preliminary data
suggest the presence of myeloid-derived suppressor cells
and their role in severe COVID-19 and its pathophysiol-
ogy [28-30]. Bordoni et al demonstrated that patients
with severe COVID-19 admitted in ICU had decreased
frequency of lymphocyte T and natural killer, which par-
alleled expansion of MDSC and high level of cytokines
[31]. In complement to our results, Sacchi et al. showed
that polymorphonuclear (PMN)-MDSC percentage >54%
was associated with mortality in severe COVID-19, her-
alding the importance of MDSC in severe COVID-19
[30]. Although accumulation of immature myeloid cells
is a recognized severity marker of sepsis since the early
1970s, the role of MDSC in critically ill septic patient’s
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pathophysiology has been poorly studied [5, 32]. Mye-
loid-derived suppressor cells are bone marrow het-
erogeneous myeloid immature precursors that may in
certain pathological conditions, such as cancer, sepsis,
and autoimmune diseases, partially interrupt their dif-
ferentiation and expend. Two types of myeloid-derived
suppressor cells are identified whether originating from
PMN or monocytes precursors. MDSC induces lympho-
cytes T and natural killer cells apoptosis, inhibits T cells
proliferation, induces expansion of T regulatory cells, and
produces immunosuppressive cytokines such as IL-10
[33, 34]. Both high proportion of PMN- and M-MDSC
were shown to be associated with development of sec-
ondary infections and early mortality [35-38]. Waeckel
et al in a series of secondary gated M-MDSC-like cells
(CD14tHLA-DR", neither CD15 nor CD33 staining)
in septic patients, identified a cut-off value of >9% sig-
nificantly associated with 28-day mortality and occur-
rence of secondary infections [35]. Altogether, there is
convergent data suggesting that MDSC are central in the
pathophysiology of sepsis, but its regulation, especially in
regard to the temporal and spatial organization, seems to
be essential in severe COVID-19 [9, 27].

Our study has several limitations. Inherent to the
design, this study remains a preliminary single-center
observation in need of further validation. The limited
number of patients in the three clusters and their asso-
ciation with outcome warrant further confirmation.
Nevertheless, the phenotypic characterization of the
three clusters and their reciprocal differences are clear
enough to suggest association with specific clinical
courses and may be of some utility to select patients for
innovative therapy [21, 25, 39].

To conclude, our data suggest that mHLA-DR kinet-
ics allows to identify three myeloid phenotypes in criti-
cally ill COVID-19 adult patients potentially associated
with specific infective paths: hyperactivated monocyte/
macrophage, transient immunodepression, and persis-
tent immunodepression phenotypes.
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3 Le projet SEPTIFOIE : un protocole pour I'étude des biomarqueurs des
infections associées aux soins et de lI'immunodépression chez 'enfants aprés
transplantation hépatique

3.1 Contexte

La transplantation hépatique est devenue, au cours des dernieres décennies, la
thérapie de référence pour les maladies hépatiques pédiatriques en phase
terminale. La période post-transplantation est toujours associée a de fréquentes
complications infectieuses et immunologiques, qui représentent 40 a 60 % de tous
les cas. Le foie est un élément clé de la signalisation immuno-inflammatoire et de
la réponse de I'h6te aux pathogénes par la production de composés sériques tels
que les protéines de phase aigué, les compléments, les peptides antimicrobiens.
La période qui suit la transplantation est donc étroitement associée a la
récupération de la fonction hépatiqgue et a la restauration de
l'immunocompétence. En tant que telle, elle correspond a une période de fragilité
immunologique ou peuvent survenir a la fois des complications septiques et un
rejet aigu.

3.2 Description de 'étude

L'objectif de cette étude est de mieux caractériser le profil fonctionnel immuno-
inflammatoire aprés une transplantation hépatique chez I'enfant et de définir son
association avec la survenue de complications infectieuses et immunologiques.
Un suivi longitudinal prospectif monocentrique de 60 enfants transplantés
hépatiques a I'AP-HP. Université Paris Saclay, Hopital Bicétre sera réalisé. Avant la
transplantation et aux jours 3, 7 et 14, tous les enfants auront une caractérisation
immunologique approfondie. Cela comprendra I'analyse :

- les phénotypes des leucocytes circulants (mHLA-DR, sous-populations de
monocytes incluant M-MDSC, activation des neutrophiles et récepteurs Fc,
sous-populations de cellules T)
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- le profil transcriptionnel des leucocytes (genes candidats : CD74, CX3CR1,
S100A8/A9/A12, TLRs),

- la cinétique des cytokines et des protéines sériques (C3, C4, PCT, IL-6, IL-8,
IL12p70, IL-1, TNF, IL-10, IP-10),

- des test d'opsonophagocytose ex vivo,

- des test de cytotoxicité plasmatique ex vivo.

Les profils immunologiques seront analysés globalement et stratifiés en fonction
du développement des complications infectieuses et immunologiques. Un accord
éthique a été obtenu auprés du Comité de Protection des Personnes (CPP lle-de-
France VIl) le 15 octobre 2014 (numéro de référence PP14-031), I'étude déclarée a
la Commission Nationale de I'Information et des Libertés (numéro de déclaration
CNIL : 1787808v0), et le biobanking déclaré a I'Agence Nationale de Sécurité du
Médicament (numéro de référence ANSM 2014-A01048-39, le 24/06/2014) selon
la réglementation francaise. Les résultats seront diffusés par des présentations
internationales lors de réunions scientifiques et des publications dans des revues
a comité de lecture. Numéro d'enregistrement de Clinicaltrial.gov : NCT04302246.

