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RESUMES

Résumé en frangais

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) est la forme la plus grave
d'insuffisance respiratoire hypoxémiante aigué et touche 10 % des patients admis en unités
de soins intensifs. Les infections pulmonaires représentent la majorité des facteurs de risque
du SDRA. La mortalité hospitaliére du SDRA est de 40 %. Comme la plupart des interventions
pharmacologiques testées dans le SDRA ont donné des résultats décevants, l'identification de
biomarqueurs de gravité de la maladie, cibles thérapeutiques potentielles, est devenue un axe
de recherche majeur. Alors que le sang a été |'échantillon biclogique le plus couramment
utilisé pour rechercher des biomarqueurs candidats, le liquide de lavage broncho-alvéolaire
(LBA) est I'échantillon le plus proche du site de la lésion et reflete plus précisément
I'environnement pulmonaire local. Dans notre travail de recherche translationnelle, nous
avons concentré nos recherches sur le compartiment alvéolaire dans le contexte du SDRA
induit par la pneumonie. Dans un premier temps, nous avons quantifié les NETs (neutrophil
extracellular traps) alvéolaires et sanguins chez trente-cing patients immunocompétents
atteints de SDRA induit par une pneumonie et avons évalué leur lien avec le nombre de jours
vivants sans ventilation mécanique. Nous avons observé que les NETs étaient élevés dans le
sang et le LBA, que leur concentration dans le LBA était corrélée a celle de I'interleukine-8 (IL-
8) et a l'infiltration alvéolaire par les polynucléaires neutrophiles, mais n'était pas associée a
la mortalité ou a la durée de la ventilation mécanique. Secondairement, nous avons évalué
I'interrelation des biomarqueurs de SDRA septique dans les compartiments alvéolaire et
sanguin et avons exploré leur association avec le pronostic du SDRA induit par une pneumonie.
Pour ce faire, nous avons quantifié 22 biomarqueurs dans le LBA et le sérum, ainsi que
I'expression d’HLA-DR par les monocytes alvéolaires chez 70 patients atteints de SDRA induit
par une pneumonie. Nous avons constaté que [I'Il-8 était la cytokine la plus
compartimentalisée et gqu’un ratio de concentration LBA/sérum bas d'IL-1Ra était associé a la
mortalité hospitaliére. Malgré le fait qu'une diminution de I'expression monocytaire d’"HLA-DR
soit utilisée comme marqueur d’immunosuppression induite par le sepsis, nous n'avons pas
observé d'association significative entre I'expression d’"HLA-DR monocytaire alvéolaire et la

mortalité hospitaliére. Dans un troisieme temps nous avons profité de la récente technique



de coloration intracellulaire en cytométrie en flux pour évaluer si I'expression d’"HLA-DR par
les monocytes alvéolaires était associée a leurs altérations fonctionnelles. Nous avons réalisé
des tests fonctionnels sur des monocytes alvéolaires et sanguins aprés stimulation in vitro par
du lipopolysaccharide (LPS). L'activité de phagocytose et la production intracellulaire du
facteur de nécrose tumorale (TNF) ont été quantifiées par cytométrie en flux. Dix patients
atteints de SDRA lié a une pneumonie présentaient une expression d'HLA-DR significativement
plus faible & la fois sur les monocytes circulants et alvéolaires. Chez les patients atteints de
SDRA lié & une pneumonie, notre étude a démontré que les monocytes ont un statut désactivé
et une capacité de production de cytokines inflammatoires altérée mais conservent une
activité phagocytaire similaire a celle des témoins non SDRA. Cependant, le niveau
d'expression d'HLA-DR sur les monocytes alvéolaires ne semble étre ni un marqueur de
substitution de leur activité ni un biomarqueur pronostique du SDRA induit par une
pneumonie. L'absence d'identification de biomarqueur spécifique du pronostic du SDRA doit
nous pousser a faire un phénotypage plus approfondi et une analyse intégrative des sources
de variation étiologique, physiopathologique et biologique afin de proposer une médecine de

précision.
Mots clés en frangais

SDRA, biomarqueurs, HLA-DR, monocytes, NETs, neutrophiles, COVID-19, cytokines



Titre en anglais

Identification of alveolar and blood prognosis biomarkers in pneumonia-

associated acute respiratory distress syndrome

Résumé en anglais

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is the most severe form of acute hypoxemic
respiratory failure and affects 10% of patients admitted to intensive care units. Pulmonary
infections represent the vast majority of risk factors for ARDS and are associated with septic
shock in approximately two-thirds of cases. In-hospital mortality from ARDS remains as high
as 40%, possibly due to a significant heterogeneity within this syndrome. As most of the
pharmacological interventions tested in ARDS have given disappointing results, the
identification of biomarkers of disease severity, potential therapeutic targets, has become a
major research axis. While blood has been the most commonly used biological sample to
search for candidate biomarkers, bronchoalveolar lavage (BAL) fluid is the closest sample to
the site of injury and more accurately reflects the local lung environment. In our translational
research work, we have focused our research on the alveolar compartment in the context of
pneumonia-related ARDS. First, we quantified alveolar and blood NETs (neutrophil
extracellular traps) in thirty-five immunocompetent patients with pneumonia-related ARDS
and assessed their relationship with live ventilator-free days. We observed that NETs were
elevated in blood and BAL fluid and associated with interleukin-8 (IL-8) and neutrophil levels.
However, elevated levels of NETs were not associated with mortality or with duration of
mechanical ventilation. Secondly, we aimed at assessing the interrelation of ARDS/sepsis
biomarkers in the alveolar and blood compartments and explored their association with
clinical outcomes. We thus quantified twenty-two biomarkers in BAL fluid and serum and
HLA-DR expression on both alveolar and circulating monocytes from seventy pneumonia-
related ARDS patients. We found that I1L-8 was the most compartmentalized cytokine and,
after adjusting for confounding factors, lower BAL fluid-to-serum concentration ratios of
IL-1Ra were associated with hospital mortality. Despite the fact that sustained decreased
expression of HLA-DR on circulating monocytes is used as a surrogate marker of immune
failure during sepsis, we did not observe any significant association between alveolar

monocytic HLA-DR expression and hospital mortality. Thirdly, in the context of ARDS induced



by pneumonia, we took advantage of the recent technique of intracellular staining and flow
cytometry to assess whether the expression of HLA-DR by alveolar monocytes was associated
with their functional alterations. In this context, we performed functional tests on alveolar
and blood monocytes after in vitro stimulation with lipopolysaccharides (LPS). Phagocytosis
activity and intracellular production of tumor necrosis factor (TNF) were quantified using
specific fluorochrome-conjugated antibodies. Ten patients with pneumonia-related ARDS had
significantly lower HLA-DR expression on both circulating and alveolar monocytes. In patients
with pneumonia-related ARDS, our study showed that monocytes have a deactivated status
and an impaired inflammatory cytokine production capacity but kept similar phagocytic
activity than non-ARDS controls. The level of HLA-DR expression on alveolar monocytes seems
neither to be a surrogate marker of their activity nor a prognostic biomarker of pneumonia-
related ARDS. The lack of identification of a specific prognosis biomarker of ARDS should
encourage us to a deeper phenotyping and to systematically address the variations in

aetiology, physiology and biology.
Mots clés en anglais

ARDS, biomarkers, HLA-DR, monocytes, NETs, neutrophils, COVID-19, cytokines.
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BV-n : blue violet-n

CARS : compensatory anti-inflammatory response syndrome
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USI : unités de soins intensifs
WIH : virus d'immunodépression humaine
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AVANT-PROPOS

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) survient lorsqu'un large éventail de
déclencheurs provoque une inflammation pulmonaire bilatérale aigué et une augmentation
de la perméabilité capillaire pulmonaire conduisant a une insuffisance respiratoire
hypoxémique aigué. La biopsie pulmonaire met classiqguement en évidence des lésions de
dommage alvéolaire diffus (DAD). Avant |'utilisation généralisée des ventilateurs mécanique
pour l'insuffisance respiratoire hypoxémique, les patients ne survivaient pas assez longtemps
pour étre diagnostiqués avec un SDRA. De ce fait, il a fallu attendre 1967 et la description
historique d’Ashbaugh et Petty dans le Lancet, qui ont rapporté une série de 12 patients et
utilisé le terme de SDRA pour la 1*® fois [1]. Bien que ces patients souffraient d'atteintes
primaires hétérogénes, ils ont tous développé des tableaux d'insuffisance respiratoire aigué
présentant des traits similaires avec des infiltrats pulmonaires bilatéraux et une diminution de
la compliance pulmonaire, accompagnée a l'exploration autopsique du poumon, de la
présence d'une inflammation aigué et de membranes hyalines, devenues par la suite

caractéristiques du DAD [1].

Ce rapport initial a capturé I'hétérogénéité du SDRA, qui continue a présenter de nos
jours des défis en matiére de diagnostic et de traitement. Le SDRA peut étre subdivisé en
fonction de son atteinte initiale, qu'elle soit pulmonaire (pneumonie, contusion pulmonaire
et aspiration) ou extra-pulmonaire (traumatisme non thoracique, sepsis non pulmonaire et
transfusion). Cependant, en pratique clinique, il est difficile de différencier les deux groupes
en raison d'un chevauchement substantiel. Ces différences pathologiques, biologiques et
physiologiques sont fortement influencées par le micro-organisme en cause s'il s'agit d'une
cause infectieuse, I'environnement pulmonaire, et surtout la réaction de I'hote vis-a-vis de

I"agression ce qui a pour effet d’amplifier I'hétérogénéité du SDRA.

Plus récemment, des méthodologies de type « machine learning » ont été utilisées pour
identifier des sous-phénotypes distincts de SDRA et tenter de diminuer cette hétérogénéite.
Des analyses post-hoc de grands essais thérapeutiques reposant sur l'identification de tels
sous-groupes ont démontré des réponses différentielles aux interventions thérapeutiques
(e.g., remplissage vasculaire), mettant en évidence la possibilité de personnaliser ces

interventions dans le SDRA.
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L'approche physiopathologique actuelle du choc septique prend en compte |"altération
des réponses immunes post-infectieuses. Nous formulons dans ce travail I'hypothése qu’une
exploration des altérations immunes et inflammatoires associées au SDRA infectieux pourrait

permettre d'identifier des biomarqueurs diagnostigues et pronostiques .
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l.  INTRODUCTION

1. Le syndrome de détresse respiratoire aigué

1.1. Qu'est-ce que le SDRA ?

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) est défini de maniére consensuelle
selon plusieurs éléments [2] : physiopathologiques, par une atteinte aigue inflammatoire
diffuse du poumon responsable de "'augmentation de la perméabilité vasculaire et du poids
du poumon avec perte de I'aération tissulaire ; cliniques, par une hypoxémie associée a des
opacités pulmonaires bilatérales responsable d’un effet shunt, d’'une augmentation de
I'espace mort et d'une diminution de la compliance pulmonaire ; et histologiques, par la
présence de lésions de dommage alvéolaire diffus (cedéme, inflammation, membranes
hyalines, hémorragie intra-alvéolaire) [3]. Le diagnostic est effectué dans les 7 jours suivant le

début de I'agression pulmonaire et/ou la survenue des 1% symptdmes respiratoires [4].

Dans une large étude observationnelle - LUNG SAFE- menée dans des services de
réanimation de 50 pays différents, le SDRA représentait 10,4% des admissions en unité de
soins intensifs et 23,4% des cas nécessitaient un support ventilatoire, représentant 0,42 cas/
lit de soins intensifs sur une période de 4 semaines [5). La présence d’un SDRA et sa sévérité
sont associés a une augmentation de la durée de séjour en réanimation et a une diminution
du nombre de jours vivants sans ventilation mécanique. Le niveau de la pression de plateau
(Pplat), reflétant la pression de distension du systéme respiratoire, et de la pression élastique
du systéme respiratoire (ie., Pplat-Pression Expiratoire Positive) est associé a la mortalité. La
prévalence du SDRA léger (défini par un rapport PaOz/FiO2 compris entre 200 et 300 mmHg)
est de 30%, celle du SDRA modére (100 mmHg < Pa02/Fi02 = 200 mmHg) est de 47%, et celle
du SDRA sévére (Pa02/FiOz2 < 100 mmHg) de 23,4% parmi les 2377 patients admis en soins

intensifs pour insuffisance respiratoire hypoxémique de I'étude LUNG-SAFE [5].

1.1.1. Définition physiopathologique

La physiopathologie du SDRA est complexe et soumise a de multiples sources
d'hétérogénéité liées a l'individu, a la cause du SDRA, a la variation de certains traits

biologiques. L'cedéme pulmonaire apparait lorsque les fluides sont filtrés de la circulation
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pulmonaire vers les espaces extravasculaires plus vite qu'ils ne pourraient étre éliminés. Cet
cedéme pulmonaire survient suite a une altération de la perméabilité de la barriére alvéolo-
capillaire (cedéme lésionnel), par opposition aux cedémes secondaires a une augmentation de
la pression hydrostatique dans le capillaire pulmonaire. La physiopathologie du SDRA est

complexe et met en jeu plusieurs phénoménes physiopathologiques intriqués :

Altération de la perméabilité endothéliale

Une microvascularisation pulmonaire saine posséde plusieurs mécanismes de sécurité
pour empécher l'inondation des alvéoles dans une large gamme de pressions hydrostatiques
vasculaires. En conditions physiologiques, le fluide filtré de la microvascularisation pulmonaire
vers l'interstitium est largement réabsorbé dans la circulation sanguine en raison d'une faible
permeéabilité épithéliale alvéolaire, d'un gradient osmotique entre le vaisseau et l'interstitium,
d'un gradient de pression hydrostatique allant des vaisseaux périphériques aux vaisseaux
centraux, et de la circulation lymphatique associée aux puits pleuraux et médiastinaux lorsque
la pression hydrostatique est excessive [6—8]. Cependant, lorsque la barriére vasculaire
devient hautement perméable aux protéines et aux solutés, le gradient osmotique protéique

est perdu et l'interstitium est facilement inondé.

L'endothélium pulmonaire sain inhibe largement I'inflammation et la coagulation, tandis
que l'endothélium activé fait le contraire [6). Des stimuli aussi variés que I'hypoxie, les
cytokines, les chémokines, la thrombine, les leucocytes activés, les lipopolysaccharides et les
motifs moléculaires associés aux dangers ou DAMP (Damage Associated Molecular Pattern),
peuvent déréguler I'endothélium et augmenter sa perméabilité, ce qui a pour effet dattirer
les cellules inflammatoires [9]. L'endothélium activé recrute des polynucléaires neutrophiles
activés qui libérent leur contenu nucléaire pour former, avec les plaquettes activées, les piéges
extracellulaires des neutrophiles NETs (neutrophils extracellular traps) [10]. Lorsque
I'endothélium pulmonaire est agressé, les facteurs de coagulation généralement séquestrés
par les vaisseaux interagissent avec le facteur tissulaire exprimé par les cellules épithéliales
alvéolaires et les macrophages alvéolaires, déclenchant l'activation de la cascade de

coagulation extrinséque [11].
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Altération de la perméabilité épithéliale alvéolaire

Au cours du SDRA, la fonction de barriere épithéliale et la clairance des fluides
alvéolaires sont diminués ou inefficaces [12]. Les lésions épithéliales alvéolaires peuvent étre
provoquées directement par des agents pathogénes microbiens, des agressions acides (i.e.,
aspiration du contenu gastrique), ou une agression mécanique appelée VILI (ventilator lung
induced injury) [13]. Certaines de ces agressions provoquent une apoptose ou une nécrose
épithéliale, tandis que d'autres perturbent les jonctions intercellulaires, ce qui augmente la
permeéabhilité épithéliale. Les facteurs circulants (i.e., les DAMP ou I'hémoglobine acellulaire)
les produits microbiens, les toxines, les cellules immunitaires circulantes et les médiateurs

inflammatoires peuvent aussi endommager |'épithélium [14].

Dérégulation de I'Inflammation pulmonaire

L'accumulation des leucocytes, en particulier des neutrophiles, dans I'espace alvéolaire
est cliniqguement et pathologiquement significative dans le SDRA. Les neutrophiles issus des
patients SDRA sont activés et fonctionnellement distincts. lls présentent en effet une
chimiotaxie plus performante, une activité métabolique accrue, une apoptose retardée et une
nouvelle signature transcriptionnelle [15, 16]. Les neutrophiles et les plaquettes activés
interagissent dans le poumon lésé pour former les NETs, des complexes de fibres de
chromatine filamenteuse et de protéines dérivées des neutrophiles [10] qui pourraient aider
a séquestrer les agents pathogénes, mais aussi causer des lésions pulmonaires (Lefrancais et
al. 2018). Les macrophages alvéolaires exercent a la fois des réponses pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires et peuvent contribuer a amplifier les dommages alvéolaires avec les
conséquences décrites ci-dessus sur I'altération de la perméabilité épithéliale [17]. En plus de
la dérégulation de I'immunité innée, I'immunité adaptative semble également jouer un rdle

majeur dans la défense pulmonaire de I'héte et dans la résolution des |ésions [18].

Réle du stress mécanigue appliqué au poumon

Les forces biomécaniques contribuent également aux lésions pulmonaires et au
développement ou & |'aggravation du SDRA. La prise en charge des patients souffrant

d'hypoxémie sévéere a toujours reposé sur la ventilation mécanique. Ainsi, le concept selon
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lequel le ventilateur pourrait a la fois sauver et nuire aux patients n'est pas nouveau. Dés la
description originale du SDRA par Ashbaugh et collégues en 1967 [1], la pression expiratoire
positive (PEP) était déja identifiée comme un traitement potentiellement bénéfique. A
contrario, des recherches expérimentales ultérieures ont démontré que la combinaison de
hauts volumes courants et d'une PEP nulle induisait un cedéme pulmonaire hémorragique [19,
20]. La démonstration que des stratégies de ventilation mécanique agressives appliquées a
des animaux aux poumons préalablement sains pouvaient aboutir a la constitution d’un
cedéme pulmonaire létal a abouti au concept de VILL. Le développement de stratégies de
ventilation ayant pour objectif la réduction du VILI a constitué la principale avancée dans la
prise en charge des patients atteints de SDRA [21] et un modéle de recherche clinique basée
sur de la recherche translationnelle. La réduction du volume courant @ 6 mL/kg vs 12 mL/kg
de poids idéal théorique était associée a une réduction de mortalité [21], a une diminution
des niveaux de pression de distension (Pplat) du poumon, ainsi qu’a une réduction des
concentrations plasmatiques alvéolaires de marqueurs inflammatoires tels que l'interleukine-
1(IL-1), IL-6, IL-8 et le TNF-a (Tumor necrosis factor-a) [22]. Dans des modéles expérimentaux,
certaines études suggérent que les médiateurs circulants dérivés des poumons peuvent
aggraver les lésions pulmonaires et augmenter la perméabilité épithéliale. Ce concept de
biotrauma, mis en avant par I'étude du groupe de Slutsky en 2000, suggérait que la
propagation des médiateurs inflammatoires du poumon vers la circulation systémique pouvait

étre un facteur expliquant la défaillance multiviscérale observée au cours du SDRA [23].

1.1.2. Définition Clinique

La définition du SDRA a été revue lors de la conférence de Berlin par la société
europeenne de réanimation, I’American Thoracic Society et la Critical Care Medicine en 2012
[2] (Tableau 1). Cela a permis de définir trois catégories de sévérité : léger, modéreé et sévére.
Le terme acute lung injury (ALl) a été remplace par le SDRA léger. L'objectif de cette définition
était de catégoriser les patients en fonction de leur sévérité et de proposer des interventions
thérapeutiques ciblées. La valeur de la pression artérielle pulmonaire d’occlusion (PAPQO) a été
retirée de la définition du fait de I'absence de seuil validé de pression hydrostatique
permettant de catégoriser les patients comme ayant un SDRA ou un cedéme pulmonaire

hydrostatique.
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Le diagnostic de SDRA est porté si la défaillance respiratoire n'est pas complétement
expliquée par une insuffisance cardiaque ou une surcharge hydrosodée selon le jugement du
clinicien. Lorsqu’il n"y a pas de facteur de risque de SDRA identifié, une évaluation objective
de la fonction cardiaque devient nécessaire. De plus, un niveau minimal de pression
expiratoire positive (PEP) de 5 cmH;0, pouvant étre délivré de maniére invasive ou non dans

le SDRA léger, a été introduit dans la nouvelle définition.

Tableau 1. Définition du syndrome de détresse respiratoire aigiie

Délai Dans les 7 jours suivant I'agression, l'apparition ou l'aggravation des

symptimes respiratoires

Imagerie thoracique | Opacités bilatérales non expliquées par un épanchement, une atélectasie

lobaire fpulmonaire ou des nodules

Origine de I',cedéme | Insuffisance respiratoire non expliquée par une insuffisance cardiague, une
surcharge hydro sodée. Nécessite une évaluation objective (échographie
cardiaque) afin d'exclure un cedéme hydrostatique si pas de facteur de

risque de SDRA retrouvé

Oxygénation

Léger 200mmHg < Pa0,/Fi0; = 300 mmHg avec une PEP ou CPAP 25 cmH,0
Modéré 100mmHg < Pa0z/Fi0; < 100 mmHg avec une PEP 2 5 cmH:0
Sévére Pa0z/Fi0: < 100 mmHg avec une PEP = 5 cmH:0

1.1.3. Définition histopathologique

Dés la premiére description historique du SDRA par Ashbaugh et al. [1], sept cas avaient
bénéficié d'une autopsie mettant en évidence macroscopiguement des poumons volumineux,
lourds, violacés et hépatisés a la tranche de section. L'examen microscopique avait retrouve
un engorgement et une dilatation des capillaires, des atélectasies alvéolaires, de I'hémorragie
interstitielle et alvéolaire, de I';edéme diffus et la présence de membranes hyalines [1].

L'inflammation diffuse et la fibrose n'étaient observées que dans le cas de décés tardif.
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Quelques années plus tard, Katzenstein et al. définissaient I'entité histologique du SDRA
par la présence de DAD histologique. Celui-ci est caractérisé par la présence de membranes
hyalines, d’cedéme interstitiel, de prolifération et de nécrose cellulaire ou de fibrose. Le DAD
est considéré comme un processus évolutif sur 3 phases : exsudative, proliférative et
fibrosante [3, 24]. La phase exsudative est définie par une congestion capillaire, un cedéme
alvéolaire, observée durant la premiére semaine aprés I'agression pulmonaire. La seconde
phase, proliférative, est la phase de réparation, caractérisée par une prolifération cellulaire
intense des fibroblastes et des pneumocytes de type 2. Cette phase atteint son paroxysme
durant la seconde et la troisieme semaine et peut aboutir & une réparation ad integrum du
tissu pulmonaire ou évoluer vers une fibrose persistante [3). Ces phases peuvent se
chevaucher ou apparaitre plus précocement [25], la phase exsudative prédomine durant la
premiére semaine aprés le début de I'agression pulmonaire, alors que la phase proliférative
peut apparaitre plus précocement (dés la premiére semaine) et devient universelle aprés 3
semaines d’évolution. La fibrose est plus tardive et apparait dans plus de 60% des cas au-dela
de la troisiéme semaine (Figure 1). Elle est liée a la durée et a I'agression pulmonaire directe

[25].

Il est évident que le SDRA concerne un groupe trés hétérogéne de processus
pathologiques. Dés lors, aucune des définitions du SDRA proposées (AECC -American
European conference consensus- [26], lung injury score [27], Berlin [2]) n"est assez sensible
pour diagnostiquer un dommage alvéolaire diffus, marqueur histologique communément
admis comme gold standard pour définir le SDRA [28]. De méme, chez les SDRA sévéres,
seulement 58% avaient un DAD a l'autopsie [29]. La pneumonie avec une infiltration
importante de polynucléaires neutrophiles était I'anomalie la plus retrouvé dans le cas de
SDRA sans DAD a I'histologie [30]. Notre compréhension du DAD comme marqueur
histologique du SDRA peut étre biaisée car la majorité des descriptions histologiques du SDRA
proviennent d’études autopsiques [29—31] et ne reflétent que les patients décédés et les plus

graves.

Il est claire qu’a partir des données des études autopsiques [29—31], le SDRA, syndrome
clinique, ne peut étre synonyme de DAD a I'histologie. De plus, le DAD peut avoir d’autres
étiologies tel que les connectivites qui ne sont pas des facteurs de risque de SDRA dans la

définition de Berlin. Thille et al., ont observé que 9% des 356 patients décédés de SDRA

21



avaient des atteintes histologiques variées autre que le DAD : pneumonie (49%), abcés
pulmonaire (3%), cedéme aigu du poumon (4,5%), infiltration néoplasique (4,5%), hémorragie
pulmonaire (6%), pneumopathie interstitielle ou fibrose pulmonaire (4,5%), emphyséme
sévere (7%) et aucunes lésions histologiques dans 14% des cas [29]. De plus, dans une autre
étude prospective observationnelle de biopsies pulmonaires chirurgicales effectuées dans les
cas de SDRA sans étiologie évidente et persistant plus de 7 jours, il a été démontré que dans
60% des cas étaient retrouvées d'autres lésions histologiques que le DAD. Ces lésions
histologiques, étaient communément observées en absence de facteurs de risque classique

de SDRA, et leurs étiologies identifiées par de nombreux auteurs comme imitateurs du SDRA

[32, 33].

Par ailleurs, chez les patients atteints de SDRA clinique, le fait de retrouver une
variabilité des anomalies histologiques d'un sujet a I'autre, est reconnu comme étant le
facteur majeur responsable de la négativité des études randomisés controlées dans ce
domaine [34]. De ce fait, il a été suggéré d'adjoindre des biomarqueurs a la définition clinique
afin de réduire I'hétérogénéité des SDRA en identifiant des sous-groupes plus homogenes [35,

36).

Une récente analyse rétrospective de grands essais randomisés contrélés a pu
permettre l'identification de deux phénotypes de SDRA basés sur la combinaison de
biomarqueurs et de paramétres cliniques [37, 38]. Ces phénotypes répondaient différemment
aux interventions thérapeutiques assignées de facon randomisée [37]. Des études
prospectives sont requises pour valider ces phénotypes de SDRA et leur réponse
thérapeutique respective. Reste a établir le set de biomarqueurs du SDRA [39]qui permettrait
de définir prospectivement ces différents phénotypes [40]. Malgré une réflexion en cours sur
I'intégration de biomarqueurs a la définition du 5DRA, |la complexité et I'hétérogénéite de la

définition de ces phénotypes ont pour 'instant éloigné cette perspective.
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Figure 1. Délai d'apparition et évolution des lésions histologiques dans le temps (phase

exsudative, phase proliférative phase et fibrose) chez les patients atteints du syndrome de

détresse respiratoire aigué. Issue de [25]
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1.2. Etiologies du SDRA

Depuis sa description initiale [1], le SDRA a été rapporté comme une affection clinique
pouvant se développer suite a l'exposition a divers facteurs de risque (Tableau 2 ). Ces facteurs
de risque, déja définis par I'’AECC [26], sont classés en deux catégories : directs [ pneumonie,
inhalation de liquide gastrique, contusion pulmonaire, noyade, vascularite pulmonaire) ou
indirects (sepsis extra-pulmonaire, traumatisme grave, pancréatite, brilures sévéres, choc

non cardiogénique, tranfusion related acute lung injury ou TRALI, overdose).

23



Tableau 2. Facteurs de risque de SDRA

Facteurs de risque communs [2]

Pneumonie infectieuse

Sepsis extra-pulmonaire

Aspiration du contenu gastrigque

Choc non cardiogénique

Pancréatite

Traumatisme grave ou chirurgie a haut risque (par exemple, cesophagectomie)
Overdose de drogue

Lésion d'ischémie-reperfusion
Facteurs de risque moins courants

Inhalation de fumée
Noyade
Utilisation de vapotage ou de cigarette électronique

Transfusion multiple de produits sanguins
Imitateurs du SDRA (pas de DAD histologique)

Vascularite

Hémorragie alvéolaire diffuse

Pneumopathie d'origine médicamenteuse

Pneumonie organisée

Pneumopathie d'hypersensibilité

Pneumonie aigué a éosinophiles

Exacerbation aigué de maladie pulmonaire interstitielle
Syndrome thoracique aigu

Protéinose alvéolaire

Néoplasie

Les facteurs de risque les plus courants sont la pneumonie et le sepsis non pulmonaire,
suivis de I'aspiration du contenu gastrique [5, 41]. Les traumatismes et la transfusion de
produits sanguins labiles sont des facteurs de risque de SDRA moins courants a I'ére moderne,

car la gestion des ventilateurs, des fluides et des transfusions ont évolué [5], tandis que de
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nouvelles causes telles que la cigarette électronique ou les lésions pulmonaires associées a
I'utilisation de produits de vapotage (EVALI) [42] ; le SARS-CoV-2 [43] et les autres coronavirus
responsables du SRAS [44] et du MERS [45] sont apparues.

Cependant, de nombreuses études cliniques et expérimentales montraient peu de
différence entre les SDRA pulmonaires et extra-pulmonaires en termes de réponse
inflammatoire, d'anomalies radiologiques et de réponse physiologique au traitement
ventilatoire. Les catégories directes et indirectes se chevauchant a un point tel que dans la
nouvelle définition de Berlin [2], la distinction entre SDRA direct et indirect n’a pas été retenue.
L'intérét majeur d’identifier, pour un méme patient, un facteur de risque de SDRA est de

traiter I'étiologie sous-jacente.

L'identification d'une cause spécifique du SDRA reste un objectif thérapeutique crucial
pour améliorer le pronostic du SDRA [46]. Bien que la susceptibilité génétique au SDRA soit
suggérée par la variabilité avec laquelle les facteurs de risque cliniques prédisent le
développement du SDRA et par 'association répétée de nombreux variants génétiques au
risque de SDRA, le risque attribuable & n'importe quel polymorphisme génétique particulier

dans I'apparition ou dans le pronostic du SDRA s"avére trés faible [47].

Par ailleurs, certains biomarqueurs sont associés au développement du SDRA dans les
populations a risque. Sur un total de 37 biomarqueurs dans le plasma, sept dans le liquide
céphalo-rachidien et un dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire ont été évalués dans des
analyses multivariées [48). Cing études ont examiné |'angiopoiétine-2 (Ang-2) et sept études
ont examiné le récepteur des produits finaux de glycation avancée (RAGE). Dans toutes les
études, des taux plasmatiques élevés d'Ang-2 et de RAGE étaient significativement associés a
un risque accru de développement du SDRA dans la population a risque. Des résultats
similaires ont été observés pour la protéine D du surfactant (Sp-D) dans le plasma. En revanche,
les biomarqueurs de l'inflammation tels que la protéine C-réactive (CRP), la procalcitonine,
I'interleukine-6 et l'interleukine-8 n'étaient pas clairement associés au développement du
SDRA. La majorité des biomarqueurs dans le plasma sont le reflet de I'inflammation dans la

physiopathologie du SDRA (Figure 2).
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Figure 2. Biomarqueurs du syndrome de détresse respiratoire aigué organisés selon

les voies et les phases des lésions pulmonaires. Issue de [49]
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Ang-1f Ang-2 : angiopétine-1/2 ; ICAM-1 : molecule d'adhésion intercellulaire ; séléctines ; VEGF : vascular
endothelial growth factor ; vWF : facteur Von Willbrand

Cascade inflammatoire

Pro-inflammatcires

IL-n : interleukines- 18/18/ 6/8) ; TNF-a : facteur de nécrose tumorale-a

Anti-inflammatoires

IL-n :interleukine-1RA/10 ; sTNF-RIf sTNF-RII : récepteur soluble 1/1l du facteur de nécrose tumorale
Marqueurs additionnels

HMGE1 : High mobility group box nuclear protein-1; LBP : Lipopolysaccharide binding protein ; NO : monoxyde
d'azote ; CRP : protéine réactive-C ; Albumine ; LDH: lactates déshydrogénase

Perméabilité vasculaire pulmonaire

EF/PL ratio : liquide d’cedéme pulmonaire f protéines plasmatiques

Altération de la matrice pulmonaire

laminine ; élastine/desmosine ; MMPs : métalloprotéinases de la matrice

Coagulation et fibrinolyse

PA-1: activateur du plasminogéne-1 ; Protein C: protéine C ; thrombomoduline ; tissu factor : facteur tissulaire
; cell-free hemoglobin : hémoglobine libre

Prolifération endothéliale : VEGF ( vascular endothelial growth factor)

Prolifération épithéliale : KGF (keratinocyte growth factor) ; HGF (hepatocyte growth factor)

Apoptose épithéliale : Fas/FasL (Fas (CD35) et son ligand FasL (CD95L))

Prolifération des fibroblastes : N-PCP-IIl : NT part of procollagen Il

1.3. Pronostic du SDRA

Le SDRA est plus fréquent qu'on ne le croyait initialement. En 2016, I'étude LUNG SAFE

incluant des patients dans 459 unités de soins intensifs (USI) de 50 pays a rapporté que 10 %
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des patients en USI et 23 % des patients ventilés mécaniquement remplissaient les critéres du
SDRA [5]. La mortalité hospitaliére rapportée était de 35 4 45 % [2, 5]. Méme les patients dont
le SDRA s'est résolu rapidement avaient un taux de mortalité de 31 % [50]. La mortalité du
SDRA reste élevée. Des études observationnelles sur le SDRA modéré a sévére rapportant
jusqu’a 43 % de mortalité hospitaliére a 90 jours [51]. La proportion de mortalité par SDRA
attribuable au syndrome lui-méme, par opposition aux facteurs de risques et aux
comorbidités, est difficile 8 déterminer. Elle serait estimée a 27-37 % dans le SDRA associé au
choc septique [52]. La cause du décés est le plus souvent un choc septique et une défaillance

multiviscérale, plus qu'une insuffisance respiratoire aigué [53].

L'étude LUNG SAFE [5)], la plus large étude prospective observationnelle sur le SDRA, a
permis de démasquer un probléme conséquent qui est le sous-diagnostic du SDRA par les
cliniciens. Par conséquent, les cas sous ou tardivement diagnostiqués ne bénéficiaient pas, ou
tardivement, de la prise en charge adaptée du SDRA (ventilation mécanique protectrice
essentiellement). Dans cette étude, les patients ayant un SDRA léger et modéré s'aggravaient
dans 19,6% des cas. Le nombre de jours sans ventilation mécanique diminuaient et la durée

de séjour en réanimation augmentait avec la sévérité du SDRA. [5].

1.4. Prise en charge du SDRA

1.4.1. Ventilation mécanique protectrice
La réduction du volume courant

La ventilation mécanique ne guérit pas le SDRA, mais elle permet d'assurer les échanges
gazeux et doit étre conduite de maniére a ne pas induire de lésions pulmonaires induites par
la ventilation (VILI) ou de barotraumatisme (pneumothorax). Elle repose essentiellement
sur le controle du niveau de distension télé-inspiratoire du poumon, dont le principal levier

est la reduction du volume courant.

Le volume courant cible a évolué au cours des trois derniéres décennies et notre objectif
thérapeutique est passé d'un objectif de normalisation de la pression partielle de dioxyde de
carbone (PCO2) au controle de la distension pulmonaire [54] (« hypercapnie permissive ») [55].

Les recommandations actuelles ciblent un volume courant inférieur 3 6 ml/kg de poids
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corporel prédit et une pression de plateau inférieure a 30 cm H;0 [56]. Cependant, plusieurs
études suggérent que la stratégie de ventilation mécanique pourrait étre personnalisée pour
améliorer le pronostic du SDRA. Des lésions pulmonaires induites par la ventilation (VILI)
peuvent survenir chez certains patients, méme en appliguant un volume courant réduit a
6 mL/kg de poids corporel prédit et en limitant la pression de plateau a 30 cm H,0 [57-59].
Amato et al. ont mis en évidence la valeur pronostique négative d'une pression motrice > 15
cm H20 au cours du SDRA, suggérant l'intérét de personnaliser la ventilation en ciblant ce

paramétre, méme si le bénéfice d'une telle stratégie n'a pas encore été établi [60].