3.3 Résultats et conclusion

A ce jour, 'ensemble des inclusions ont eu lieu, soit un total de 61 patients. Les
préléevements biologiques ont été collectés et les expériences nécessitant d'étre
réalisées sur cellules fraiches ont été effectuées (cytométrie en flux pour
marquage des protéines de la surface cellulaire, test de phagocytose). L'ensemble
des autres expériences sont en cours de réalisation. Les données cliniques et
paracliniques ont été collectées et saisies dans I'eCRF. Des analyses ciblées sur
certains marqueurs sont en cours (MHLA-DR par exemple). Les résultats ne sont
pas encore disponibles.

Le manuscrit ci-dessous a été soumis dans la section « protocoles » de la revue
BMJ open.
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Reporting checklist for protocol of a clinical trial.
Based on the SPIRIT guidelines.

Instructions to authors

Complete this checklist by entering the page numbers from your manuscript where readers will find each of the

items listed below.

Your article may not currently address all the items on the checklist. Please modify your text to include the
missing information. If you are certain that an item does not apply, please write "n/a" and provide a short

explanation.
Upload your completed checklist as an extra file when you submit to a journal.
In your methods section, say that you used the SPIRITreporting guidelines, and cite them as:

Chan A-W, Tetzlaff IM, Goatzsche PC, Altman DG, Mann H, Berlin J, Dickersin K, Hrobjartsson A, Schulz KF,
Parulekar WR, Krleza-Jeri¢ K, Laupacis A, Moher D. SPIRIT 2013 Explanation and Elaboration: Guidance for
protocols of clinical trials. BMJ. 2013;346:¢7586

Page
Reporting Item Number
Administrative
information
Title #1 Descriptive title identifying the study design, population, 1
interventions, and, if applicable, trial acronym
Trial registration #2a  Trial identifier and registry name. If not yet registered, name of 3
intended registry
Trial registration: data ~ #2b  All items from the World Health Organization Trial Registration 28
set Data Set
Protocol version #3 Date and version identifier n/a
Funding #4 Sources and types of financial, material, and other support 22
Roles and #5a  Names, affiliations, and roles of protocol contributors 22
responsibilities:
contributorship
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Roles and
responsibilities:
sponsor contact

information

Roles and
responsibilities:

sponsor and funder

Roles and
responsibilities:

committees

Introduction

Background and

rationale

Background and
rationale: choice of

comparators
Objectives

Trial design

Methods:
Participants,
interventions, and

outcomes

Study setting

Eligibility criteria

#6a

#6b

10

BMJ Open

Name and contact information for the trial sponsor

Role of study sponsor and funders, if any, in study design;
collection, management, analysis, and interpretation of data;
writing of the report; and the decision to submit the report for
publication, including whether they will have ultimate authority

over any of these activities

Composition, roles, and responsibilities of the coordinating centre,
steering committee, endpoint adjudication committee, data
management team, and other individuals or groups overseeing the

trial, if applicable (see Item 21a for data monitoring committee)

Description of research question and justification for undertaking
the trial, including summary of relevant studies (published and

unpublished) examining benefits and harms for each intervention

Explanation for choice of comparators

Specific objectives or hypotheses

Description of trial design including type of trial (eg, parallel
group, crossover, factorial, single group), allocation ratio, and
framework (eg, superiority, equivalence, non-inferiority,

exploratory)

Description of study settings (eg, community clinic, academic
hospital) and list of countries where data will be collected.
Reference to where list of study sites can be obtained

Inclusion and exclusion criteria for participants. If applicable,

eligibility criteria for study centres and individuals who will
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perform the interventions (eg, surgeons, psychotherapists)

1

; Interventions: #11a Interventions for each group with sufficient detail to allow

g description replication, including how and when they will be administered

g Interventions: #11b Criteria for discontinuing or modifying allocated interventions for a
8 modifications given trial participant (eg, drug dose change in response to harms,
?O participant request, or improving / worsening disease)

1; Interventions: #11c Strategies to improve adherence to intervention protocols, and any
1 i adherance procedures for monitoring adherence (eg, drug tablet return;

15 laboratory tests)

16

17 Interventions: #11d Relevant concomitant care and interventions that are permitted or
12 concomitant care prohibited during the trial

20

21 Outcomes #12  Primary, secondary, and other outcomes, including the specific

;g measurement variable (eg, systolic blood pressure), analysis metric
24 (eg, change from baseline, final value, time to event), method of
;2 aggregation (eg, median, proportion), and time point for each

27 outcome. Explanation of the clinical relevance of chosen efficacy
;2 and harm outcomes is strongly recommended

30

37  Participant timeline #13  Time schedule of enrolment, interventions (including any run-ins
;g and washouts), assessments, and visits for participants. A

34 schematic diagram is highly recommended (see Figure)

;Z Sample size #14  Estimated number of participants needed to achieve study

2; objectives and how it was determined, including clinical and

zg statistical assumptions supporting any sample size calculations

2; Recruitment #15  Strategies for achieving adequate participant enrolment to reach
43 target sample size

a4

45 Methods: Assignment

23 of interventions (for

48 controlled trials)

49

g? Allocation: sequence #16a Method of generating the allocation sequence (eg, computer-

52 generation generated random numbers), and list of any factors for

gi stratification. To reduce predictability of a random sequence,

55 details of any planned restriction (eg, blocking) should be provided
g? in a separate document that is unavailable to those who enrol

58 participants or assign interventions
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Allocation concealment

mechanism

Allocation:

implementation

Blinding (masking)

Blinding (masking):

emergency unblinding

Methods: Data
collection,
management, and
analysis

Data collection plan

Data collection plan:

retention

Data management

Statistics: outcomes

Statistics: additional

analyses
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#18a
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[on

#20b
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Mechanism of implementing the allocation sequence (eg, central
telephone; sequentially numbered, opaque, sealed envelopes),
describing any steps to conceal the sequence until interventions are
assigned