Pression positive en fin d'expiration (PEP)

La PEP augmente la pression moyenne des voies respiratoires et améliore I'oxygénation,
mais elle contribue également a l'augmentation du volume télé-inspiratoire, principal
déterminant mécanique du VILI. Le maintien de de 'ouverture des voies aériennes pendant
I'expiration diminue également le stress alvéolaire et le phénoméne d'atélectrauma [61].
Ainsi, la question du niveau de PEP a appliquer aux patients atteints de SDRA reste complexe.
En effet, les deux essais randomisés-contrélés nord-ameéricains comparant deux niveaux de
PEP ("haut” et "bas"), fixés par des tables PEP/FiO2, n'ont pas montré de différence de
mortalité ni de réduction de la durée de ventilation mécanique [57, 62]. La meilleure
compréhension du fait que certains patients, dits "recruteurs”, ont la capacité d'augmenter
leur volume pulmonaire aéré - et ainsi leurs variables physiologiques (e.g., compliance du
systéme respiratoire, oxygénation, débit cardiaque) - a I'augmentation de la PEP, tandis que
d'autres, dits "non recruteurs”, surdistendent les zones préalablement aérées et dégradent
leurs variables physiologiques [63], a abouti au design de I'étude Express [64], qui comparait
une stratégie de distension alvéolaire minimale & une stratégie de recrutement alvéolaire
maximal. Mercat et coll. ont ainsi pu démontrer que la stratégie de recrutement alvéolaire
maximal permettait d'augmenter le nombre de jours sans ventilation mécanique et sans
défaillances d'organe & J28 [64]. Cependant la mortalité n'était pas affectée. Malgré
I'hétérogeénéité des trois études randomisées-contrélées comparant deux niveaux de PEP au
cours du SDRA [57, 62, 64], tant sur la plan méthodologique, qu'en termes de résultats, une
meéta-analyse concluait finalement a un bénéfice en terme de survie a I'application d'un haut

niveau de PEP dans le sous-groupe des patients ayant un rapport PaO2/Fi02<200 mmHg [65].
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Par contre, en appliqguant une stratégie agressive de PEP élevée et des manceuvres de
recrutement a haute pression, la mortalité dans le groupe interventionnel était

significativement augmentée, ne permettant pas de recommander cette approche [66].

Décubitus ventral

Le décubitus ventral est un traitement des patients atteints de SDRA modéré a sévére.
L'étude PROSEVA a mis en évidence une réduction significative de la mortalité des patients
ayant un rapport Pa02/FiOz <150 mm Hg positionnés en décubitus ventral pendant au moins
16 heures par jour [67]. Cette technigque a été élargie aux patients éveillés et non ventilés
souffrant d'insuffisance respiratoire hypoxémique aigué dans le contexte de la pandémie
actuelle de SARS-CoV-2 et a mis en évidence un effet bénéfique sur la réduction du risque

d'intubation oro-trachéale [68, 69].

1.4.2. La curarisation

Le blocage neuromusculaire a I'avantage de diminuer la consommation en oxygeéne, de
réeduire les assynchronies patient-ventilateur responsables d’augmentation du volume
courant et des pressions transpulmonaires délétéres. La curarisation pourrait avoir des effets
bénéfiques en limitant les efforts expiratoires, les mouvements pendulaires et en augmentant
la pression transpulmonaire expiratoire. Quatre essais randomisés ont testé |'effet de
I"adjonction d’un curare a une sédation profonde lors de la phase initiale du SDRA [70-73]. La
mortalité est |'objectif principal d’un seul de ces essais [72]. Dans I'étude ACURASYS [72], ont
été inclus 339 patients présentant un SDRA de moins de 48h d'évolution avec rapport
Pa02/Fi02 < 150, avec une PEEP = 5 cmH20 et un volume courant de 6 3 8 ml/Kg de poids
prédit par la taille dans une étude multicentrique en double aveugle, controlée par placebo.
Le taux de neuromyopathies acquises en réanimation n’était pas différent entre les 2 groupes.
L'amélioration de la survie était observée pour les patients présentant un rapport Pa02/F0O2
< 150 [72]. Mais ces résultats n'ont cependant pas été confirmés pas une autre étude
randomisée controlée plus récente [73]. Selon les recommandations de la société francaise de
réanimation (SRLF), il faut utiliser un curare en cas de SDRA avec rapport Pa02/Fi02 < 150 mm

Hg afin de réduire la mortalité. Le curare doit étre administré de maniére précoce (dans les
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48h apres le début du SDRA), en perfusion continue, pour une durée maximale de 48 h avec

réévaluation au moins quotidienne.

1.4.3. Soins de support

Bien que la gestion appropriée du ventilateur soit d'une importance primordiale dans le
SDRA, la conduite optimale des soins de support est également cruciale. Dans un contexte
d’augmentation de la perméabilité alvéolo-capillaire, une pression hydrostatique élevée dans
le systéme vasculaire pulmonaire entraine une inondation alvéolaire plus rapide que chez les
patients dont la barriére alvéolo-capillaire est intacte [74], en méme temps, une perfusion
tissulaire adéquate est cruciale pour les patients atteints de défaillance multiviscérale. La
gestion optimale des fluides chez les patients atteints de SDRA et en état de choc reste
controversée. Cependant, pour les patients atteints de SDRA sans besoin de recourir aux
vasopresseurs, une stratégie de gestion des fluides conservatrice augmentait le nombre de
jours sans ventilation mécanique sans impact néfaste sur la fonction rénale [75]. Par ailleurs,
les directives internationales sur les soins intensifs promeuvent une approche axée sur les
objectifs du PADIS (Management of pain, agitation or sedation, and delirium, along with
immobility and sleep) qui prone une sédation légére [76] et des essais quotidiens de

respiration spontanée (5i FiO2 < 0,5 et une PEP < 8 cm H20) [77].

1.4.4. Pharmacothérapie

Des décennies d'essais cliniques de pharmacothérapies dans le SDRA n'ont pas permis
d'identifier de médicaments efficaces. La plupart des voies biologiques considérées comme
dérégulées dans le SDRA ont été ciblées dans des essais cliniques, incluant l'inflammation, les
lésions épithéliales, les lésions endothéliales et les troubles de la coagulation, mais aucun
médicament ciblant ces voies ne s'est avéré systématiquement efficace [78]. En 2020, la
vitamine D, ayant des effets immunomodulateurs potentiellement bénéfiques n'a eu aucun
effet sur la mortalité ou le pronostic de 1360 patients SDRA [79]. De méme, l'interféron-B-1a
intraveineux, censé améliorer la fonction de la barriere endothéliale pulmonaire, ou les

statines [80] n'ont pas eu d'effet [81].

30



Malgré ce bilan décourageant, certaines études de phase 2 ont identifié des
meédicaments potentiellement prometteurs : L'essai CITRIS-ALI159 a testé la vitamine C a forte
dose contre placebo chez 167 patients atteints d’un sepsis précoce et de SDRA avec une
réduction significative de la mortalité toutes causes confondues a 28 jours (30 % contre 46 %,
p = 0-03) [82]. D'autres traitements prometteurs sont en cours d'exploration : les cellules
allogéniques mesenchymateuses, le monoxyde de carbone (CO), le sévoflurane, la DNAse et

le granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF).

Par ailleurs, les thérapies inhalées sont en cours d’exploration dans la prise en charge
du SDRA précoce. Cependant, les essais de phase lll sur les béta-agonistes systémiques [83] et
inhalés [84] ont été arrétés prématurément pour futilité ou signal de danger. Il a été démontré
que les corticostéroides inhalés réduisent la gravité des |ésions pulmonaires dans des modéles
expérimentaux de SDRA et ont des effets synergiques avec les béta-agonistes dans le
traitement de |'asthme et des maladies pulmonaires obstructives chroniques. Festic et al., ont
démontré une amélioration de I'oxygénation chez 60 patients ayant comme facteur de risque
de SDRA une pneumonie et traités par une combinaison en aérosol de budésonide et de
formotérol contre placebo [85]. Actuellement, ces résultats sont testés dans un essai de phase
lll randomisé et controlé versus placebo chez des patients hospitalisés pour une pneumonie

sévere avec hypoxémie [86] (ARREST, NCT0O4193878).

Les corticoides ont un effet controversé au cours du SDRA. L'essai de Steinberg, publié
en 2006, était négatif sur le critére de jugement principal (mortalité a J28), mais positif sur la
réeduction de la durée de ventilation mécanique [87]. Il était cependant noté un effet délétére
de l'intervention thérapeutique lorsqu’elle était initiée aprés 14 jours d’initiation de la
ventilation mécanique. Plus récemment, Jesus-Villar et coll. ont rapporté un effet bénéfique
sur la mortalité d’une intervention précoce par déxaméthasone (diminution du nombre de

jours vivants sans ventilation mécanique a J28 et de la mortalité) [88].

1.4.5. Thérapies de sauvetage

La prise en charge des SDRA réfractaires par ECMO (extracorporeal membrane
oxygenation) a connu un essor depuis la pandémie grippale HIN1 2009 et, plus récemment,

au cours de la pandémie COVID-19. L'étude EOLIA n’"a pas montré de bénéfice de survie d'une
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stratégie d'implantation d’'une ECMO chez des patients ayant un SDRA sévére [89], mais les
données cliniques et les registres récents publiés pendant la crise COVID-19 ont mis en lumiére
le bénéfice de cette technique pour la prise en charge des patients ayant un SDRA réfractaire

[90].

1.5. U'hétérogénéité de la réponse au traitement dans le SDRA

A ce jour, aucun traitement pharmacologique spécifique ne s'est avéré efficace contre
le SDRA. D'innombrables agents pharmacologiques, qui se sont révélés prometteurs dans les
études précliniques, se sont révélés inefficaces dans les essais cliniques. Cette lacune est
attribuée en partie a I'hétérogénéité clinique et biologique du SDRA humain [91]. La capacité
limitée a identifier rigoureusement les sources potentielles d'hétérogénéité a entravé la
faisabilité d'une approche meédicale de précision dans la prise en charge du SDRA. De plus, les
thérapies de support, y compris différentes gestions des fluides et de la sédation, contribuent
a une hétérogénéité clinique supplémentaire et pourraient influencer a la fois la réponse
thérapeutique et le pronostic des patients. De plus en plus d’éléments suggérent que des sous-
groupes de patients, identifiés par un phénotypage a la fois clinique et moléculaire, pourraient
présenter des réponses différentes aux interventions thérapeutiques jugées inefficaces pour
I'ensemble de la population [37, 38], renouvelant ainsi I'espoir d'une possible approche

thérapeutique personnalisée du SDRA.

Au moins deux phénotypes bioclogiques du SDRA ont été identifiés [37, 92]. Ces
phénotypes semblent répondre différemment aux thérapies de support classiques et
expérimentales [38, 93]. La compréhension non seulement de la biologie du SDRA, mais aussi
de sa présentation clinique et de sa chronologie, est une étape clé pour faire avancer la
meédecine personnalisée (Figure 3) [94]. Des phénotypes inflammatoires généralement définis
comme hyperinflammatoires/réactifs et hypoinflammatoires/non inflammatoires avec des
résultats cliniques distincts ont maintenant été décrits dans différents contextes dans
plusieurs études sur le SDRA [37, 38, 92, 93, 95]. Récemment, ces phénotypes inflammatoires
ont été décrits a la fois dans la COVID-19 [96] et chez des patients souffrant d'insuffisance
respiratoire hypoxémique aigué [97]. Ainsi, ces phénotypes peuvent représenter des «

specificités traitables », au-dela de la définition syndromique actuelle du SDRA. Dans une
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analyse secondaire de |'essai HARP-2 (Simvastatine 80 mg versus placebo chez les patients
atteints de SDRA), les patients du sous-groupe hyperinflammatoire avaient une survie a 28
jours significativement augmentée lorsqu'ils étaient randomisés sous simvastatine [93]. En
revanche, dans une analyse secondaire de I'étude SAILS (Rosuvastatine 10 mg versus placebo
chez les patients atteints de SDRA induit par le sepsis), il n'y avait aucun effet du traitement
dans les deux groupes [95]. Cette différence peut étre liée a des différences dans la population
de I'étude (toutes causes versus liées au sepsis) ou aux statines utilisées (différences de dose

et d'hydrophilie).

La pandémie de COVID-19 a fourni I'opportunité d'étudier les effets de traitements sur
des grandes populations de patients ayant des SDRA secondaires au méme facteur de risque
(pneumonie a SARS-CoV-2). Cette pandémie d'infections virales respiratoires a
considérablement augmenté l'incidence du SDRA. Les traitements au bénéfice incertain dans
le SDRA hors COVID-19, dont les corticoides et les antagonistes spécifiques du récepteur de
I'lL-6, ont démontré leur efficacité pour prévenir la progression de la maladie et réduire le
risque de décés chez les adultes hospitalisés atteints de formes sévéres de COVID-19, avec des
effets additifs [98-100]. Les résultats de ces études soulignent aussi l'importance du timing
des interventions dans l'évolution de la maladie. Dans |'essai RECOVERY, un traitement avec 6
mg de dexaméthasone pendant 5 3 10 jours a entrainé un bénéfice majeur en termes de survie
chez les patients recevant une supplémentation en oxygéne, mais pas chez ceux atteints d'une
maladie précoce ou légére ne nécessitant pas d'oxygéne [101]. Ce résultat suggére une

réponse au traitement hétérogéne selon le stade et la gravité de la maladie elle-méme.
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Figure 3. Les mécanismes biologiques cibles potentielles dans la prise en charge

personnalisée du SDRA. Issue de [94].
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Bien que ces données soutiennent le concept d'une approche de médecine de précision
avec un traitement pharmacologique, il est important de souligner que pour permettre la
traduction de cette approche en essais cliniques prospectifs et par la suite en pratique clinique,
il faut impérativement savoir identifier rapidement les différents phénotypes au chevet du
patient en temps réel. Il est probable que des biomarqueurs plasmatiques, qui ne sont pas
disponibles en routine, seront nécessaires pour identifier plus précisément ces phénotypes

inflammatoires. Le manque actuel de tests au lit du patient représente un obstacle important

a la mise en ceuvre clinique des phénotypes du SDRA.

2. Relation héte-pathogéne dans le SDRA

L'étude LUNG-SAFE a permis d'identifier la pneumonie comme principal facteur de
risque de SDRA (59,4%), alors que les autres facteurs de risque représentaient moins de 16%
chacun, notamment le sepsis extra-pulmonaire. La plupart des stratégies préventives et
thérapeutiques du SDRA visent a atténuer l'inflammation et les lésions de I'hote. Ce modéle

de pathogenése s'applique au SDRA et a la pneumonie et pourrait expliquer I'étendue du
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chevauchement clinique entre ces deux entités. La pneumonie est la cause la plus fréquente
de SDRA [5] et environ la moitié des patients atteints de SDRA développent une pneumonie

secondaire lors de leur prise en charge en soins intensifs [102].

2.1. Les pathogenes pulmonaires classiques et émergents

Hors contexte pandémique, l'infection bactérienne a Streptococcus pneumoniae (5.
pneumoniae) est la cause la plus fréquente de pneumonie aigiie communautaire (PAC) grave.
Les diagnostics rapides et les tests moléculaires ont amélioré l'identification des agents
pathogénes coexistant. Cependant, la mortalité chez les patients admis en soins intensifs reste

elevée.

S. pneumoniae est |la bactérie la plus fréqguemment identifiée dans les PAC, quels que
soient I'dge et les comorbidités [103], avec une prévalence globale de 41,7 % et plus de 80 %
de toutes les causes de bactériémie [104]. Les autres agents pathogénes impliqués dans les
PAC séveres sont les virus respiratoires (grippe, HIN1, H3N2, virus respiratoire syncytial (VRS),
coronavirus saisonniers principalement), des bactéries atypiques, notamment Legionnella
pneumophila, Mycoplasme pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus (y
compris résistants a la méthicilline ou SARM), des bactéries a Gram négatif et, rarement, des

anaérobies peuvent également étre impliqués selon les facteurs de risques et les comorbidités.

Des études récentes utilisant des techniques de biologie moléculaire (Polymerase chain
reaction ou PCR) ont retrouvé une fréquence croissante d'étiologie virale chez les patients en
soins intensifs atteints de pneumonie grave, mais souvent en association avec un pathogéne
bactérien [105, 106]. Dans ce contexte, Il y existe une incidence élevée de pneumonie
bactérienne post-grippale avec une mortalité significative allant jusqu'a 10 % avec la grippe
saisonniére et pandémique [107]. Les agents viraux les plus souvent retrouvés sont: le
rhinovirus (8 %), la grippe (6 %), le métapneumovirus, le VRS, le parainfluenzae, le coronavirus
et I'adénovirus [108]. La grippe peut entrainer une pneumonie virale primaire ou une infection
bactérienne secondaire @ pneumocoque, a S. aureus ou a H. influenzae. Les pandémies sont
devenues une préoccupation mondiale avec de multiples épidémies, principalement avec la
grippe A (HIN1) en 2009, la nouvelle grippe A d'origine aviaire (H7N9) en 2013 et dans les

deux cas, des co-infections bactériennes fréquentes a S. pneumoniae [109]. Plus récemment,
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la nouvelle maladie a coronavirus (SARS-CoV2) originaire de Wuhan, en Chine, apparue depuis
fin 2019 (la COVID-19) s'est transformée en une pandémie mondiale avec des taux de

mortalité élevés submergeant les systémes de santé dans de nombreux pays [110].

Une incidence de 6 % des agents pathogénes de type P. geruginosa, Enterobacteries avec p-
lactamases a spectre étendu et SARM est rapportée dans une cohorte de 1597 patients
atteints de pneumonie [111)]. La prévalence du SARM chez les patients atteints de pneumonie
grave est estimée a 3 %, principalement retrouvé chez des patients ayant des antécédents
d'infection ou de colonisation, d'infections cutanées récurrentes ou chez les personnes
atteintes de pneumonie grave [112]. Chez les patients immunodéprimés les germes
frequemment retrouvés sont le 5. pneumoniae, P. aeruginosa, le virus respiratoire syncytial,

Pneumocystis, Aspergillus fumigatus et Nocardia sp. [113].

2.2. L'écologie altérée des alvéoles agressées

Méme chez les individus en bonne santé, les poumons sont soumis a une inoculation
bactérienne constante provenant des voies respiratoires supérieures [114, 115]. Cependant,
contrairement & l'intestin, l'espace alvéolaire est un environnement eécologiqguement
défavorable pour la survie et la reproduction de la plupart des bactéries [115]. La cause
majeure de leur faible reproduction dans I'alvéole est le manque de substrat nutritif pour le
meétabolisme bactérien. Contrairement a la lumiére intestinale qui offre une abondance de
sources d'énergie protéigues et glucidiques, I'alvéole est vide a I'exception de la fine couche
bactéricide de surfactant riche en lipides qui tapisse |'épithélium. Du point de vue des
bactéries, les alvéoles saines sont inhospitalieres. Néanmoins, en cas de lésion alvéolaire,
comme dans le SDRA ou la pneumonie, les conditions environnementales sont brusquement
modifiées. Les alvéoles sont inondées de liquide riche en protéines, fournissant une nouvelle
source d'énergie pour la reproduction des bactéries. La couche de surfactant bactéricide est
inactivée [116, 117] et I'élimination microbienne est ralentie par une altération de la clairance
muco-ciliaire [118]. Le microbiote alvéolaire subit alors des modifications importantes et des

bactéries digestives prennent une proportion plus importante [102].

L'approvisionnement en nutriments n'est pas la seule facon dont I'écologie de I'alvéole

se modifie chez les patients gravement malades. L'cedéme pulmonaire crée des gradients
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d'oxygéne abrupts modifiant la composition du microbiote alvéolaire [119]. Les cellules de
I'immunité innée activées (macrophages et neutrophiles) affluent et contribuent a
I"'augmentation de la concentration alvéolaire des molécules liées a la réponse de I'héte au
stress [17]. Ces signaux de stress moléculaire (catécholamines et cytokines inflammatoires)
affectent les bactéries [120]. Dans les échantillons de lavage broncho-alvéolaire (LBA) humains,
I"'augmentation de la concentration des catécholamines corréle fortement a I'effondrement
de la diversité du microbiote alvéolaire en faveur d'une espéce dominante, le plus souvent le
P. aeruginosa [121]. De ce fait, n'importe quelle source de stress alvéolaire, agression directe
(aspiration, VILI} ou indirecte (sepsis, choc), peut induire une cascade inflammatoire et un
orage catécholaminérgique responsable de la sélection de bactéries virulentes déstabilisant
le microbiote alvéolaire perpétuant I'inflammation locale. Le réseau d'interactions entre le
microbiote pulmonaire et l'inflammation alvéolaire est de ce fait complexe, dynamique et

bidirectionnel.

Les altérations précoces du microbiote pulmonaire, notamment 'augmentation de la
charge bactérienne et la formation de biofilms, I'enrichissement en bactéries intestinales et la
perte de diversité, sont associées au risque de SDRA et a la durée de ventilation mécanique
chez les patients gravement malades [122]. Une dysbiose préexistante, comme celle induite
par la fumée de tabac, peut également influencer le développement du SDRA aprés un
traumatisme majeur [123]. Les moteurs de ces changements ne sont pas complétement

compris mais sont multifactoriels, avec des mécanismes possibles illustrés dans la Figure 4.
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Figure 4. Les mécanismes responsables de l'altération du microbiome pulmonaire.
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Une partie de la complexité des infections pulmonaires provient de l'interaction entre I'hdte agressé et son
microbiome pulmonaire. Les altérations précoces du microbiome pulmonaire, notamment I'augmentation de la
charge bactérienne et la formation de biofilms, I'enrichissement en bactéries intestinales et la perte de diversité,
sont associées au risque de SDRA et 4 la durée ventilation mécanigue chez les patients admis en soins intensifs.
Une dysbiose du microbiote pulmonaire peut &tre induite par l'intubation endotrachéale, I'usage de
catécholamines qui promeuvent la prolifération bactérienne, l'usage d'antibiotique responsable d'une
modification du microbiote intestinal et I'altération de Fimmunité innée et adaptative post-septique.

ETT : tube endotrachéal ; TNF : facteur de nécrose tumorale ; IL : interleukine
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2.3. La réponse immunitaire pulmonaire anti-infectieuse innée et adaptative

Que les germes dans les poumons dépassent ou non la capacité de I'hote a maintenir
I'homéostasie pulmonaire dépend d'une intégration complexe de processus physiologiques,
qui visent a prévenir |'apparition de l'infection pulmonaire. Pour que ces processus soient
efficaces, ils doivent fournir des niveaux adéquats de résistance immunitaire et de résilience
tissulaire [124]. La réponse immunitaire fait référence a |'éradication des agents pathogénes,
tandis que la résilience tissulaire implique la prévention et/ou la résolution des lésions
résultant de I'agent pathogéne et/ou de la réponse de I'hote a 'agent pathogéne. La réponse
immunitaire pulmonaire anti-infectieuse repose sur limmunité innée et l'immunité

adaptative.

2.3.1. Immunité innée pulmonaire

L'immunité innée représente le déterminant préexistant initial de la résistance contre
les agents pathogénes infectants. La défense antimicrobienne dans les voies respiratoires
inférieures repose alors sur une réponse immunitaire soigneusement coordonnée qui
comprend a la fois des caractéristiques résidentes et recrutées. Les défenses résidentes telles
que les facteurs antimicrobiens solubles dans le liquide de revétement des voies respiratoires
et les macrophages alvéolaires fournissent le niveau initial de protection, suivis rapidement
par la suite par des éléments recrutés tels que les leucocytes extravasés et d'autres

constituants plasmatiques immunomodulateurs.

Polynucléaires neutrophiles

Les neutrophiles sont les premiers leucocytes a étre recrutés sur les sites d'inflammation
en réponse aux facteurs chimiotactiques libérés par les macrophages activés et les cellules
épithéliales et endothéliales pulmonaires [125, 126]. Aux sites d'inflammation, les
neutrophiles libérent plusieurs facteurs antimicrobiens tels que les espéces réactives de
I'oxygéne (ROS), les peptides antimicrobiens et plusieurs protéinases, ces derniéres
contribuant également a dégrader la matrice extracellulaire pendant leur migration [127],

ainsi que la formation de piéges extracellulaires ou NETs [128]. Bien gue les neutrophiles
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fournissent une premiére ligne de défense antimicrobienne, un recrutement et une activation
excessifs peuvent entrainer des lésions tissulaires et une altération secondaire de la fonction

pulmonaire [129].

Les neutrophiles ont des roles nombreux et divers au cours de l'infection pulmonaire en
tant qu'effecteur et également en tant qu'immunomodulateur. Les roles effecteurs
comprennent |'élimination microbienne par phagocytose et la dégranulation ainsi que la
formation de NETs. Les roles affecteurs comprennent des activités qui améliorent les activités
antimicrobiennes d'autres cellules, telles que la stimulation des macrophages par I'lL-17 et le
recrutement de leucocytes antimicrobiens comme les lymphocytes NK invariants (iNKT) et T
cytotoxiques (CTL) (via CXCL12, CCL17, CXCL10, CXCL2). Les signaux fournis par les
neutrophiles apoptotiques sont immunorégulateurs, améliorant la résolution de

I'inflammation.

Les principaux moyens de destruction médiés par les neutrophiles sont 1) la
phagocytose, au cours de laquelle la fusion phagolysosomale expose les organismes ingérés
aux espéces réactives de l'oxygéne (via l'activité NADPH-oxydase) et a l'acidité; 2) la
dégranulation, au cours de laquelle les granules libérent des facteurs toxigues tels que la
myéeloperoxydase (MPO), la gélatinase B (MMP3), les cathepsines, les défensines et d'autres
protéines antimicrobiennes dans le phagosome et/ou l'espace extracellulaire; et 3) la
libération des NETs, qui résulte du largage d'ADN associé a des histones et a des protéines

antimicrobiennes dérivées de granules, dans le milieux extracellulaire pour tuer les bactéries

[128] ( Figure 5).

Cependant, des données d'études animales et cliniques humaines soulignent le rdle
majeur des neutrophiles dans le développement du SDRA. La concentration des neutrophiles
dans le LBA des patients atteints de SDRA est corrélée a la fois a la sévérité de la maladie et
au mauvais pronostic [130, 131]. Les patients atteints de SDRA ont un taux plus élevé de
neutrophiles dans le LBA que les sujets controles [132]. La persistance du recrutement des
neutrophiles dans le poumon parait jouer un réle dans la pathogenése de cette maladie, car
le nombre de neutrophiles dans le LBA reste plus élevé chez les patients qui décédent par
rapport au survivants [133]. Il a également été démontré, in vitro, que les neutrophiles isolés
de patients atteints de SDRA septique compromettent l'intégrité des cellules endothéliales

[134]. Cependant, malgré une association évidente entre le SDRA et le recrutement alvéolaire
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des neutrophiles, il a été difficile d'établir une relation causale directe entre la neutrophilie et
I"altération de la barriére endothéliale-épithéliale ou le pronostic du SDRA qui sous-tend un
meécanisme plus complexe. Le role clé des neutrophiles dans la pathogenése du SDRA a été
conforté par des modéles expérimentaux montrant que leur élimination diminuait la gravité
des lésions pulmonaires aigués [135] ainsi que par I'observation clinique selon lagquelle la
récupération de la neutropénie chez les patients neutropéniques atteints de |ésions

pulmonaires était associée a une détérioration de la fonction pulmonaire [136].
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Figure 5. Roles des neutrophiles dans l'infection pulmonaire. Issue de [137].
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Les rdles effecteurs : I'élimination microbienne par phagocytose et la dégranulation ainsi que la
formation de NETs (en haut & droite). Les rdles immunomodulateurs: stimulation des
macrophages par I'll-17 et le TRAIL et la stimulation des neutrophiles par I'lFN-gamma,
recrutement de leucocytes antimicrobiens comme iNKT et CTL {via CXCL12, CCL17, CXCL10, CXCL2).
PhSer : phosphatidylsérine, Mac/ MDSC : Myeloid derived suppressive cells ; CTL : lymphocytes T ;
iNKT : lymphocyte T invariants natural killer; TRAIL : tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand.

Un autre élément important de la défense innée de I'hote est la libération de NETs, par
le biais d'un processus de mort cellulaire connu sous le nom de NETose [128]. La formation de
MNETs implique la désintégration de la membrane nucléaire, la condensation de la chromatine
et la libération d'ADN et de protéines granulaires dans 'espace extracellulaire (20). La NETose
peut étre initiée par divers composants viraux, bactériens ou fongiques et par des facteurs
hotes tels que le facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) ;
I"HMGB1 (high—mobility group box 1); les plaguettes activées [138, 139] ou les oxydants
NADP/NADPH+ [140] (Figure 6). Bien que les NETs aient de puissantes propriétés

antimicrobiennes, elles contiennent des histones, des enzymes et des peptides qui sont
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potentiellement toxiques pour les cellules hotes : I'inhibition des histones a réduit la mortalité
dans les modéles murins de sepsis induite par le LPS, le TNF et la ligature caecale, tandis que
les histones extracellulaires ont directement causé des lésions alvéolaires et une hémorragie
pulmonaire [141]. Suite a l'infection par le virus de la grippe H1IN1, les NETs étaient associés
aux alvéoles |ésées dans les poumons des souris infectées, tandis que, in vitro, les neutrophiles
ont libéré des NETs a la surface des cellules épithéliales infectées par la grippe et ont causé
des lésions cellulaires [142]. Des NETs ont également été observées dans les lésions
pulmonaires aigués liées a la transfusion de produits sanguins labiles (TRALI) dans des modéles
murins et humains. Inhiber les histones extracellulaires ou utiliser la DNase pour dégrader les
MNETs protégerait contre le TRALI [143]. De plus, la faible clairance des NETs dans le poumon
lésé peut potentialiser la pathogenése de la maladie [144]. Uinhibition de la formation de
NETs, ou de leurs composants clés, pourrait donc étre une voie d'intervention thérapeutique

potentielle dans le SDRA.
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Figure 6. Formation des NETs. Issue de [145].
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Les piéges extracellulaires des neutrophiles (NETs) se forment selon deux voies : La premiére est une voie de
mort cellulaire appelée NETose qui commence par la délobulation nucléaire et le désassemblage de I'enveloppe
nucléaire et se poursuit par la perte de la polarisation cellulaire, la décondensation de la chromatine et la
rupture de la membrane plasmigue. La seconde est une forme non lytiqgue de NETose qui peut survenir
indépendamment de la mort cellulaire et implique I'expulsion sécrétée de la chromatine nucléaire qui
s'accompagne de la libération de protéines granulaires par dégranulation. Ces composants s'assemblent de
maniére extracellulaire et laissent derriére eux des cytoplastes anucléés actifs qui continuent a ingérer des
micrg-organismes.

Monocytes/Macrophages alvéolaires

Les macrophages alvéolaires (MA) résidents forment 90 a 95 % du contenu cellulaire des
alvéoles en conditions normales, ce qui en fait les « gardiens » naturels du systéme
respiratoire [146, 147]. Les macrophages alvéolaires interagissent réciproquement avec les
cellules épithéliales alvéolaires, les cellules dendritiques et les lymphocytes T via un réseau de
récepteurs de surface cellulaire et de chimiokines/cytokines pour ajuster finement la réponse

immunitaire aux agents pathogénes environnementaux dans les poumons [146, 148].

Sur le plan phénotypique, classés selon les réponses aux stimuli environnementauy, il existe
deux états clefs de polarisation des macrophages alvéolaires : le phénotype inflammatoire

(M1) et le phénotype anti-inflammatoire (M2) [146].



Le premier type est principalement observé dans les alvéoles pour les
monocytes/macrophages recrutés. Lorsqu'un stimulus se produit, comme dans le SDRA, les
monocytes du sang périphérique sont recrutés dans la lumiére alvéolaire, ol ils se
différencient en phénotype M1 [149, 150]. Le second type est observé pour les macrophages
résidents a longue durée de vie, qui sont situés a l'interface air-tissu [150]. En tant que type
cellulaire prédominant dans les espaces aériens alvéolaires, ils agissent comme une
population uniforme, quiescente et immunosuppressive a I'état normal [151]. Le phénotype
M2 est la forme principale de ces macrophages résidents. Tout déséquilibre dans la
polarisation des macrophages M1/M2 peut avoir des effets néfastes entrainant diverses

maladies ou états inflammatoires [152].

Sur le plan fonctionnel, les monocytes/macrophages alvéolaires sont extrémement
diversifiés, avec des roles essentiels a la fois dans I'immunité anti-infectieuse pulmonaire et la
résilience tissulaire pulmonaire [151]. Dans des conditions homéostatiques normales, les
macrophages suppriment 'inflammation par une variété de mécanismes [146]. Dans le cadre
d'une infection, cependant, les monocytes/macrophages sont I'objet d'une importante
plasticité, passant d'une fonction de ménage anti-inflammatoire & un nceud central d'activité
immunitaire. Les macrophages portent un armement de récepteurs de reconnaissance
microbiens [153] leur permettant de répondre a un répertoire diversifié d'agents pathogénes.
Lors de la reconnaissance de I'agent pathogéne, les monocytes/macrophages contribuent
directement a la résistance immunitaire par l'ingestion et la phagocytose des germes [151].
De concert avec la phagocytose, |'apoptose peut contribuer a la destruction maximale des
germes médiée par les macrophages [154]. Celleci est une voie spécialisée de résistance
immunitaire, tandis que d'autres voies d’apoptose des macrophages sont plutot préjudiciables
a I'hote. La capacité microbicide directe des monocytes/macrophages est complétée par leur
capacité exceptionnelle & coordonner 'activité immunitaire d'autres cellules, a la fois voisines
et distantes, ce qui est essentiel lorsque les microbes sont trop virulents ou trop nombreux
pour étre efficacement controlés par l'immunité innée résidente. Pour ce faire, les
monocytes/macrophages sécrétent des cytokines telles que le facteur de nécrose tumorale
(TNF), les interleukines (IL) IL-1a, I'IL-1p, des chimiokines, I'll-6 [155] et le facteur de
stimulation des granulocytes (G-CSF), pour activer l'immunité innée pulmonaire [149]. Parce

gu'ils expriment des protéines connues pour atténuer la réponse immunitaire aux agressions
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et faciliter I'élimination non inflammatoire des cellules et des débris apoptotiques, comme le
CD-200 ou le complexe protéine a lié aux protéines de surfactant A et D, de nombreux
chercheurs suggérent que le role du macrophage alvéolaire est d'éliminer les agents
pathogénes et les particules sans induire de réponse inflammatoire susceptible de perturber
les échanges gazeux [146, 156, 157]. Les macrophages alvéolaires libérent également le
facteur de croissance transformant (TGF)-p, qui inhibe les réponses immunitaires en
empéchant |'activation médiée par les cellules dendritiques des lymphocytes T effecteurs
[147]. De plus, les macrophages alvéolaires expriment plusieurs récepteurs scavengers qui se
lient au complément, aux molécules libérées en cas d'endommagement tissulaire et cellulaire
(DAMP) et celles associées aux pathogénes (PAMP), pour faciliter la clairance des pathogénes

[158].

En résumé, pendant la quiescence, les macrophages sont attachés aux cellules
épithéliales, avec une expression persistante des récepteurs de reconnaissance de microbes
comme les récepteurs TollHike (TLR) et les récepteurs scavengers (Dectin-1). Le
renouvellement est lent et est effectué principalement par la prolifération locale induite par
le M-CSF/GM-CSF, avec un recrutement minimal a partir des monocytes circulants. Suite a une
stimulation par des antigénes étrangers (PAMP, DAMP), se produit l'activation des
macrophages, orientant les macrophages résidents vers un état d'activation M1 (facteurs de
transcription NF-kB, STAT1, IRF-5; cytokines IFN-y, TNF, IL-1p, IL -12) caractérisé par la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires capables de recruter des neutrophiles (MIP-2/KC)
et des monocytes/macrophages inflammatoires (MCP-1/CCL2), ainsi que par la stimulation
des cellules épithéliales alvéolaires [TNF) et des lymphocytes T effecteurs (CD86-CD28) pour
promouvoir et maintenir la réponse immunitaire effectrice. Suite a un controle suffisant de
I'antigéne étranger, les macrophages se reprogramment vers un état d'activation M2 (facteurs
de transcription STAT6, STAT3, IRF-4, 15-L0 ; cytokines 1L-4, IL-13, IL-10) et coordonnent une
série de réponses régulées pour abroger l'inflammation et améliorer la résolution et la
réparation tissulaire. Les processus clés comprennent alors I'arrét du recrutement des cellules
inflammatoires (IL-1ra, MMP), I'apoptose des cellules inflammatoires (IL-1ra, TRAIL, IL-10,
TGF-B), l'interaction avec les lymphocyte T régulateurs (Treg) et la sécrétion de facteurs de

croissance qui favorisent la réparation épithéliale et la transition du pneumocyte de type Il au
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type I. Pour lllustrer les différentes fonctions des macrophages selon les différentes étapes

de l'inflammation, la Figure 7 en représente un schéma synthétique [151].