Who will generate the allocation sequence, who will enrol

participants, and who will assign participants to interventions

Who will be blinded after assignment to interventions (eg, trial
participants, care providers, outcome assessors, data analysts), and

how

If blinded, circumstances under which unblinding is permissible,
and procedure for revealing a participant’s allocated intervention

during the trial

Plans for assessment and collection of outcome, baseline, and other
trial data, including any related processes to promote data quality
(eg, duplicate measurements, training of assessors) and a
description of study instruments (eg, questionnaires, laboratory
tests) along with their reliability and validity, if known. Reference

to where data collection forms can be found, if not in the protocol

Plans to promote participant retention and complete follow-up,
including list of any outcome data to be collected for participants

who discontinue or deviate from intervention protocols

Plans for data entry, coding, security, and storage, including any
related processes to promote data quality (eg, double data entry;
range checks for data values). Reference to where details of data

management procedures can be found, if not in the protocol

Statistical methods for analysing primary and secondary outcomes.
Reference to where other details of the statistical analysis plan can

be found, if not in the protocol

Methods for any additional analyses (eg, subgroup and adjusted
analyses)
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Statistics: analysis
population and missing
data

Methods: Monitoring

Data monitoring:

formal committee

Data monitoring:

interim analysis

Harms

Auditing

Ethics and

dissemination

Research ethics

approval

Protocol amendments

Consent or assent

Consent or assent:

ancillary studies

Confidentiality
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#24

#25

#27

BMJ Open

Definition of analysis population relating to protocol non-
adherence (eg, as randomised analysis), and any statistical methods

to handle missing data (eg, multiple imputation)

Composition of data monitoring committee (DMC); summary of its
role and reporting structure; statement of whether it is independent
from the sponsor and competing interests; and reference to where
further details about its charter can be found, if not in the protocol.

Alternatively, an explanation of why a DMC is not needed

Description of any interim analyses and stopping guidelines,
including who will have access to these interim results and make

the final decision to terminate the trial

Plans for collecting, assessing, reporting, and managing solicited
and spontaneously reported adverse events and other unintended

effects of trial interventions or trial conduct

Frequency and procedures for auditing trial conduct, if any, and
whether the process will be independent from investigators and the

sponsor

Plans for seeking research ethics committee / institutional review
board (REC / IRB) approval

Plans for communicating important protocol modifications (eg,
changes to eligibility criteria, outcomes, analyses) to relevant
parties (eg, investigators, REC / IRBs, trial participants, trial
registries, journals, regulators)

Who will obtain informed consent or assent from potential trial

participants or authorised surrogates, and how (see Item 32)

Additional consent provisions for collection and use of participant
data and biological specimens in ancillary studies, if applicable

How personal information about potential and enrolled participants
will be collected, shared, and maintained in order to protect

confidentiality before, during, and after the trial
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Financial and other competing interests for principal investigators

for the overall trial and each study site

Statement of who will have access to the final trial dataset, and
disclosure of contractual agreements that limit such access for

investigators

Provisions, if any, for ancillary and post-trial care, and for

compensation to those who suffer harm from trial participation

Plans for investigators and sponsor to communicate trial results to
participants, healthcare professionals, the public, and other relevant
groups (eg, via publication, reporting in results databases, or other

data sharing arrangements), including any publication restrictions

Authorship eligibility guidelines and any intended use of

professional writers

Plans, if any, for granting public access to the full protocol,

participant-level dataset, and statistical code

Model consent form and other related documentation given to

participants and authorised surrogates
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ABSTRACT

Introduction

Liver transplantation has become, within the last decades, the reference therapy for end stage
paediatric liver diseases. The liver is a key component of immune-inflammatory signalling
and host response to pathogens through production of serum proteins and peptides such acute
phase proteins, complements, antimicrobial peptides. The period following transplantation is
therefore closely associated with liver function recovery and immunocompetency restoration.
As such, this corresponds to a period of immunological fragility where both septic
complications and acute rejection can occur. The purpose of this study is to better characterize
the functional immune-inflammatory profile following liver transplantation in children and
define its association with occurrence of infective and immunologic complications.

Methods and analysis

A single centre prospective longitudinal follow-up of 60 children undergoing liver
transplantation at the AP-HP Paris Saclay University will be performed. Before
transplantation and at day 3, 7 and 14 days after, all children will have extensive
immunological characterization. This will include analysis of 1) circulating leukocytes
phenotypes (monocytes HLA-DR, monocytes subpopulations, neutrophils activation and Fcy
receptors, T cells subpopulations), 2) Leukocytes transcriptome kinetic 3) Cytokines and
serum proteins kinetics 4) In-vitro phagocytosis assay, 5) Ex-vivo opsonophagocytosis assay,
6) Ex-vivo plasma cytotoxicity assay. Immunological profiles will be globally analysed and
stratified according to the development of infective and immunological complications.
Ethics and dissemination

Ethical approval has been obtained from the Comité de Protection des Personnes (CPP Ile-de-
France VII) on October 15, 2014 (reference number PP14-031), the study declared to the
Commission Nationale de I’Information et des Libertés (CNIL declaration number:

1787808v0), and the biobanking declared to the Agence Nationale de Sécurité du Médicament

2
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(ANSM reference number 2014-A01048-39, on 24/06/2014) according to French regulation.

Results will be disseminated through international presentations at scientific meetings and

coOoNOULT A WN =

publications in peer-reviewed journals.
10 Trial registration number

Clinicaltrial.gov registration number: NCT(04302246
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Strengths and limitations of this study

- This prospective single centre study aims to characterise immunophenotypic signature
of secondary infection in children after liver transplantation.

- The identified biomarkers through this study could provide new diagnostic and
prognostic tools to identify children at risk of developing post-operative infective
complications.

- Kinetics of transcriptomic and immunological phenotypes, anti-infective functional
assay will bring new insight in the understanding of immune recovery following liver
transplantation.