Figure 7. Renouvellement, polarisation et fonction des monocytes/macrophages

alvéolaires. Issue de [151].
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Trois principaux états caractérisent la polarisation des macrophages alvéolaires : & I'état d’homéostasie le
macrophage alvéolaire est principalement orienté vers la fonction de phagocytose, I'élimination des débris, la
prolifération locale et la répression de I'expression des récepteurs dangers/scavengers. Suite 3 une agression, le
macrophage alvéolaire se polarise et oriente son action vers la sécrétion de cytokines inflammatoires, le
recrutement des neutrophiles et des monocytes circulants et I'interaction avec les lymphocytes T effecteurs.
Enfin, lors de la phase de résolution, le macrophage alvéolaire cesse le recrutement des cellules inflammatoires
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et oriente son action vers l'interaction avec les lymphocytes T régulateurs afin de promouvoir la réparation
épithéliale. AEC, cellule épithéliale alvéolaire ; CCL2, chimiokine ligand 2 ; CCR2, récepteur 2 de la chimiokine ;
GM-CSF, facteur de stimulation des colonies de granulocytes macrophages ; IFN-y, interféron-y; IL, interleukine;
IL-1ra, antagoniste des récepteurs de l'interleukine 1 ; INOS, monoxyde d'azote synthase inductible ; IRF, facteur
régulateur de l'interféron ; LO, lipoxygénase; M-CSF, facteur de stimulation des colonies de macrophages ; MCP-
1, protéine chimiotactique des monocytes-1 ; MIP-2, protéine inflammatoire des macrophages-2 ; les MMP, les
métalloprotéinases matricielles ; MR, récepteur du mannose (MRC1); NF-kB, facteur nucléaire k-activateur de
chaine légére des lymphocytes B activés; PMN, leucocyte polymorphonucléaire (neutrophile); STAT,
transducteur de signal et activateur de transcription; TGF-f, facteur de croissance transformant-p ; TLR,
récepteurs de type Toll ; TNF-a, facteur de nécrose tumorale-o ; TRAIL, ligand induisant |'apoptose lié au facteur
de nécrose tumorale; Treg, cellule T régulatrices.

Alors que les MA peuvent étre les leucocytes résidents exclusifs des espaces aériens, ils
ne représentent pas la seule population de macrophages a l'origine de l'immunité innée. En
réponse a la stimulation inflammatoire, I'induction de la chimiokine CCL2 agit comme le signal
principal pour recruter des monocytes dans les espaces aériens [159, 160], qui sont ensuite
activés [161], élargissant le pool de macrophages disponibles. Cette population de monocytes
inflammatoires nouvellement recrutés est fonctionnellement similaire aux macrophages
résidents activés classiguement (M1), en ce qu'ils sont des phagocytes capables de produire
des cytokines inflammatoires telles que I'lL-1, le TNF et I'lL-12, et ils peuvent étre distingués
des cellules résidentes par une variété de marqueurs de surface exprimés de maniére
différentielle, dont le plus notable est I'expression élevée de CD11b [151]. L'une des autres
fonctions des monocytes recrutés est d'augmenter le recrutement d'autres cellules
immunitaires comme les neutrophiles [159] ou les lymphocytes innés ILC3 [162]. Ainsi, les
monocytes recrutés sont un déterminant clé des défenses innées de I'immunité pulmonaire

anti-infectieuse.

Dans le SDRA expérimental, I'épuisement des macrophages montre un effet a un stade
précoce, alors qu'il exacerbe les lésions pulmonaires a un stade tardif. Les neutrophiles sont
les premiers leucocytes recrutés par les macrophages activés suite a une libération d’'IL-8 et
de MIP-2 [163-165]. A un stade précoce, la déplétion en macrophages peut atténuer
'alvéolite induite par les neutrophiles en réduisant les réponses inflammatoires. A un stade
ultérieur, les monocytes circulants migrent dans les alvéoles en réponse a la chimiokine MCP-
1afin de phagocyter les particules infectées et les débris inflammatoires [151, 166]. A ce stade,
le nombre de monocytes recrutés est augmenté et la réduction de ces macrophages résidents
peut entrainer une diminution des macrophages phagocytaires et un meilleur contréle de

I'inflammation. Par conséquent, ces deux types de monocytes/macrophages agissent a un
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stade précoce ou tardif au cours du processus de SDRA : les macrophages résidents libérent
des cytokines pour recruter des neutrophiles et des monocytes circulants afin de favoriser et
de maintenir l'inflammation, et les monocytes recrutés fonctionnent principalement pour

éliminer les agents pathogéne.

2.3.2. Les autres acteurs de I'immunité innée et I'épithélium pulmonaire

Cellules épithéliales pulmonaires

L'épithélium pulmonaire est un réseau complexe de sous-ensembles épithéliaux répartis de
maniére différentielle dans les voies respiratoires supérieures et inférieures [167]. Dans les
alvéoles, les protéines du surfactant (SP) A et D, synthétisées par les cellules épithéliales
alvéolaires de type Il, ont des roles majeurs dans l'immunité anti-infectieuse, en inhibant
directement les agents infectieux [168] et en modulant les activités immunitaires [169]. Elles
expriment a leur surface un large éventail de récepteurs de I'immunité innée, tels que les
TLRs ou RAGE [167]. Les cellules épithéliales pulmonaires peuvent étre activées par des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1 et le TNF [170] mais aussi par d'autres cytokines
notamment I'Il-22 et I'll-17, produites par les lymphocytes T CD4+ Th17 [171] et les
lymphocytes innés [172]. LU'IL-22 entraine la synthése du peptide antimicrobien lipocaline-2
par I'épithélium [173] alors que I'lL-17 induit |a sécrétion de la chimiokine CXCL-5 permettant
un afflux de neutrophiles au site de l'infection [174]. L'épithélium peut également interagir
avec les neutrophiles en secrétant du GM-CSF [168, 175]. La capacité des cellules épithéliales
a controler la réponse immune pulmonaire est illustrée par des études montrant que leur
activation est hautement protectrice contre les agressions infectieuses ultérieures [176-178].
Ces données mettent en évidence l'importance potentielle de I'exploitation de I'immunité
anti-infectieuse fournie par I'épithélium pulmonaire afin de prévenir l'infection pulmonaire

[179].

Les cellules lymphocytaires innées (ILC)

Les cellules lymphoides innées (ILC) sont le pendant inné des lymphocytes T. Les ILCs régulent
les réponses immunitaires via la production de cytokines effectrices et influencent ainsi les

fonctions d'autres cellules immunitaires innées et adaptatives [180]. Ces cellules sont
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particulierement abondantes dans la muqueuse du poumon. Il existe trois grands groupes
d'ILC, a savoir les ILC1, les ILC2 et les ILC3. La classification des ILC refléte la capacité de ces
cellules & sécréter des cytokines de types 1, 2 et 17, respectivement. Des roles bénéfiques
pour les ILC1 et les ILC2 ont été rapportés dans des modéles de pneumonie virale [181, 182].
Les ILC3 pulmonaires ont un role protecteur dans la pneumonie en sécrétant I'IL-17 et I'lL-22

[162, 172] ainsi que dans la réparation tissulaire [172].

Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) et les monocytes/macrophages orchestrent la réponse
immunitaire anti-infectieuse. Les réponses immunitaires aux agents infectieux sont initiées et
controlées par diverses populations de cellules présentatrices d'antigenes dotées de fonctions
spécialisées, notamment les DC conventionnelles (cDC), les DC dérivées de monocytes
(moDC), les DC plasmacytoides (pDC) et les macrophages alvéolaires. [183, 184]. De plus, lors
de l'inflammation pulmonaire, les DC dérivées des monocytes (moDC) ont été décrites
peuplant le poumon. Les infections virales respiratoires représentent un bon exemple de
réponses inflammatoires pulmonaires ol les fonctions spécialisées des sous-ensembles de DC
peuvent étre appréciées. Il a été démontré que les DC jouent un role important dans
I'initiation des réponses antivirales des lymphocytes cytotoxiques TCD8 qui conduisent a la
clairance virale [185]. Ceci est particulierement pertinent dans le cas de l'infection par le virus
de la grippe A, ol I'intensité de la réponse immunitaire des DC peut considérablement affecter
la survie de I'hdte. Les DC jouent aussi un role centrale dans la lutte contre les infections

pulmonaires bactériennes comme illustré dans la tuberculose pulmonaire [186].

2.3.3. Immunité adaptative

Malgré un systeme de défense pulmonaire innée complexe et bien structuré, de
nombreux agents pathogénes y échappent et nécessitent lintervention du systéeme

immunitaire adaptatif humoral et cellulaire pour un contréle ultime de l'infection.

L'importance de I'immunité humorale dans la défense anti-infectieuse pulmonaire n'est
plus a démontrer. L'un des premiers traitements efficaces contre la pneumonie, utilisé jusqu'a

ce que les antibiotiques soient disponibles, était la «thérapie sérique», dans laquelle des
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anticorps, prélevés sur des chevaux ou des lapins qui avaient été exposés en série a des
infections & pneumocoque, étaient administrés & des patients atteints de pneumonie [187,
188]. Les vaccins contre la grippe, le pneumocoque et I'Haemophilus influenzae incitent 'hote
a générer ses propres anticorps circulants contre ces agents infectieux, ce qui réduit le risque
de pneumonie [189, 190]. Plus récemment, I'utilisation de la plasmathérapie en traitement de
sauvetage dans le SDRA a SARS-CoV-2 a permis d’améliorer la survie globale des patients

immunodéprimeés [191].

Les lymphocytes T jouent un role essentiel dans le systéme immunitaire adaptatif
cellulaire : les lymphocytes T CD4+ auxiliaires aident les lymphocytes B a produire des
anticorps autres que des IgM, fournissent une rétroaction aux cellules dendritiques via des
molécules co-stimulatrices et des cytokines, améliorent et maintiennent les réponses des
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. De plus, les lymphocytes T CD4+ ont une activité effectrice
directe, incluant I'exécution de fonctions cytotoxiques [192], la meédiation de 'activation des
macrophages et l'induction de génes des cellules épithéliales qui contribuent a la défense de
I'hGte. Les lymphocytes T CD8+ contribuent & la production de cytokines et, plus important
encore, tuent directement les cellules infectées par les virus. Les lymphocytes T CD4+ et CD8+
peuvent former une mémoire immunologique bénéfique a I'hote lorsque celui-ci est confronté
a une provocation secondaire par le méme agent pathogéne ou des agents pathogénes

apparentés.

Les cellules T CD4+ constituent un sous-ensemble majeur de cellules T qui jouent un réle
central dans la fonction du systéme immunitaire lorsque les cellules T CD4+ naives se
différencient en cellules effectrices et/ou mémoire aprés avoir rencontré leur antigéne
apparenté via des cellules présentatrices d'antigéne (APC). Les phénotypes des lymphocytes
T CD4+ effecteurs différent selon les conditions de stimulation et peuvent étre classés en
différentes lignées. Dans les poumons, les cellules dendritiques font le pont entre l'immunité
innée et adaptative et, selon le contexte, elles induisent également diverses réponses des
lymphocytes T CD4+ aux agents infectieux. L'activation des lymphocytes T est initiée dans le
poumon aprés que les DC pulmonaires ou les macrophages alvéolaires phagocytent I'antigéene
et le présentent aux T CD4+ via le complexe majeur d"histocompatibilité (CMH) de classe Il et
peuvent ainsi initier différentes réponses des lymphocytes T. Le meilleur exemple du rdle

central des T CD4+ dans la défense anti-infectieuse pulmonaire est démontré par I'infection
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VIH. Le VIH cible les lymphocytes T CD4+, faisant évoluer le patient vers la maladie SIDA,
définie soit par un nombre de lymphocytes T CD4+ inférieur a 200 cellules/pL, soit par la
survenue de maladies spécifiques associées a une infection par le VIH, dont la plupart sont des
infections pulmonaires, notamment la pneumonie a Pneumocystis jiroveci, la tuberculose
pulmonaire, la candidose pulmonaire, |'histoplasmose ou la pneumonie bactérienne
réecurrente [193]. Plusieurs sous-populations lymphocytaires issues des T CD4+ jouent des
roles distincts dans les défenses anti-infectieuses pulmonaires (Figure 8). Les lymphocytes T
CD4+ naifs se différencient en cellules Thl, Th2, Th17 ou Treg aprés une rencontre avec
I'antigéne présentée par les APC, suivie d'une spécification de lignée controlée par certains
environnements de cytokines (IL-12, IL-4, TGF-B/IL-6, ou TGF-B, respectivement) qui régulent
I'expression des facteurs de transcription spécifiques a la lignée (représentés dans les cellules
de la lignée T helper respectives). Ces lymphocytes T effecteurs jouent un role essentiel dans

la médiation de la défense pulmonaire de I'hote.
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Figure 8. Sous-populations des lymphocytes T CD4+ dans les défenses anti-infectieuses

pulmonaires. Issue de [194].
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Les principaux sous-ensembles de lymphocytes T CD4 + dans la défense pulmonaire de I'hdte : les lymphocytes
T CD4+ naifs se différencient en cellules Thl, Th2, Th17 et Treg aprés une rencontre avec |'antigéne présentée
par les DC suivie d'une spécification de lignée contrélée par certains environnements de cytokines (IL-12, IL-4,
TGFB/IL-6 ou TGF- B, respectivement) gui régulent |'expression des facteurs de transcription spécifiques a la
lignée (représentés dans les cellules de la lignée T helper respectives). Ces lymphocytes T effecteurs jouent un
rile essentiel dans la médiation de la défense pulmonaire de I'héte : Thl spécialisées dans la défense contre
les bactéries intracellulaires et les virus, les Th2 dans la régulation de I'inflammation induite par les infections
virales et fongiques, les Th17 dans la défense contre les parasites et les bactéries extaracellulaires et les Treg
dans le contrile de l'inflammation et la maintenance de I'homéostasie des mugueuses. DC: cellules
dendritiques ; IL-12/4/6: interleukines-12/4/6; Natives CD4+ T cells: lymphocytes TCD4+; Th1/2/17:
lymphocytes T helper 1/2/17 ; Treg : lymphocyte T régulateurs ; TGF-f : transforming growth factor- .

Les lymphocytes T CD8+ sont des lymphocytes T cytotoxiques producteurs d'IFN-y, de
TNF-a et d'IL-2. Aprés 'infection grippale, la réponse des lymphocytes T CD8+ spécifiques aux
épitopes dominants dans les poumons se produit aprés l'infection ou l'immunisation et est
essentielle a I'élimination du virus [195]. Cependant, la libération de molécules cytotoxiques
(par exemple, granzyme et perforine) et de cytokines antivirales (par exemple, TNF et IFN-y)
peut contribuer a la pathologie pulmonaire [196]. Le role protecteur que jouent les

lymphocytes T CD8+ dans l'immunité contre Mycobacterium tuberculosis a également té bien
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identifié. Les lymphocytes T CD8+ spécifiques de 'antigéne reconnaissent et lysent les cellules
infectées par M. tuberculosis et produisent des cytokines telles que le TNF et I'IFN-y,
essentielles a |'activation des macrophages [197]. L'absence d'activation de la population de
lymphocytes T CD8+ mémoires protectrice chez les souris TLR3—/- est associée & une plus
grande susceptibilité a l'aspergillose pulmonaire [198], suggérant un role protecteur des
lymphocytes T CD8+ dans l'immunité antifongique pulmonaire. Les lymphocytes T CD8+ sont
également recrutés en grand nombre dans les poumons en réponse a une infection a
Pneumocystis, et ils sont associés a un certain niveau de défense de I'hote [199] ainsi qu'a des

lésions pulmonaires [200].

Les lymphocytes T invariants (iNKT), les lymphocytes T yb et les lymphocytes invariants
associés aux mugueuses sont daureshrrphocrestdebppetnne présents dans la mugueuse
pulmonaire [201]. Ces cellules jouent probablement un réle dans I'immunité protectrice lors
d'une infection des voies respiratoires par le biais de divers mécanismes, notamment la
production de cytokines pro-inflammatoires, |'activation des macrophages et le recrutement

d'auxiliaires effecteurs et de lymphocytes T cytotoxiques [202].

Ainsi, la survenue d'une pneumonie modifie profondément [I'environnement
immunitaire pulmonaire (Figure 9). Toutefois, il a été mis en évidence une grande variabilité
dans les profils de réponse immunitaire pulmonaire anti-infectieuse, en particulier dans la

pneumonie compliquée de choc septique.
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Figure 9. L'immunité anti-infectieuse pulmonaire. Issue de [203].
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La réparation des tissus contrdle l'inflammation excessive tout en préservant la protection contre les agents
pathogénes. L'épithélium respiratoire est un acteur important de la réparation tissulaire. Le maintien de
l'intégrité structurelle de la barriére épithéliale est ici un facteur crucial. Les macrophages alvéolaires ont
également un rile important, via la libération de médiateurs anti-inflammatoires et I'efférocytose (phagocytose
des leucocytes apoptotiques). Les macrophages sessiles adhérent a I'épithélium, ol ils contribuent probablement
a la réparation des tissus. Les types de cellules recrutées sur le site de 'infection pendant la pneumonie qui sont
impliquées dans la réparation des tissus comprennent les cellules suppressives myéloides, les cellules T
régulatrices (Treg), les ILC2 de type 2 et les cellules tueuses naturelles (NK). ATl : cellule alvéolaire de type | ;
ATII : cellule alvéolaire de type Il ; BASC : cellule souche bronchioalvéolaire ; les CXCs : les chimiokines ; DAMP :
motifs moléculaires associés aux dommages ; NF-«B : facteur nucléaire-kB ; GR : globule rouge ; SP : protéine du
surfactant ; T1R : récepteur du goit sucré couplé aux protéines G ; T2R : récepteur du goit amer couplé aux
protéines G ; TLR : récepteur de type Toll.

2.3.4. La réparation tissulaire

La réparation des tissus pulmonaires est essentielle pour contréler une inflammation
excessive tout en maintenant une protection efficace contre les agents infectieux. Les
macrophages alvéolaires contribuent a la résilience des tissus en produisant des cytokines
anti-inflammatoires, telles que I'lLl-10 et 'antagoniste des récepteurs de I'lL-1, et par la
phagocytose des leucocytes apoptotiques. Ce processus est appelé efférocytose et protége

les tissus de deux maniéres : en empéchant la libération de contenus pro-inflammatoires et
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toxiques par les cellules mourantes et en provoquant simultanément la libération de facteurs
anti-inflammatoires et de réparation, notamment le TGF-f1, la prostaglandine E2 et des
meédiateurs lipidiques pro-résolution [204]. Les médiateurs lipidiques réparateurs (résolvines,
protectines et marésines) peuvent induire une grande variété de réponses immunitaires dans
la pneumonie, a la fois en augmentant la destruction bactérienne et en favorisant la
réparation tissulaire [205]. Il a été démontré que ces médiateurs ont des roles protecteurs
importants dans des modéles murins de pneumonie bactérienne [206]. Plusieurs cellules
immunitaires recrutées sur le site de l'infection lors d'une infection pulmonaire sont connues
pour contribuer a la réparation des tissus, notamment les myeloid-derived suppressor cells
(MDSC) [207], les cellules T régulatrices [18], les ILC2s [208] et les lymphocytes natural killer
(NK) [209] (Figure 10).
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Figure 10. La réparation tissulaire pulmonaire post infectieuse. Issue de [137].
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Les principales cellules impliquées dans le contrdle de I'inflammation sont des cellules immunitaires comme
les lymphocytes Treg via le TGF-b et I'IL-10, les MDSC via I'lL-10, les monocytes via I'lL-1ra, les macrophages
alvéolaires via les médiateurs lipidiques réparateurs ainsi que des cellules épithéliales telles que les cellules
cuboides et les cellules caliciformes. Les ILC2 via IL-13 et amphiréguline, les cellules NK via I'lL-22, les
neutrophiles via la b-caténine et les cellules basales sont impliqués dans la réparation tissulaire. AM :
macrophages alvéolaires ; AREG : amphiréguline ; IL : interleukine ; ILC2 : cellule lymphoide innée de type 2 ;
MDSC : cellules myéloides suppressives; MUCL1: mucine-1; NK: lymphocyte notural killer; PMN:
polymorphonucléaires (neutrophiles) ; SPDEF : SAM-pointed domain-containing Ets-like factor; T CD8/reg:
lymphocytes T CD8+/ régulateurs ; TGF- : transforming growth factor-p.
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3. Sepsis, choc septique et immunodépression post-septique

Le sepsis est défini comme un dysfonctionnement organique potentiellement mortel
causé par une réponse dérégulée de |"héte a I'infection [210]. Bien que l'incidence précise de
du sepsis soit inconnue, les estimations indigquent qu’il s'agit de I'une des principales causes
de mortalité dans le monde [211]. Une population vieillissante, a I' immunité affaiblie par
I'immunosénescence [212], I'utilisation croissante d’agents immunomodulateurs concourent

a augmenter la vulnérabilité au risque infectieux.

La réponse immunitaire de I'hote au cours du sepsis implique une physiopathologie
complexe et est maintenant reconnue comme consistant a la fois en des mécanismes pro- et
anti-inflammatoires [213, 214). U'infection déclenche une réponse inflammatoire initiale de
I"hote qui peut étre excessive et associée a des lésions tissulaires, un dysfonctionnement des
cellules endothéliales, et une défaillance d'organes [213, 214]. Uintensité de la réponse
hyperinflammatoire est variable et dépend de facteurs tels que les comorbidités du patient,
I'état nutritionnel, la charge en micro-organismes et la virulence de I'agent infectieux en cause
[214]. Une réponse anti-inflammatoire concomitante, bien que moins évidente, peut étre
caractérisée par un dysfonctionnement métabolique des leucocytes, des modifications de
I'expression génique affectant la fonction des cellules immunitaires, une anergie cellulaire ou
I'apoptose. De plus, la persistance du milieu anti-inflammatoire favorise une
immunosuppression soutenue, associée a une susceptibilité aux infections qui augmentent in

fine la morbidité et la mortalité [215, 216].

3.1. Choc septique : la conséquence d'une réponse inflammatoire excessive

de I’hdte

Aprés l'infection, 'agent pathogéne envahissant rencontre le systéme immunitaire inné
de I'hote. Les cellules innées « détectent » les agents pathogénes en reconnaissant les motifs
moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP) grace a un assortiment de récepteurs
(PRR) [217]. Dans la plupart des cas, la réponse immunitaire innée élimine I'agent pathogéne
infectant. Chez les patients admis a I'hopital avec un sepsis, le systéme immunitaire s'est

écarté de I'homéostasie dans deux directions opposées en montrant a la fois des signes
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d'inflammation excessive et des signes d'immunosuppression dont I'ampleur varie d'un

individu a 'autre.

Les PRR interagissent avec divers PAMP et DAMP, et cette diversité peut probablement
expliquer la similitude entre les réactions inflammatoires induites par différents agents
pathogénes et celles provoquées par différents types de lésions, infectieuses ou non
infectieuses [218, 219]. Les cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la pathogenése du
sepsis comprennent le facteur de nécrose tumorale (TNF), I'lL-1B, I'lL-12 et I'lL-18. Le blocage
ou [|'élimination de ces cytokines confére une protection dans des modéles animaux
d'infection aigué fulminante [220]. Bien que la pertinence de ces résultats expérimentaux pour
le sepsis humain soit discutable, la mortalité précoce dans le sepsis - qui est généralement due
a un collapsus cardiovasculaire et a des défaillances de plusieurs organes - est associée a une
réaction inflammatoire excessive. Les réponses inflammatoires caractéristiques du sepsis
comprennent l'activation du systéme du complément, du systéme de coagulation et de
I'endothélium vasculaire, dont les fonctions sont étroitement interconnectées et régulées de

maniére croisée [214].

L'activation du complément entraine la libération de petits fragments d'activation
connus sous le nom d'anaphylatoxines, en particulier C3a et C5a, qui ont de puissants effets
pro-inflammatoires, notamment le recrutement et |'activation des leucocytes, des cellules
endothéliales et des plaguettes [221]. Bien que |'activation du complément soit une
composante essentielle de l'immunité protectrice, I'activation incontrélée du complément
peut causer des dommages tissulaires et des défaillances d'organes. Le blocage de la
signalisation C5a a amélioré le pronostic du sepsis expérimentale dans plusieurs modéles
animaux [222]. Les récepteurs de C3a et C5a peuvent avoir des roles différents dans le sepsis,
comme |'indique une étude dans laguelle un traitement avec un antagoniste des récepteurs
C5a améliorait la survie au cours d’un sepsis polymicrobien, tandis que |'administration d'un

antagoniste des récepteurs C3a réduisait la survie [223].

Le sepsis est aussi associé a une forte activation du systéme de coagulation, pouvant
étre responsable d’une coagulation intravasculaire disséminée, cliniguement associée a une
thrombose microvasculaire et & une hémorragie. Cette derniére est due a la consommation
de facteurs de coagulation et de plaquettes. Le facteur tissulaire est le principal moteur de

I'activation de la coagulation dans le sepsis [224]. La tendance & la thrombose au cours du

29



sepsis est augmentée par |'activité simultanément compromise des trois principales voies
anticoagulantes : I'antithrombine, l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) et le
systéme de la protéine C [224]. Considérant que les fonctions de I'antithrombine, du tissue
factor pathway inhibitor (TFPI) et du systéme de la protéine C sont altérés dans le sepsis, il
existe une justification théorique pour substituer ces voies anticoagulantes dans le traitement
du sepsis. Cependant, les essais cliniques évaluant I'antithrombine, le TFPI recombinant ou la
protéine C activée recombinante n'ont pas réussi a démontrer un effet bénéfique constant sur

la mortalité liée au sepsis [225-227].

L'inflammation vasculaire et la coagulation sont augmentées par la libération des NETs
libérés par les neutrophiles [128]. Il a été suggérée que la NETose ne se produit qu'a un certain
seuil de stimulation immunitaire qui peut activer les plagquettes [228]. Les NETs peuvent
également contribuer aux |ésions tissulaires et a la thrombose. Les patients atteints de sepsis
ont des niveaux élevés de NETs dans le sang et cette caractéristique est associée a la
défaillance multiviscérale [229]. Les NETs peuvent faciliter la coagulation et la formation de
thrombus en servant d'échafaudage pour le piégeage et I'agrégation des plaguettes et des
érythrocytes, une fonction médiée par la liaison des NETs a des protéines telles que le

fibrinogéne, la fibronectine et le facteur Von Willebrand (Figure 11).

La rupture de l'intégrité de la barriére endothéliale est un phénoméne clé dans la
pathogenése du sepsis. En réponse a une infection localisée, les leucocytes et les plaguettes
adhérent a la surface endothéliale et migrent vers les sites ol les bactéries se multiplient. Dans
le sepsis, une inflammation exagérée augmente ces processus, contribuant ainsi a
I'incompétence de la barriére endothéliale. Une perte d'intégrité de la barriere endothéliale
provoque la fuite de protéines intravasculaires et de plasma dans I'espace extravasculaire, un
cedéme tissulaire et une perfusion microvasculaire réduite. La sphingosine-1-phosphate (S1P)
est I'un des médiateurs les mieux étudiés impliqués dans les fuites vasculaires [230]. Un autre
acteur du maintien de l'intégrité vasculaire est I'angiopoiétine 1, qui active le récepteur TIE2
(récepteur de |'angiopoiétine 1). L'angiopoiétine 2 est un antagoniste fonctionnel de
I"angiopoiétine 1 qui peut perturber la fonction de barriére endothéliale, et son taux
plasmatique est un facteur prédictif indépendant de dysfonctionnement d’organe et de décés
au cours d'un sepsis [231]. Un rapport plasmatique élevé angiopoiétine 2/angiopoiétine 1

peut étre un biomarqueur utile du dysfonctionnement de la barriére vasculaire dans le sepsis.
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Une faible numération plaguettaire est indépendamment associée a la mortalité chez
les patients atteints de sepsis [232]. L'activation excessive des plaguettes a été impliquée dans
les lésions organigques au cours du sepsis par plusieurs mécanismes, notamment
I"'augmentation du recrutement des cellules immunitaires et de I'inflammation, la facilitation
de la formation de thrombus vaso-occlusifs dans les lits vasculaires capillaires et les effets
toxiques cellulaires directs médiés par les microparticules dérivées des plaquettes [233]. Bien
que plusieurs agents antiplaquettaires améliorent la survie dans des modéles animaux de

sepsis, I'effet des inhibiteurs de la fonction plaguettaire dans le sepsis humaine n'a pas été

encore étudié dans des essais cliniques randomisés.

Figure 11. Activation des systemes de coagulation et du complément au cours du

sepsis. Issue de [214].
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Le sepsis se traduit par un état procoagulant net dans la microcirculation qui favorise le dépét de fibrine via au
moins trois mécanismes : la génération de thrombine médiée par le facteur tissulaire (gris), des mécanismes
anticoagulants endogénes dysfonctionnels (orange) et une élimination altérée de lafibrine due 3 la suppression
du systéme fibrinolytique { bleu) par des niveaux élevés d'inhibiteur de I'activateur du plasminogéne 1 (PAIL),
qui inhibe les activités de l'activateur du plasminogéne de type tissulaire (tPA) et de l'activateur du
plasminogéne de type urokinase (uPA). La coagulation et la fibrinolyse interagissent étroitement avec le
systéme du complément (vert). Le facteur tissulaire entraine I'activation de la coagulation aprés l'infection. Le
facteur tissulaire se lie et active le facteur VI {FVIl), aprés quoi une cascade de réactions protéolytiques aboutit
a la formation de FXa, de thrombine et de fibrine. Les cellules périvasculaires - telles que les fibroblastes, les
péricytes et les cellules épithéliales - expriment le facteur tissulaire de maniére constitutive, préservant ainsi
I'némostase et lintégrité des wvaisseaux. Le sepsis s'accompagne d'une lésion wasculaire induite par
l'inflammation, qui expose le facteur tissulaire aux facteurs de coagulation sanguine, entrainant la coagulation
du sang. Les cellules qui sont en contact étroit avec le sang - telles que les cellules musculaires lisses, les cellules
endothéliales et les monocytes - n'expriment pas de grandes quantités de facteur tissulaire lorsqu'elles sont &

| Activation of coagulation

Perivascular cells
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I'état de repos, mais elles peuvent étre stimulées a le faire par des produits bactériens et pro- cytokines
inflammatoires. En plus de la forme associée aux cellules du facteur tissulaire, il peut résider dans des
microvésicules dérivées de leucocytes, de cellules endothéliales, de cellules musculaires lisses vasculaires et de
plaguettes. La tendance 3 la thrombose pendant le sepsis est augmentée par l'activité simultanément
compromise des trois principales voies anticoagulantes : I'antithrombine, l'inhibiteur de la voie du facteur
tissulaire (TFPI) et le systéme de la protéine C. L'antithrombine est le principal inhibiteur de la thrombine et du
FXa, tandis que le TFPI est le principal inhibiteur du complexe facteur tissulaire-FVila. Les propriétés
anticoagulantes de I'antithrombine et du TFPI sont soutenues par le glycocalyx, une couche de glycoprotéine-
polysaccharide qui recouvre I'endothélium. Au cours du sepsis, la continuité du glycocalyx endothélial est
perturbée, ce qui augmente la perméabilité vasculaire et altére la fonction de I'antithrombine et du TFPL. La
protéine C activée est générée & partir de la protéine C 3 la surface des cellules endothéliales au repos, un
processus médié par la liaison de la thrombine & la thrombomoduline (TM) et amplifié par le récepteur
endothélial de la protéine C (EPCR). La protéine C activée inactive protéolytiquement les cofacteurs de
coagulation FWa et FVllla, inhibant ainsi la coagulation. Au cours du sepsis, le systéme de la protéine C est altéré
en raison de multiples facteurs, notamment la diminution de la synthése de la protéine C par le foie,
l'augmentation de la consommation de la protéine C et |'activation altérée de la protéine C en raison de la
diminution de I'expression de la TM par les cellules endothéliales. De multiples interactions existent entre les
systémes de coagulation et du complément. Les protéases de coagulation peuvent activer le systéme du
complément et vice versa. L'inflammation vasculaire et la coagulation sont augmentées par la libération de
pieges extracellulaires de neutrophiles {NET) par les neutrophiles. EPCR : Protéine C cellule endothéliale/
récepteur protéine C activée ; NET : neutrophil extracellular traps ; TM : thrombomoduline ; TFPI : tissu factor
pathway inhibiteur; PAl: inhibiteur de Iactivateur du plasminogéne; tPA :activateur tissulaire du
plasminogéne ; uPA : urokinase activateur du plasminogéne.

3.2. Immunodépression post-septique
3.2.1. Mécanismes de I'immunodépression post-septique

Au moment de I'admission a I'hopital, la plupart des patients atteints de sepsis
présentent des signes d'immunodépression, qui se prolongent chez ceux qui nécessitent des
soins intensifs. Le terme immunosuppression post-septique se rapporte a différents types de
cellules, en particulier, la reprogrammation des monocytes et des macrophages par des
modifications épigénétiques, 'apoptose accrue des lymphocytes T et B ainsi que la diminution

des biomarqueurs cellulaires activateurs de surface.

Les mécanismes responsables de 'immunodépression induite par le sepsis se situent a
plusieurs niveaux : I'apoptose cellulaire, I'autophagie, la tolérance aux endotoxines, les
modifications transcriptomiques, les modifications épigénétiques et les altérations

meétaboliques cellulaires.

Apoptose cellulaire et autophagie
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L'apoptose des cellules immunitaires dans le sepsis est particulierement importante
pour les lymphocytes T CD4+, T CD8+ et B, les cellules NK et les cellules dendritiques
folliculaires. Une étude post-autopsique de patients décédés d'un sepsis a rapporté un
épuisement des populations lymphocytaires T spléniques par rapport aux patients décédés de
causes non infectieuses [234]. En outre, les cellules T obtenues a partir de sujets décédés d’un
sepsis avaient une surexpression du récepteur inhibiteur PD-1 (PD-1 : programmed death -1)
[234]. L'apoptose induite par le sepsis se produit a la fois par les voies médiées par les
récepteurs PD-1 et par les mitochondries, ce qui suggére que plusieurs stimuli d’apoptose
cellulaire sont activés pendant le sepsis. L'importance physiopathologique de l'apoptose
accrue dans le sepsis a été documentée dans plusieurs modéles animaux, démontrant une

amélioration de la survie grace a des interventions inhibant I'apoptose [213, 235].

Dans certains cas, 'apoptose cellulaire est influencée par 'autophagie [236, 237].
L'autophagie est un mécanisme physiologique qui permet d’éliminer les composants
redondants ou dysfonctionnels. Elle peut &tre un processus cytoprotecteur et peut également
induire la mort cellulaire. Dans le modéle murin de sepsis abdominale (ligature et ponction
caecale -CLP), I'apoptose des lymphocytes T est induite, tandis que I'autophagie est diminuée
dans les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+ spléniques [237, 238). De plus, les
souris présentant des lymphocytes avec une délétion spécifique des génes Atg5 ou Atg7 -
genes essentiels a I'autophagie - ont une mortalité, un dysfonctionnement immunitaire, une
apoptose des lymphocytes T accrus par rapport aux souris témoins [237, 238), et une capacité
de libération plus élevée d'IL-10 [237]. Ces résultats suggérent qu'une autophagie déficiente

contribue a l'immunodépression induite par le sepsis.

Le sepsis est également associée a une déplétion des lymphocytes B, en raison d'un
soutien insuffisant des lymphocytes T ou d'une apoptose accrue. Les lymphocytes B survivants
ont un phénotype épuisé, caractérisé par une diminution de 'expression du CMH Il et une

augmentation de la production d'IL-10 [239].