- The single centre design and local management may limit extrapolation and warrant

confirmatory study.
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INTRODUCTION

Bacterial infections are particularly prevalent during the first 10 days after transplantation,
half being surgical site infections [1,2]. Gram-negative bacillus account for 57% of identified
pathogens with a significant amount displaying antimicrobial multi-resistant profile. Viral
infections are rare during the first two postoperative weeks with herpes viridae family (incl.
HSV, CMV, EBV, HHV6, HHVS) and adenovirus being the most prevalent. Those viral
infections are frequently associated with immunological complications such as graft rejection,
hepatitis/graft necrosis, and the development of lymphoproliferative syndrome. Thus, patients
are at high risk of developing immune-infective complications such as sepsis and graft
rejection following liver transplantation. Importance of differentiating both conditions is
related to the necessity to initiate rapid targeted therapeutic intervention as delay may strongly

impair patient prognosis [3].

This period of immunological fragility occurs in a context where proteins essential for the
host immune response (acute phase protein, opsonins, complement proteins, etc.) are deficient
as a result of a de novo, but transient, dysfunction of hepatic synthetic functions. Beside the
specific immune consequence related to the restauration of immunity in the post
transplantation period, most patients have pre-operative liver failure either due to end-stage
cirrhosis or acute liver failure. Both conditions are well associated with infective
complications such spontaneous bacterial peritonitis due to Gram-negative bacteria in end-
stage cirrhosis [4—6]. Importantly those complications are associated with increased mortality
in children [6,7]. It is though that both innate immune and adaptive response is altered in
patients with end-stage liver disease. Per-operatively, damage occurs to the graft engaging an
immune response. The first tissue damage to the graft occurs at harvest, the most obvious

example being ischaemic-reperfusion injury. The innate immune system intervenes first and
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triggers a non-specific inflammatory response, independent of the recognition of foreign
tissue antigens. Macrophages, neutrophils and natural killer (NK) cells are activated by
recognising Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs), resulting in the production of
pro-inflammatory cytokines (interleukin (IL)-1, IL-6, tumour necrosis factor, interferons) and
chemokines. The innate immune system activation triggers the complement cascade, which
creates tissue damage independently of alloantibody binding and is able to activate NK cells.
In addition, p-selectin, an important adhesion molecule, is upregulated on endothelial cells
and mediates the characteristic ischaemic-reperfusion vascular injury that alters the
permeability and integrity of the endothelium. This in turn exacerbates the tissue injury and
triggers the systemic host response to the graft, promoting the engagement of the adaptive
immune system. The post-operative period that is associated with induction of
immunosuppressive therapy in order to counteract acute graft rejection further impact patient
immunity. In transplantation, this response is initially directed predominantly by T cells that
react to the disparity in major histocompatibility complex (MHC) molecules, HLA in humans,
between the donor and recipient. In the normal liver, class I antigens (MHC I: HLA A, B, C)
are widely expressed on all cell types, while class II antigens (MHC II: HLA DP, DQ, DR)
are expressed mainly on antigen-presenting cells (APCs) and Kupffer cells. In rejection,
expression of class I and II is induced preferentially on endothelial cells and biliary
epithelium. Antibodies to class II antigens bind complement more avidly than those to class 1.
Although MHC molecules are one of the most important targets, non-MHC targets, such as
the angiotensin II-1 receptor (AT1R), are increasingly recognised as important [8]. The
importance of the T cell response is reinforced by the breadth of the T cell precursor
repertoire. Two interactions between recipient T cells and their target antigens have been
described: direct allorecognition when the T cell receptor binds to intact MHC complexes
presented by donor APCs; and indirect allorecognition when the T cell binds to a donor-

derived peptide presented on APCs. Donor APCs are a relatively small and limited population

6
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that can be rapidly depleted, whereas the recipient APC population is renewable and capable
of maintaining a sustained long-term response. After the foreign antigen recognition step,
recipient T cells are activated through the CD3 receptor via costimulatory pathways. CD28,
constitutively expressed on T cells, is an important up-regulator through its binding to B7
family members (CD80 and CD86), which induce IL-2 expression. Conversely, CD152
(CTLA-4), also expressed on activated T cells, competes with the binding of CD28 to its
ligands, and is therefore an important downregulator of the activation process. The other
important co-stimulatory pathway is the tumour necrosis factor (TNF) receptor family,

characterised by the interaction between CD40 and the CD40 ligand (CD154).

Intracellular signalling pathways are the final step in the cell activation sequence. Briefly,
phosphorylation of several different signalling molecules in the cytoplasm generates
transcription factors that carry the activation message to the nucleus, initiating the
transcription of many genes. Two of the most important pathways upregulate IL-2 and the IL-
2 high affinity receptor. IL-2 is an essential growth factor, which promotes T cell cycle
progression and clonal expansion. The central mechanism of tacrolimus and cyclosporine is
the inhibition of calcineurin, an important intracellular activating messenger that inhibits 1L.-2
production. B cells also play an important role in the immune response through the synthesis
of potentially destructive antibodies. In addition, B cells are capable of expressing
complement receptors and can function as an APC. B cell activation is usually dependent on
T cell assistance and is therefore linked to complex T cell differentiation pathways. Antibody-
mediated injury is most often due to the cytotoxic effect of the complement-binding antibody.
Destructive antibodies associated with graft injury can be generated against mismatched HLA
molecules, as well as non-HLA targets, such as blood group antigens, the endothelin type A
receptor and MHC class I chain-linked molecule A [9]. Autoantibodies directed against
antigens expressed on the endothelium, such as AT-1R (Angiotensin II type-1 receptor) [10],

can induce severe local injury characterised by microvascular coagulation and complement
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activation causing multiple thromboses within the graft. Two other important concepts in graft
injury are the dynamics of cell trafficking and the upregulation of adhesion molecules.
Chemokines synthesised by activated leukocytes play a key role in recruiting activated cells to
secondary lymphoid tissues and back to the graft. Adhesion molecules attach leukocytes to
the endothelium, allowing their extravasation to the graft. Cytotoxic T cells, once bound to
their target cell, release perforin molecules, creating pores in the target cell membrane through
which the T cell granzyme B protease enters the cell and triggers apoptosis of the cell

(programmed cell death).

The liver has long been considered immunologically privileged and clinicians have found that
liver transplant recipients appear to require less immunosuppression, have less rejection, a
lower risk of lasting graft damage or graft loss through rejection, and a reduced incidence of
chronic rejection compared to recipients of other organs. The first reports of successful
weaning from all immunosuppression were made in liver transplant recipients [11,12] and
other reports showed that immunosuppression could be stopped indefinitely in some children
treated for post-transplant lymphoproliferative disease [13]. Several hypotheses have been put
forward to explain the tolerogenic effect of the liver [13,14]. Two important anatomical
features are likely to play a role: the unique structure and large surface area of the sinusoidal
microvascular bed, and the portal vein circulation that carries a multitude of oral antigens and
endotoxins into the liver. The liver has evolved to tolerate this antigen load through a number
of specialised APCs [15], including dendritic cells, Kupffer cells, hepatic stellate cells and
sinusoidal endothelial cells [15]. These APCs are thought to present antigens to T cells in a
manner that induces T cell apoptosis, anergy or differentiation into regulatory T cells. Other
properties of the liver that may confer immune protection in transplantation are the secretion
of high levels of soluble HLA antigens and the ability of Kupffer cells to phagocytose
immune complexes, platelet aggregates and activated complement complexes. The final, and

perhaps most important, hypothesis is that the liver itself has regenerative properties.
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Intrinsically septic complications and rejection are closely related through common and
complementary immune paths and complex networks of cellular effectors and inflammatory
mediators. Taking into account the complexity of these clinical syndromes and the difficulty
of rapid differential diagnosis, the availability of early biological markers (biomarkers) of
immuno-infectious complications would help the clinician to target therapeutic management
and to preserve the graft from secondary alterations related to host immune conflict against
the pathogen or graft antigens. The integration of biomarkers into clinical practice would
allow: 1) identify patients at risk of complications and consider prophylaxis, ii) to adapt the
intensity of the treatment implemented, iii) target candidate populations for a particular
innovative therapy, and iiii) measure response to specific treatment [16]. The notion of
biomarker includes objectively measured and evaluated biological characteristics as an
indicator of a normal or pathological biological process, or a pharmacological response to a
therapy [17]. Thus, a biomarker can be a protein, genomic or functional profile. The literature
reports numerous candidate markers for the diagnosis of sepsis or the prediction of its
prognosis, in particular to assist in the prescription of innovative therapies. On the other hand,
the search for biomarkers of graft tolerance is a major subject for the adaptation of

immunosuppressive therapies.

Numerous plasma and cellular biomarkers have been tested for prediction of prognosis in
sepsis or septic characterisation of an inflammatory syndrome. The severity of sepsis and its
prognosis have been consistently associated with higher plasma IL-10, IL-6 and cortisol levels
[18,19], or associated with decreased monocyte HLA-DR [20,21]. Other molecules of the
DAMPs family such as HMGBI1 [16] or SI00A8/A9 [21] are being investigated for
prognostic prediction. Plasma procalcitonin levels may vary with response to anti-infective
therapy [22]. However, none of these markers have achieved the necessary validation as tools
in clinical practice. In recent years, clinical investigations have been conducted to identify a

transcriptomic signature associated with the course of sepsis. A seminal work by Calvano et
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al. described that the transcriptomic response to endotoxinemia in healthy volunteers [23]
involved an inflammatory and metabolic response, and revealed an early increase in
cytokine/chemokine transcription factors, a late increase in regulatory molecules, a decrease
in the major histocompatibility complex, an overexpression of the NADPH oxidase system, a
decrease in adhesion molecules and a decrease in the expression of mitochondrial complexes.
Since then numerous transcriptomic signatures were associated with sepsis outlining three

main questions of interest:

1) the septic nature of an inflammatory syndrome [24,25],
2) the prognosis of sepsis [26,27],

3) the pathophysiology or recovery of sepsis [28].

In contrast to specific plasma and genomic biomarkers, the study of functional responses
makes it possible to integrate all the molecular mechanisms relating to a biological function.
In our case, the characterisation of the host's innate immune response capacities to an
infection will allow us to better understand the kinetics of post-operative immuno-infectious

complications.

RATIONALE OF THE STUDY

From a clinical perspective, elevated incidence of sepsis in the early post-operative period
following LT, and more specifically to Gram negative bacteria has been repetitively observed
[1,2]. Those infections are closely associated with prognosis with a significant association
with 28 days mortality [2]. So far, no systematic analysis of proteic, transcriptomic and
functional biomarkers of sepsis in this population has been performed. The
delayed/inadequate sepsis diagnosis following liver transplantation has significant collateral
consequences such development of septic shock, overtreatment and exposure to large

spectrum antibiotherapy in suspected cases with selection of resistant pathogens.
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From a biological perspective, better characterization of post-LT immunological status may
help to answer two main questions: 1) is this period of immunological recovery associated
with altered phenotypic and functional capacity to respond to pathogens? and 2) is this period
share similarities with the well described sepsis-induced immunodepression state seen in
critically ill patient? The results may provide pathophysiologic basis for anti-infective
immune modulation, prophylactic antiobiotherapy/antiobiotic stewardship, but also setting

adapted immune-infective monitoring and surveillance.