Tolérance aux endotoxines
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L'exposition a long terme au lipopolysaccharide bactérien (LPS) ou l'injection de doses
sublétales de LPS chez les animaux peut induire un état de tolérance qui reprogramme les
monocytes/macrophages entrainant une réduction de la production de cytokines
inflammatoires in vitro et in vivo en réponse a une provocation ultérieure avec du LPS ou avec
d'autres stimuli inflammatoires [240]. Ce phénomeéne de tolérance aux endotoxines est un
phénoméne biologique conservé et important [241]. Les monocytes tolérants aux endotoxines
présentent également une capacité phagocytaire accrue couplée & une capacité conservée a
tuer les agents pathogénes intériorisés, bien qu'avec des capacités de présentation d'antigéne
et de chimiotaxie altérés [242, 243]. Les monocytes sanguins issus de patients atteints de
sepsis présentent plusieurs caractéristiques de tolérance endotoxinique. lls montrent ainsi
une capacité de production réduite de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF, I'lL-6, I'IL-
1a, I''L-1P et I'IL-12, lors d'une stimulation ex vivo par du LPS, par rapport a celle de monocytes
issus d'individus sains [244, 245]. Parallélement, une surexpression de cytokines anti-
inflammatoires par les monocytes circulants, telles que I'lL-10, le TGFB et I'll-1ra, a été
rapportée [246, 247]. Alors que la tolérance aux endotoxines a été considérée comme un
meécanisme de protection contre le choc septique et I'ischémie, son incidence est associée a
des risques élevés d'infections secondaires. Ainsi, dans le sepsis, la mortalité due a une
infection secondaire est associée a l'existence d'un état tolérant [245]. De méme, dans le
SDRA, la tolérance endotoxinique est liée a une susceptibilité accrue aux infections

nosocomiales [248].

Régulation neuro-centrale

Le systéme nerveux central (SNC) joue un role majeur dans I'atténuation de la réponse
immunitaire aprés une inflammation et une infection [249, 250]. Le SNC controle
I'inflammation par trois voies principales : les voies sympathiques et parasympathiques qui
agissent au niveau régional par I'innervation des organes lymphoides, et I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien, qui agit au niveau systémique par la libération des glucocorticoides
[250]. Les mécanismes centraux qui interviennent dans |'apparition de I'immunosuppression
induite par le sepsis ont été explorés dans des modéles murins [251] mais sont encore mal

connus. De plus, une complexité supplémentaire dans I'évaluation de ces mécanismes est que
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chez les patients atteints de sepsis les agonistes chimiques de ces voies distinctes sont

fréequemment utilisés comme thérapies (les stéroides et la noradrénaline) [252].

Modifications transcriptomiques

Les leucocytes de patients gravement malades présentent un transcriptome
profondément altéré avec 70 & 80% de tous les transcrits d'’ARN exprimeés différemment par
rapport a I'état homéostatique [214]. L'expression de génes impliqués dans les voies de
dysfonctionnement pro-/anti-inflammatoires et mitochondriales est généralement
augmentée dans le sepsis, tandis que l'expression de génes ayant des fonctions dans
I'initiation de la traduction, la signalisation de la rapamycine (mTOR), lI'immunité adaptative
(principalement des lymphocytes T) et la présentation d’antigéne est diminuée [214]. Deux
signatures distinctes de réponse au sepsis ont été décrites dans |'analyse transcriptomique
des leucocytes circulants de patients atteints de pneumonie communautaire grave, dont 'une
a identifié des patients avec un phénotype immunodéprimé, comprenant les attributs de la
tolérance endotoxinique, I'épuisement des lymphocytes T, la régulation négative de la classe
HLA Il et une mortalité associée plus élevée a 14 jours de I'admission [253). De facon
surprenante, il a été observé que la majorité des modifications transcriptionnelles des
leucocytes circulants était exprimée indépendamment de la source du sepsis (pneumonie

communautaire versus péritonite fécale) [254)].

Une étude récente a utilisé le séquencage d'ARN unicellulaire pour profiler les cellules
mononucléaires du sang périphérique et les cellules dendritiques afin de montrer que le sepsis
était associée a une expansion d'une population unique de monocytes CD14+, qui présentait
des caractéristiques majeures d'immunosuppression (une expression réduite du CMH I, une
capacité réduite a activer le facteur nucléaire kappa B (NF-xB) et & produire du TNF lors d'une
stimulation ex vivo par du LPS [255]. Cependant, Il est important de reconnaitre les limites
potentielles des données d'expression génique qui ne reflétent pas nécessairement la

synthése protéigue en raison des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle.
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Modifications épigénétiques

La modification épigénétique des cellules immunitaires dans le sepsis a été identifiée
comme un mécanisme important par lequel la régulation transcriptionnelle a lieu [214, 256,
257]. Elle peut se produire par l'un des trois mécanismes suivants : méthylation de I'ADN,
modification des histones et régulation post-transcriptionnelle par les microARN (miARN) et
I'’ARN long non codant [240, 256, 258]. Des résultats similaires ont été observés a la fois in
vitro dans des expériences de tolérance au LP5 avec des lignées cellulaires monocytaires
humaines et in vivo, sur des monocytes de patients atteints de sepsis [259)]. Ainsi, la « tempéte
de cytokines du sepsis » peut diriger la perte de marques épigénétiques activatrices
spécifiques au niveau des promoteurs de génes pro-inflammatoires dans les monocytes et/ou
les macrophages. De méme, des études sur des cellules dendritiques pulmonaires de souris
septigues ont indiqué une diminution de la méthylation de 'histone H3 sur la lysine 4 (H3K4 ;
une margue permissive a la transcription) et une augmentation de la méthylation de I'histone
H3 sur la lysine 27 (H3K27 ; une marque répressive de la transcription) au niveau de la région
promotrice du géne IL-12 corrélé & une diminution de la production d'lIL-12 en réponse aux
stimuli des récepteurs TLR [260]. De plus, des niveaux accrus d'une modification d'histone
répressive ont été notés dans les régions promotrices des génes des cytokines pro-
inflammatoires IL-1p et TNF dans les leucocytes immunotolérants [261]. Dans la réponse
immunitaire adaptative, aprés un sepsis, la méthylation de H3K27 se produit au niveau de la
région promotrice du géne de I'lFN-y dans les cellules T auxiliaires (Th) de type 1 et du géne
codant pour la protéine de liaison GATA 3 (GATA3) dans les cellules Th2 [256]. De plus, une
augmentation de la modification permissive des histones au niveau du géne Forkhead box
protein 3 (FOXP3), le facteur de transcription des cellules T régulatrices (Treg), peut influencer
la différenciation vers un milieu anti-inflammatoire [262]. Ces résultats sont particuliérement
importants, compte tenu de la nature persistante de l'immunosuppression aprés un sepsis,
car ces modulations épigénétiques semblent persister longtemps aprés que le sepsis ait
apparemment disparu. Ainsi, des modifications épigénétiques immunosuppressives
persistantes dans les générations ultérieures de leucocytes peuvent avoir un impact négatif

sur le pronostic en termes de morbidité et de mortalité.
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Les altérations métaboliques

Les altérations du métabolisme des cellules immunitaires sont devenues des facteurs
importants de l'immunosuppression induite par le sepsis [216, 263, 264]. Le passage
meétabolique de la phosphorylation oxydative a la glycolyse anaérobie, malgré des niveaux
d'oxygéne suffisants pour I'oxydation du glucose dans les mitochondries, est connu sous le
nom d'effet Warburg. U'effet Warburg a été décrit a I'origine au cours de la prolifération des
cellules cancéreuses [265]. Alors que la glycolyse anaérobie est relativement inefficace du
point de vue de |'approvisionnement énergétique, ne produisant que deux molécules d'ATP
pour chagque molécule de glucose, ce processus permet aux leucocytes de répondre
rapidement aux demandes métaboliques nécessaires pour effectuer des fonctions dans un
état inflammatoire, telles que 'activation, la signalisation et la prolifération cellulaires. Les
monocytes rendus immunotolérants in vitro ont non seulement montré une capacité
fortement altérée a produire des cytokines pro-inflammatoires aprés restimulation, mais
également a produire moins de lactate par rapport aux cellules non tolérantes, indiquant une
capacité défectueuse a produire un effet Warburg [263]. Les monocytes immunotolérants ont
également montré des signes de phosphorylation oxydative et de P-oxydation altérées,
indiquant une défaillance de toutes les principales voies métaboliques, une condition appelée
paralysie immunométabolique. Des anomalies métaboliques similaires ont été retrouvées
dans les cellules mononucléées du sang périphérique prélevées chez des patients atteints de
sepsis et ont été restaurées aprés la guérison [263]. Ces défauts étaient associés a une voie

mTOR dysfonctionnelle [263].

3.2.2. Altération de I'immunité innée post-septique

Le sepsis altére les fonctions immunitaires innées incluant les monocytes/macrophages,
les neutrophiles, les cellules dendritiques et les MDSC et les fonctions immunitaires

adaptatives (Figure 12).

Les neutrophiles

Une proportion accrue de neutrophiles immatures, identifiés phénotypiquement par

leur faible expression de CD10 et de CD16 et leurs fonctions immunosuppressives, est associée
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a une augmentation de la mortalité précoce lors d'un sepsis [266]. En général, de profondes
altérations des caractéristiques et des fonctions des neutrophiles ont été observées chez les
patients au cours de la premiére semaine suivant le sepsis, notamment une altération de la
clairance bactérienne et de la chimiotaxie [267], une diminution de I'activité oxydative [268]
et une faible teneur en lactoferrine qui sont associés a un risque accru de décés chez ces
patients [269]. Une association similaire a été également observée chez les patients brilés
[270], d’autant que plusieurs études ont rapporté que la fonction altérée des neutrophiles
précéde la sensibilité des patients aux infections nosocomiales [271]. En conséquence, dans
un modeéle murin de sepsis, 'accumulation de protéines du groupe a haute mobilité B1
(HMGEB1) dans la phase tardive du sepsis participe aux défauts des neutrophiles (perte de
I"activité oxydative) et pourrait donc contribuer & une sensibilité accrue aux infections
secondaires [272]. De plus, chez les patients et les animaux atteints de sepsis, la surexpression
de PD-L1 par les neutrophiles (un ligand du co-récepteur inhibiteur PD-1 des lymphocytes T)
est associée a un mauvais pronostic [273]. Cela a aussi été observé chez les patients atteints
de la forme grave de la COVID-19, qui en plus d’'une augmentation du nombre de neutrophiles
circulants avec un ratio neutrophiles/lymphocytes augmenté, indiquant une myélopoiése
d'urgence, est associée a la surexpression de PD-L1, responsable en partie de l'inactivation
des lymphocytes T [274]. Cependant, la valeur pronostique de ces altérations n'a été validée

dans aucune large cohorte de patients.

Monocytes/macrophages

Les monocytes et les macrophages jouent un role important dans
I'immunosuppression induite par le sepsis. Les monocytes de patients septiques montrent
geénéralement une capacité réduite a libérer des cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF, I'lL-1a, I'lL-6 et I'lL-12 aprés une deuxiéme activation par des microbes, alors que leur
capacité a libérer des médiateurs anti-inflammatoires tels que I'antagoniste des récepteurs de
I'IL 1 {IL-1ra) et I'lL-10 est soit intacte soit, dans certains cas, méme augmentée [241, 275].
Pourtant, il a également été observé que la réponse anti-inflammatoire in vivo faisant suite a
une endotoxémie humaine expérimentale répétée était atténuée aprés une deuxiéme
provocation par du LPS [276]. Néanmoins, ces changements observés vers un phénotype anti-

inflammatoire aprés exposition au LPS suggérent une reprogrammation cellulaire des
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monocytes dans des conditions septiques [275]. Fait intéressant, le phénotype anti-
inflammatoire observé dans la tolérance aux endotoxines a également été observé dans des
monocytes spécifiques d'organes, tels que les monocytes pulmonaires dans des modéles de
péritonite animale, ou dans des échantillons post-mortem de patients décédés d'un sepsis
[234, 277-279] et sur des macrophages alvéolaires issus de patients en post-opératoire de
chirurgie cardiaque souffrant d'infection pulmonaire nosocomiale [280]. Il convient de noter,
cependant, que les macrophages alvéolaires humains ont été activés aprés exposition in vivo
au LPS [281], contrastant avec le phénotype immunotolérant des monocytes sanguins aprés
administration intraveineuse de LPS [263]. Une conséquence supplémentaire de la tolérance
aux endotoxines sur les monocytes et les macrophages est la diminution de I'expression
d'HLA-DR, un récepteur de surface cellulaire utilisé pour la présentation de I'antigéne. La
faible expression persistante dans le temps d’ HLA-DR par les monocytes circulants est bien
établie comme substitut de l'immunosuppression induite par le sepsis et corrélée a un
mauvais pronostic (>150 articles publiés) [282, 283]. Dans une analyse multivariée, il convient
de noter, qu’aprés ajustement sur les facteurs de confusion cliniques habituels, la diminution
de I'expression d’HLA-DR par les monocytes circulants restait un marqueur prédicteur
indépendant de mortalité et de survenue d'infections nosocomiales aprés un choc septique
[284, 285]. Cela montre que I'anergie des monocytes et I'immunosuppression par extension
peuvent contribuer par elles-mémes & un risque accru d'événements indésirables dans le
sepsis. Cela renforce par conséquent I'idée que la récupération immunitaire est un paramétre

clé dans I'évolution favorable des patients.

La surexpression de PD-L1 au cours de I'anergie des monocytes dans le sepsis a suscité
un récent intérét. Plusieurs études ont rapporté une augmentation de I'expression de PD-L1
par les leucocytes chez des patients atteints de choc septique [286—288]. De plus, une analyse
multivariée a révélé qu'une expression accrue de PD-L1 par les monocytes est un margueur
prédictif indépendant de la mortalité a J28 aprés un sepsis [289]. Cette analyse a mis en
évidence I'importance des monocytes dans le systéme immunorégulateur de PD-1 dans les
altérations immunitaires induites par le sepsis. De plus, les données d'études sur les MDSC
monocytaires (ou MDSC mononucléaires définies comme CD14+ CD15- HLA-DR-) confirment

gue la réduction largement rapportée de 'expression de HLA-DR par les monocytes est une
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caractéristique essentielle de |'anergie des monocytes et est un biomarqueur fiable de

I'immunosuppression induite par le sepsis sévére [290].

Puisqu’ils mesurent directement ex vivo la capacité d'une population cellulaire a
répondre a un défi immunitaire, les tests fonctionnels représentent idéalement la meilleure
méthode pour établir la survenue d'une immunosuppression induite par le sepsis. Concernant
les monocytes, de nombreux groupes ont décrit la capacité altérée des cellules de patients
septiques a libérer des cytokines pro-inflammatoires en réponse & une stimulation avec du
LPS, divers agonistes des TLR ou des bactéries entiéres in vitro [245, 291, 292]. En revanche,
leur capacité a libérer des molécules anti-inflammatoires a été conservée. Ces tests, basés sur
des mesures de cytokines dans le surnageant de culture cellulaire, représentent des méthodes
fiables pour évaluer le phénoméne de tolérance aux endotoxines [241]. Bien qu'ils ne
conviennent pas vraiment au suivi de routine car ils prennent du temps (temps
d'incubation + dosage des cytokines), I'un des tests fonctionnels qui mesure la libération de
TNF dans le sang total a été utilisé pour stratifier les patients dans un petit essai clinique
évaluant le GM-CSF comme traitement immuno-adjuvant du sepsis [293]. Jusqu’a ce jour, il
n'y pas eu d'étude clinique de grande ampleur utilisant des tests fonctionnels, alors que les
résultats préliminaires sont plutot encourageants. En effet, Fumeaux et al. ont observé que
les monocytes septiques étaient caractérisés par un phénotype anti-inflammatoire
prédominant (augmentation du rapport intracellulaire IL-10/TNF) [294]. Néanmoins, nous
pouvons nous attendre dans un avenir proche a des protocoles standardisés basés sur
I"utilisation de sang total et la détection rapide de cytokines intracellulaires par cytométrie en
flux. Cela pourrait constituer une étape majeure dans la surveillance immunitaire de diverses

conditions cliniques, y compris le sepsis.

Les cellules myéloides suppressives (MDSC) et cellules dendritiques (DC)

Une diminution du nombre des DC (rate, sang) et de leurs fonctions a été largement
rapportée dans les souris septiques en association avec des altérations globales des fonctions
immunitaires [295] et chez I'homme en post-mortem aprés un choc septique [296]. La perte
des DC était plus importante chez les patients septiques décédés que chez les survivants [297].
De plus, une diminution profonde et persistante était associée a la survenue d'infections

nosocomiales secondaires [298]. Chez les patients septiques, cette diminution du nombre de
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DC s'est avérée associée a des altérations phénotypiques : diminution de I'expression des
molécules du CMH I, du CD80 et du CD86 [299]. A ce jour, nous manguons encore de données
obtenues dans de larges cohortes de patients pour inclure définitivement la diminution des

DC dans un panel de surveillance des dysfonctionnements immunitaires induits par le sepsis.

Les MDSC représentent une population mixte de cellules myéloides principalement
immatures qui répriment les cellules immunitaires effectrices, notamment les cellules T [300].
Les MDSC peuvent inhiber les fonctions immunitaires par plusieurs mécanismes, notamment
la privation en L-arginine (essentielle pour les fonctions des cellules T), la stimulation de
I'expansion des lymphocytes Treg et la suppression des fonctions des macrophages et des
cellules dendritiques [300]. L'expansion des MDSC est également associée a un risque accru

d'infections secondaires chez les patients en choc septique [290, 301).
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Figure 12. Altération de 'immunité innée au cours du sepsis. Adaptée de [302].
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IL-n : interleukine-n ; MDSC : myeloid derived suppressive cells; TNF-a : tumor necrosis factor-a ; ROS :
regctive oxygen spices.