Hypothesis

To overcome the lack of knowledge on phenotypic and immune status following liver
transplantation, the SEPTIFOIE study propose to prospectively characterize the immunologic
status during the first two weeks following liver transplantation in children. Biological
biomarkers, whole blood cells phenotyping as well as immune functional assays will be
performed before surgery and on day 3, 7 and 14 after liver transplantation. Reference values
will be determined and correlation between the biological measurements and occurrence of
post-operative sepsis performed. To explain the increase susceptibility of post-transplant
children for sepsis, we hypothesized that per-operative massive haemorrhage/transfusion,
systemic ischemia-reperfusion expose children with primed acquired immune dysfunction,
due the end-stage liver disease and cirrhosis, to a post-operative severe immune dysfunction,
with progressive immunity restauration. Both timing and intensity of dysfunctional immunity
will be described. Therefore, beside phenotypic and functional characterization of the immune
response, specific analysis of the functional immune capacity to respond to pathogen will be

tested. The SEPTIFOIE project will provide reference status on anti-infective immunity
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following liver transplantation permitting to better interpret conditions and biomarkers

deviating from uncomplicated post-operative course.

Aims and objectives

The primary objective of this study is to characterize relations between infective
complications and immune functional status illustrated by the activation of monocytes
(mHLA-DR, CD11b) and neutrophils (CD16, CD18) during the first 14 days following liver

transplantation in children. The secondary objectives are:
» To evaluate kinetics of serum biomarkers in patients developing or not post-operative

sepsis (Interleukin (IL)-6, IL-8, IL12p70, TNFa, IL-10, IP-10, IFNYy)

» To evaluate kinetics of cellular phenotypes in patients developing or not post-

operative sepsis (lymphoid and myeloid cells phenotypes)

» To evaluate kinetics of transcriptional signature of patients developing or not post-

operative sepsis.

» To evaluate immune functional capacity in patients developing or not post-operative
sepsis (ex-vivo phagocytosis and opsonophagocytosis, in-vitro plasmatic toxicity
including superoxide production)

» To describe critically ill immunodepression through measures of mHLA-DR

expression following liver transplantation.
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METHODS AND ANALYSIS

SEPTIFOIE is a prospective longitudinal, single centre, observational study conducted in the
Paediatric Intensive Care Unit of the AP-HP Paris Saclay University, Bicétre Hospital.

Study population

In this project, patients will be enrolled among children with end-stage liver disease requiring
liver transplantation and referred to the Bicétre Hospital, national referral centre for paediatric
liver disease and transplantation.

e All patients will be referred for management of chronic liver disease, acute liver
failure and liver transplantation.

o The study (reference number: 2021-A01626-37/NI 11055) is coordinated by the
Département de la Recherche Clinique et de I’Innovation (DRCI) of the Assistance
Publique Hopitaux de Paris (AP-HP).

All children will be followed clinically during the first 14 days following liver transplantation.
The length of the follow-up was decided as being the riskiest period in terms of occurrence of
infective complications defined by a retrospective analysis of more than 300 paediatric liver

transplantation in our centre [2].

Definitions and diagnosis.

Sepsis diagnosis will be established based on the Sepsis 3 definition with paediatric
adaptation of the SOFA score (P-SOFA) [29,30]. Shortly, patients with suspected infection
with more than two organ failure are defined as “sepsis”. Lack of hemodynamic response to
fluid therapy and requirement of vaso-inotropic support associated with a serum lactate >2
mmol/L are defined as “septic shock™ [31,32]. All patients will have concurrent clinical
examination and standardized workup including hemogram, C-Reactive Protein (CRP) and/or
procalictonin (PCT) and microbiological cultures including blood, urine and ascites/peritoneal

drainage as well as systematic molecular diagnosis of viral infection (herpes viridae virus,
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adenovirus). Diagnosis of secondary infection will be established according to IDSA
definition [33-35]. Initial screening and diagnosis will be performed according to the sepsis
management recommendation of the surviving sepsis campaign, and sepsis and septic shock
management will be left at the discretion of paediatric intensivist in charge of the patient
according to current international recommendation [36]. Although the causes and
consequences are fundamentally different, the clinical presentation of acute graft rejection and
secondary infection are closely similar with the development of an inflammatory syndrome,
organ injury and failure. Acute graft rejection diagnosis will be establish following histologic

analysis of liver biopsy and graded according to the Banff classification [37]

Sample and clinical data collection

Clinical and biological (Biobanking) data dedicated to this project will be gathered according
to Table 1. For the various biological tests to be performed in this study, the sample collection
will allow us to establish several types of biobanking:

1. Heparin plasma for the study of protein biomarkers, opsonophagocytosis and plasma
cytotoxicity tests.

2. mRNA biobank to study transcriptomic host biomarkers (RNA will be extracted from
whole blood collected in PAXgene tubes);

3. genomic DNA biobank to analyse potential polymorphism associated with studied

biomarkers (eg. CIITA rs3087456)

Biomarkers measurements
1. Proteic biomarkers will be measured by Luminex multiplexing methods (Bio-Plex
MAGPIX, Biorad, Hercules, CA)

2. Cell phenotypes will be analysed by flow cytometry (Attune, ThermoFisher),
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1

2

i 3. Transcriptional signature will be performed by sequencing of pre-stabilized RNA and
Z quantitative PCR (CFX90 Q-PCR, Biorad, Hercules, CA).

57; 4. Genetic variants may be analysed (either through WGS or specific PCR)

0

11

g Dynamic immune profiles

][51 Here, we plan to study the immune function before and of the first 14 days after liver

12 transplantation of age. We foresee the following analysis:

;g 1) Selected commercialized proteic biomarkers of sepsis will be tested on freshly

;; separated and freezed serum (PCT, IP-10, IL-6, ...)

;2 2) Whole blood phenotypes and activation will be analysed. Quantification of T, B, NK
g% cells, monocytes and neutrophils, including sub-population will be measured. More
;g specifically, Myeloid-derived suppressor cells (monocytes and polymorphonuclear),
2(1) mature and immature neutrophils (CD16 +/-) and Treg will be described.

i% Immunodepression severity as quantified by measuring monocytes (m)HLA-DR will
32 be performed. All phenotypic analysis will be performed on fresh whole blood using a
3; point-of-care flow cytometer in the unit (24/7).

E(? 3) Ex vivo functionality of the innate response via TLRs stimulation. Whole blood

g stimulation with TLRs agonists (LPS, FSL1, Pam3CSK4, Flagellin, Polyl:C, CPG-
2‘51 ODN, Imiquimod & Resiquimod) (Sigma, Darmstadt, Germany) with measurements
%2 of cytokines/chemokine (IL6, IL10, TNFa) in supernatants (eBioscience, Thermo

g?) Fisher Scientific, Waltham, MA) and genes transcripts quantification by Q-PCR.

g; Opsonophagcytosis and phagocytosis functional test will be performed using

2431 standardised flow cytometric methods [38]. Plasma toxicity test will be performed

55

gg’ using THP-1 cell lines exposed to plasma heat-inactivated bacteria (E. coli, S. aureus)
gg and purified endotoxins (LPS). Cell death, apoptosis and caspase activation will be
60

quantified using flow cytometry. Ex vivo stimulation test and phagocytosis assay will
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be performed on heparinized blood sample within 24 hours of sampling.
Opsonophagocytosis and plasma toxicity tests will be performed once the study
recruitment is completed.

4) Transcriptomic and genomic analysis will be analysed using freshly freezed sample.
RNA will be stabilized in PAXgene (PAXgene Blood RNA, PreAnalytiX,
Hombrechtikon, Switzerland) and stored for analysis. All analysis will be performed
once the study recruitment is completed using available methods (WGS,

transcriptomic, or PCR/Q-PCR).

Sample size and data analysis plan

Statistical analysis will be handled by the Clinical Research Unit of the AP-HP Paris Saclay
University using SAS® software (current version at the time of analysis). The analysis will be
established based on data analysis plan (DAP) validated by the principal investigator and
statisticians. The projected recruitment is 60 patients over 35 months (40-50 patients
transplanted per year, 80% inclusion rate, i.e. 30 patients/year). Only transplanted patients
will be described. Their demographic and clinical characteristics collected up to anaesthetic
induction before the start of transplantation will be described in terms of number, mean,
standard deviation, minimum, maximum, median and interquartile range for continuous
quantitative data, in terms of number and percentage for categorical qualitative or quantitative

data: age, sex, weight, height, disease causing liver transplantation, treatments.

The primary endpoint was the occurrence of at least one septic complication and/or rejection
between DO and D14. As a preliminary step, the evolution of each factor for each patient as
well as the average evolution in each group (uninfected patients without rejection (controls) /
patients with septic complications and/or rejection) will be illustrated graphically. Initially,

depending on the number of factors with a potential relationship with the primary endpoint, a
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Principal Component Analysis (PCA) or a Hierarchical Ascending Classification (HAC) will
be implemented at each sampling date planned in the study (Day 3, Day 7, Day 14) to
determine factors in common to all uninfected patients without rejection (controls) and factors
in common to all patients with sepsis and/or rejection complications. In the case of a PCA, the
variable of existence of rejection/infection will be considered as an illustrative variable. In a
second step, the factors detected in the first step will be entered simultaneously (multivariate
analysis) into a mixed generalized linear regression model. This modelling was preferred to
the GEE (Global Estimating Equation) modelling because it is rather the effects on the
average individual that are sought (Cf Logistic regression for different types of
epidemiological studies by Thierry Duchesne. Scientific meeting 5 November 2007) and that

time probably influences the explanatory factors. The model will be of the type:
Log [ P(Yij=1)/ ( 1-P(Yij=1) ) ] = Ai + Yk B i,kZi,j,k + Yk pkZi,j,k + >k fkxi,j,k + &

With P(Yij=1) Probability that patient i at time j has septic complications and/or rejection; Ai
Patient 1 dependent constant (random); Bi,k Regression coefficient of the kth factor for patient
i (random); Zi,j,k Value of the ke factor measured at time j for patient I; Bk Coefficient of
regression of the ke factor or covariate (fixed); xi,j,k Value of the ke covariate for patient i

measured at time j; € Residual.

Ai and Bi,k are assumed to be independent between subjects but also between them within a

patient.

The model will be implemented with an unstructured matrix of intra-patient variance-
covariance. Other types of matrix (diagonal, AR) can be used if necessary. The effect of the
factors detected in the first stage will come a priori from the addition of a random effect (from
the intra-patient variability) with a fixed effect (from the inter-patient variability). Among the
fixed effect variables (covariates), age, sex, weight, height, disease at the origin of the liver

transplantation, treatments, baseline values can also be taken into account. The final list of
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fixed effect variables will be specified in the SAP. A relationship between a factor (detected
in the first step) and the existence of septic complications and/or rejection will be significant

if the coefficient of the corresponding fixed effect is significant.

Subject to the size of the population, the validity of the model will be tested by separating the
data into 2 sub-samples: the first will be used to develop the model and the second will be
used to test the ability of the model to indicate whether the patient is at risk of septic
complications and/or rejection between DO and D14 or not. Additional sensitivity analyses
may be conducted to assess the impact of missing data, depending on their number. Details of

these analyses will be provided in the SAP.

Secondary analyses: All or part of the methodology used for the analysis of the primary
endpoint will be reused for the analysis of the secondary endpoint "Existence of at least one
septic complication between DO and D14"; subjects who showed infection will then be
compared to those who did not develop infection (with or without rejection). All or part of the
methodology used for the analysis of the primary endpoint will be reused for the analysis of
the secondary endpoint "Existence of at least one rejection between DO and D14"; patients
who developed a rejection will then be compared to patients who did not develop a rejection
(with or without infection). Details of the statistical analyses that will be used to determine
cut-off values for biological variables will be given in the SAP. The number of infections and
rejections will be calculated, their clinical characteristics (sepsis/severe sepsis/septic shock for
infection, Banff classification for acute rejection) described (purely descriptive analyses).
Concerning biology, the results of the different analyses (either routine care or specific to
research) will be described day by day (purely descriptive analyses). Correlations between
leukocytosis, CRP and quantitative parameters of liver function will be calculated by

Spearman's coefficient at each sampling date planned in the study (Day 3, Day 7, Day 14).
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ETHICS AND DISSEMINATION

Ethics approval

Ethical approval has been obtained from the Comité de Protection des Personnes (CPP Ile-de-

France VII) on October 15, 2014 (reference number PP14-031), the study declared to the

Commission Nationale de 1’Information et des Libertés (CNIL declaration number:

1787808v0), and the biobanking declared to the Agence Nationale de Sécurité du Médicament

(ANSM reference number 2014-A01048-39, on 24/06/2014) according to French regulation.

This study complies with the Declaration of Helsinki principles of Good Practice and the

Nagoya protocol.

Informed consent

Legal representative of children involved in the study as well as children by their own
if able to understand the study will be informed by the investigator. Consent of both

legal representatives will be obtained.

According to the Public Health Code (L. 1122-2), when a study is involving a minor,

consent is given by the legal representatives.

Legal representatives are loyally and fully informed of the study, its objectives,
requirements, potential risks, and their right to refuse the participation of their child
and the possibility to stop the study at any time. All the information covering the study
are found in an explanatory notice. According to the Public Health Code (L. 1122-1),
minor patients receive an explanatory notice of the study formatted for their level of

comprehension.

Copy of signed and dated informed consent is provided to the legal representatives and
to the investigator. An additional copy will be stored and archived by the study

coordinator.
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e The consents will be kept by the DRCI premises for 15 years

Safety of participants
This study includes no serious foreseeable risk to the health of the children involved. The only
potential risk is related to blood sample collection (maximum total blood per sampling

ImL/Kg, collected over all time points).

Study management
The study is coordinated by Assistance Publique — Hopitaux de Paris (Délégation a la
Recherche Clinique et a4 I’'Innovation — DRCI). The study will follow the institutional standard

operating procedures (SOP).

Data management and handling

For each patient, an electronic Case Report Form (eCRF; Cleanweb www.cleanweb.aphp.fr,

Telemedecine Technologies SAS, Boulogne-Billancourt, France) including socio-
demographic, anthropometric, clinical and paraclinical information will be completed by
clinical assistants and investigators. All samples and initial processing of the biobanking will
be performed in the PICU. Cell phenotyping, in-vitro and ex-vivo functional immune testing
will be performed in the research lab of the PICU at the AP-HP Paris Saclay University,
Bicétre Hospital. Plasma and transcriptional biomarkers will be transferred for analysis to the
Institute of Integrative Biology of the Cell (CNRS, CEA, Paris Saclay University), Gif sur

Yvette, France. Biobanking samples will be stored at -80degC for 15 years.

Medical confidentiality
All the data collected on the eCRF will be pseudonymised and covered by medical
confidentiality. To protect the participant’s confidentiality, samples will be de-identified. The
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investigator will ensure that confidentiality is maintained. All patients will be identified by
their patient ID reference and an unique alpha-numeric code defined by the centre code,
inclusion number and their name and surname initials (CCC-XX-NS). The unique patient
code will be used on the eCRF or on all other documents and samples. Patient data, identified
by the ID code will be stored separately. The investigator will ensure the retention of the
identification list of patients included in the study. All the eCRF will be kept by DRCI
premises for at least 15 years. Access to eCRF is set according to legal and reglementary
rules, notably the articles L.1121-3 et R.5121-13 from the French health code. As part of data
processing, data consultation and data analysis performed in France, all patients will be
informed of the data processing procedure as well as their rights including the right of access
to and the right of opposition to the transmission of the data. Professional secrecy will be
respected by all the persons participating in the conduct of a study. The manager, the
investigator and all their collaborators undertake the responsibility to not transmit to a third
party any of the confidential information obtained through this research, including

information on the health status of the subjects or on the current study.
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Table 1 Clinical and biological data collection planning
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PR R e
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RN
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ASSISTANCE PUBLIQUE HOPITAUX DE PARIS
DRCD - DEPARTEMENT DE LA RECHERCHE
CLINIQUE ET DU DEVELOPPEMENT

1 AVENUE CLAUDE VELLEFAUX
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1787808 v 0 75010 PARIS
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2) La pertinence des données traitées,

3) La conservation pendant une durée limitée des données,

4) La sécurité et la confidentialité des données,

5) Le respect des droits des intéressés : information sur leur droit d'acces, de rectification et d’opposition.

. Organisme déclarant

Nom : ASSISTANCE PUBLIQUE HOPITAUX DE PARIS N° SIREN ou SIRET :
267500452 00011

Service : DRCD - DEPARTEMENT DE LA RECHERCHE CLINIQUE ET

DU DEVELOPPEMENT Code NAF ou APE :
72207
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VELLEFAUX Tél. : 01 44 84 17 09
Fax. : 01 44 84 17 01

Code postal : 75010
L Ville : PARIS
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Finalité : CARACTERISER LES RELATIONS ENTRE LES COMPLICATIONS IMMUNO-INFECTIEUSES ET LE
PROFIL FONCTIONNEL IMMUNITAIRE INNE DURANT LES JOURS SUIVANT LA GREFFE DU FOIE CHEZ
L'ENFANT.

Fait & Paris, le 14 ao(t 2014
Par délégation de la commission
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