3.2.3. Altération de 'immunité adaptative post-septique

Une diminution marquée du nombre de lymphocytes circulants a été observée a
plusieurs reprises chez des patients aprés un sepsis sévére [303-306]. Toutes les sous-
populations de lymphocytes ont été affectées a I'exception des cellules T régulatrices (Treg)
(Figure 13). Plus important encore, il a été démontré que I'étendue de cette lymphopénie était
corrélée avec le risque de survenue d'une infection nosocomiale ou de décés 28 jours aprés
l'infection initiale [307-311)]. Fait important, cette lymphopénie peut durer plusieurs
semaines aprés le début du sepsis et I'absence de sa restauration a été associé a des

complications infectieuses retardées [310].

La lymphopénie due a la perte apoptotique est une caractéristique courante des patients
septiques [305]. Cependant, les populations de Treg circulants augmentent par rapport aux

autres cellules effectrices pendant le sepsis sévére, une tendance qui a été observée dans la
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circulation périphérique ainsi que dans les tissus spléniques dans des études animales et
humaines [312, 313]. Les raisons du maintien des lymphocytes Treg, qui ont de larges effets
régulateurs et suppresseurs sur d’autres cellules immunitaires, peuvent s’expliquer par leur
résistance a I'apoptose due a une expression accrue de la protéine anti-apoptotique BCL-2
[295]. Dans les Treg, un phénotype lymphocytaire immunosuppresseur prédomine,
caractérisé par une expression accrue d’'IL-10. La suppression des réponses immunitaires de
type Thl et des monocytes renforce encore I'environnement anti-inflammatoire, avec une
diminution de |'expression des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF, I'lL-1p et I'lL-6

[314].

Des études, utilisant a la fois du sang périphérique ainsi que des tissus spléniques et
pulmonaires post-mortem de patients septiques décédés, ont mis en évidence une production
altérée de cytokines par les lymphocytes T [234, 303, 315, 316). Les facteurs de transcription
respectifs pour les lymphocytes de type Thl et Th2 (T-bet et GATA3), se sont avérés
significativement moins exprimés chez les non-survivants par rapport aux témoins sains et par
rapport aux survivants septiques jusqu’a 28 jours apreés le diagnostic de l'infection [317]. La
diminution de I'expression de ces facteurs de transcription fournit des éléments qui sous-
tendent |'existence d'un état anergique parmi les lymphocytes T effecteurs. L'épuisement se
manifeste également dans les réponses des lymphocytes T CD8+ sous la forme d'une
prolifération cellulaire atténuée, d'une fonction cytotoxique altérée et d'une production

atténuée d’IL-2 et d'IFN-y [295, 318].

Une caractéristique récente et importante de I'anergie lymphocytaire dans le sepsis est
la description de la surexpression de divers récepteurs co-inhibiteurs comme PD-1 (CD279),
CTLA-4 (CD152) et d'autres (TIM-3; BTLA) [234, 319, 320] contribuant & la définition de
I'épuisement des lymphocytes T, comme décrit au cours des infections virales chroniques.
Concernant PD-1, sa surexpression (ainsi que celle de son ligand, PD-L1) s’est avérée associée
a la mortalité et a la survenue d'infections nosocomiales chez les patients en choc septique et
était inversement corrélée a la capacité de prolifération lymphocytaire [319]. Ce concept est
encore renforcé par des modéles animaux de sepsis dans lesquels I'inhibition de PD-1 par des

anticorps ou par délétion du géne ont amélioré la survie [286, 321, 322].

L'épuisement lymphocytaire est un mécanisme sévére et profond qui survient non

seulement au niveau systémique mais aussi localement dans les organes aprés un choc

73



septique [234]. En effet, Boomer et coll. ont démontré que chez les patients décédés de choc
septique, les lymphocytes pulmonaires et spléniques étaient nettement affectés
phénotypiguement et fonctionnellement : diminution du nombre de cellules, altération de la
réponse fonctionnelle a la stimulation et augmentation de I'expression des récepteurs co-
inhibiteurs [234]. Cette surexpression des récepteurs co-inhibiteurs est d'un grand intérét
thérapeutique car elle peut étre la cible d’anticorps inhibiteurs (anti-PD-L1 et anti-CTLA-4)
modulant ces checkpoints immunitaires. La mesure par cytométrie en flux de I'expression de
ces récepteurs inhibiteurs pourrait étre un précieux outil pour identifier les patients candidats
aux thérapies ciblées. Le véritable potentiel de modulation pharmacologique de ces
récepteurs nécessite encore de confirmer leur valeur pronostique dans des études

observationnelles prospectives sur des cohortes plus larges de patients.
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Figure 13. Altération de I'immunité adaptative. Issue de [216].
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CTLA4 : protéine 4 {ou antigéne 4) associée aux lymphocytes T cytotoxigues ; HLA-DR : antigéne leucocytaire
humain de dasse Il- DR ; Ig : immunoglobuline ; GM-CSF : facteur de stimulation des colonies de granulocytes
macrophages ; LAG3 : protéine du géne 3 d'activation des lymphocytes ; NKT : lymphocyte T notural killer ; PD1 :
programmed death-1 ; PDL1 : programmed death ligand-1 ; TCR : récepteur des lymphocytes T ; TGFp : facteur
de croissance transformant-§ ; TIM3 : récepteur 3 de la mucine de I'immunoglobuline des lymphocytes T.

3.3. Thérapies potentielles de 'immunodépression induite par le sepsis

Malgré I'échec de nombreux essais cliniques, certaines promesses existent probablement
encore dans ['utilisation de stratégies de traitements anti-inflammatoires dans les premiéres
heures aprés I'apparition du sepsis. En effet, des études rétrospectives ont démontré que des
sous-groupes de patients atteints de sepsis pourraient bénéficier de stratégies de traitement
anti-inflammatoire telles que le blocage des récepteurs de I'lL-1 [323] ou des traitements anti-
TNF [324]. Plus récemment, les corticoides ont permis de réduire la mortalité liée aux formes
séveres de COVID-19 [98]. Cependant, pour éviter des effets potentiellement délétéres, les
traitements anti-inflammatoires doivent étre administrés pendant une courte période aprés
I'admission chez les patients en choc septique car la mortalité est plus souvent tardive et est

lige a I'état d'immunosuppression secondaire [325].
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Dans ce contexte, I'objectif de la thérapie immunostimulatrice est de restaurer la
fonction des cellules immunitaires afin d'éliminer I'infection en cause ou de prévenir voire
d'éradiquer les infections secondaires, réduisant ainsi potentiellement la mortalité tardive du
choc septique [326]. Les patients atteints de choc septique ont une phase hyper-
inflammatoire relativement courte, par conséquent, les médicaments ciblant l'inflammation
n'ont que peu de temps pour exercer leurs effets. L'immunosuppression du sepsis fournit ainsi
une nouvelle compréhension de la maladie ainsi qu'une nouvelle approche thérapeutique
[216]. De ce fait, les chercheurs ont tenté de stimuler les systémes immunitaires innés et
adaptatifs avec I'lFN-y, le facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages
(GM-CSF), le facteur de stimulation des colonies de granulocytes G-CSF, les interleukines 7 et
15 ou la thymosine-a (Figure 14). Bien qu’il soit possible que les interventions
immunostimulantes exacerbent la phase hyper-inflammatoire du sepsis, les essais cliniques
sur I'lFN-y, un puissant agent immunostimulant, et le GM-C5F, chez des patients présentant
divers états inflammatoires systémiques n'ont pas provoqué de réactions inflammatoires
incontrolables. Les résultats les plus convaincants ont été observés dans un essai controlé
randomisé de 39 patients atteints de choc septique qui avaient des dysfonctionnements
immunitaires prouvés (sur la base d'une diminution de I'expression d'HLA-DR par les
monocytes circulants) : le traitement par GM-CSF guidé par biomarqueurs chez ces patients
n'entrainait pas d'effets indésirables et a effectivement restauré I'immunocompétence des
monocytes [327]. De plus, le traitement par GM-CSF a raccourci la durée de la ventilation
meécanique et la durée du séjour hospitaliére ou en soins intensifs [327]. Le GM-CSF représente
donc une potentielle thérapie immunoadjuvante chez les patients atteints de choc septique,
bien que des essais controlés randomisés de plus grande envergure soient désormais
nécessaires pour confirmer ces premiers résultats. Le G-CSF a été utilisé pour augmenter le
nombre de polynucléaires neutrophiles dans le but d’améliorer la clairance des agents
pathogénes. Cependant, une méta-analyse récente réalisée sur des études concernant le GM-
CSF et le G-CSF comme traitement immunostimulant n’a pas réussi a démontrer un bénéfice

en termes de survie [328].

En plus des thérapies sus—citées, les cytokines, telles que I'lL-7 et I'lL-15, peuvent étre
efficaces pour restaurer I'activité immunitaire des systémes inné et adaptatif, en ayant une

activité immunostimulatrice anti-apoptotique. Inoue et coll. [329] ont rapporté que le
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traitement par IL-15 augmentait la survie des lymphocytes, diminuait I'apoptose des cellules
MK, des cellules dendritiques et des lymphocytes T et augmentait la sécrétion d'IFN-y.
L'administration d’IL-15 peut avoir des avantages supplémentaires en augmentant la survie
des cellules NK et des cellules dendritiques, tandis que I'll-7 est considérée comme une
cytokine qui cible davantage les cellules T. L'IL-7 est une cytokine multifonctionnelle du
systéme immunitaire qui affecte a la fois les lymphocytes T et les lymphocytes B et induit la
prolifération des lymphocytes T naifs et mémoires [330]. Venet et coll., [331] ont démontré
que le traitement par I'll-7 de lymphocytes isolés de patients septiques rétablissait la

prolifération des lymphocytes T et leur capacité de sécrétion d’IFN-y.

La surexpression de PD-1 sur les lymphocytes T ou de son ligand PD-L1 au cours du
sepsis en fait une cible thérapeutique privilégiée [287, 332]. Certaines études expérimentales
récentes ont démontré que I'inhibition de I'axe PD-1/PD-L1, soit par suppression génétique,
soit par manipulation pharmacologique, améliore la survie dans le sepsis murin bactérien et
fongique [286, 322, 333, 334]. Uefficacité des anticorps anti-PD-1 versus anti-PD-L1 reste
cependant & préciser. A ce jour, aucun essai controlé randomisé évaluant les inhibiteurs des
checkpoints immunitaires chez les patients atteints de sepsis n'a été publié. Deux études de
sécurité clinique (phase Ib) avec un anticorps anti-PD-1 (Nivolumab) [335] et un anticorps anti-
PD-L1 [336] publiées récemment confirment leur inocuité et, a des doses plus élevées,
I"apparition des signes de restauration immunitaire a J28. D'autres essais randomisés sur
I'inhibition de la voie PD-1/PD-L1 sont nécessaires pour évaluer leur sécurité clinique et leur

efficacité chez les patients atteints de choc septique.

Différentes stratégies immunostimulantes sont en cours d'évaluation dans le sepsis. La
thymosine al semble prometteuse [337], et un essai contrdlé randomisé est en cours [338].
De plus, d"autres thérapies immunoadjuvantes sont a I'étude (IL-15, IL-3, FLT3L, anticorps anti-
LAG3, anticorps anti-TIM3, anticorps anti-CTLA4, bloqueurs adrénergiques et anticorps anti-
IL-10) [213, 257, 326, 339-342].
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Figure 14. Agents immunostimulants pour le traitement de I'immunosuppression induite

par le sepsis. Issue de [343].
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L'objectif de la thérapie immunostimulatrice est de restaurer la fonction des cellules immunitaires pour traiter
soit 'infection gui a causé le sepsis, soit les conditions qui prédisposent & une infection secondaire, réduisant
ainsi potentiellement la mortalité tardive dans le sepsis séwére. Plusieurs stratégies de renforcement
immunitaire ont été évaluées dans des modéles animaux ou chez des patients atteints de sepsis. Outre la
restauration de I'expression du HLA-DR par le monocyte circulant d'autres effets sont observés. La perfusion
de GM-CSF entraine également une augmentation de I'expression de CD11b et de la réponse de cytokine pro-
inflammatoire stimulée par le LPS ex vivo. La thymosine al augmente la production d'IFMN-y & partir des
lymphocytes et améliore I'expression du CMH de classe I/Il sur les cellules dendritiques. L'IFN-y augmente la
présentation de 'antigéne sur les cellules dendritiques, augmentant finalement leurs capacités de destruction
des agents pathogénes. Il a été démontré que le traitement par I'IL-7 diminue I'apoptose des lymphocytes T et
augmente leur production d'IFN-y. L'utilisation préclinique de I'lL-15 conduit & une réduction de I'apoptose des
cellules dendritiques et des cellules T, tout en augmentant la production d'IFN-y par les cellules T. Le traitement
ex vivo des lymphocytes T CD8 + de patients atteints de sepsis sévére par l'inhibiteur du PD-L1 montre une
diminution de lI'activation et de I'apoptose induite par PD-1 et une augmentation de la sécrétion d'IFN-y. GM-
CSF, facteur de stimulation des colonies de granulocytes-macrophages; HLA-DR, antigéne leucocytaire
humain-DR ; CMH, complexe majeur d’histocompatibilité ; IFN-y, interféron gamma ; IL, interleukine ; LPS,
lipopolysaccharide ; PD-1, programmed cell death- 1 ; PD-L1, programmed cell death ligand-1.

4. Variabilité de I'altération immune post-septique et ses biomarqueurs

Certaines infections, notamment les infections pulmonaires peuvent se compliquer d'un
choc septique voire d’un syndrome de défaillance multiviscérale. Actuellement, il existe des
données robustes qui suggérent qu'il coexiste a la phase initiale de ce syndrome une réaction
pro-inflammatoire mais aussi anti-inflammatoire [213]. Ces données sont basées sur le dosage
simultané de cytokines pro- et anti-inflammatoires au niveau du compartiment systémique
[344, 345] . Cependant, |'extrapolation des caractéristiques des cellules circulantes aux
cellules résidentes des organes peut étre source d’erreur, de méme que I'évaluation de

I'environnement intra-tissulaire des cytokines semble plus difficile car moins accessible.
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4.1. Altérations phénotypiques et fonctionnelles des

monocytes/macrophages dans la pathogénése du SDRA

L'accumulation de cytokines pro-inflammatoires et de neutrophiles est impliquée dans
la physiopathologie des lésions tissulaires dans le SDRA [129, 346]). Les macrophages M1
servent de promoteur dans le processus de lésion du tissu pulmonaire dans I'ARDS, car ils
semblent étre la principale source d'IL-1 et de TNF, qui stimulent ensuite les cellules voisines
pour propager la réponse inflammatoire caractéristique du SDRA en phase aigué. Jacobs et
coll. [347] ont découvert que I'lL-1 totale et le sous-type IL-1B étaient sécrétés en quantités
accrues par les macrophages alvéolaires issus de patients atteints de SDRA comparativement
aux patients atteints de pneumonie sans SDRA ou aux sujets sains. Donnelly et coll. [163] ont
noté que l'augmentation de la sécrétion d’IL-8 dans le LBA et I'augmentation de I'expression
de I'lL-8 par les macrophages alvéolaires étaient associées a la progression vers le SDRA chez
les patients a risque présentant une inflammation systémique importante. De plus,
I'augmentation de I'lL-8 dans le LBA était associée a une mortalité accrue chez les patients
atteints de SDRA [22, 348, 349]. Steinberg et coll. [133] ont démontré que chez les patients
atteints de SDRA secondaire a un sepsis extra-pulmonaire, une augmentation persistante des
neutrophiles alvéolaires et une diminution persistante des macrophages alvéolaires (a la fois
en pourcentage des cellules totales du LBA et en nombre absolu) a j7 et j14 étaient associées

a un plus mauvais pronostic.

Cependant, un effet protecteur associé aux macrophages M1 a également été observé.
Des études récentes ont démontré que ces macrophages geénérent un niveau élevé
d'amphiréguline [350, 351], un ligand du récepteur du facteur de croissance épithélial qui
protége la barriere épithéliale et inhibe I'expression génique des cytokines pro-inflammatoires
dans un modéle expérimental de lésions pulmonaires aigues induites par du LPS et par

exposition a une ventilation non protectrice [350, 351].

La fibrose pulmonaire, complication tardive du SDRA, est marquée par une prolifération
des fibroblastes et un dépot excessif de matrice extracellulaire [352]. Les cellules de
phénotype M2 sont impliquées dans la régulation des réponses fibrotiques dans les poumons

[353]. La persistance des macrophages M2 au niveau des lésions est une caractéristique du
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développement de la fibrose, et I'expression constante de I'lLl-4 et de I'lL-13 peut favoriser le
dépdt de collagéne par les voies du TGF-f et de I'arginase 1 [354, 355]. En résumé, les
macrophages sont paradoxalement impliqués a la fois dans la génération de la fibrose
pulmonaire et dans le processus de cicatrisation ultérieur [356]. lls régulent le recrutement,
la croissance et le remodelage des tissus conjonctifs des fibroblastes. De plus, ils contribuent
a I'élimination des tissus morts, & la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins et a la
dissolution de la fibrine [357]. Le mécanisme de régulation de I'équilibre des régulateurs

positifs et négatifs sur les fonctions profibrotiques des macrophages nécessite d'étre clarifie.

A I'exception du travail de Roquilly et coll. [358], le role et I'altération immune post-
SDRA septique des monocytes recrutés et des macrophages résidents ont été trés peu évalués
dans le SDRA infectieux humain, dont I'étude est aussi limitée par la distinction précise entre

ces deux populations.

4.2. Le concept de compartimentalisation alvéolaire de |a réponse immune

Il a été démontré que les cytokines jouent un role déterminant dans la génération de

réponses innées protectrices dans la pneumonie bactérienne. Ces cytokines comprennent le

TNF, I'lL-1B, I'lL-12 et I'lL-18, les chimiokines, le GM-CSF et I'lFN-y [137]. Bien qu'une réponse

inflammatoire exubérante induite par les cytokines soit nécessaire, 'ampleur de cette réponse
doit étre controlée et compartimentée de maniére appropriée pour éviter une lésion tissulaire
excessive et un débordement des effets des cytokines dans la circulation systémique. Par
exemple, les cytokines TNF et I'lL-1p sont nécessaires pour une immunité innée et adaptative
efficace, mais peuvent également déclencher une cascade d'événements entrainant une
instabilité hémodynamique et des |ésions des organes cibles lorsqu'elles sont présentes dans

la circulation [359].

Comme attendu, ces médiateurs inflammatoires sont libérés au site de |'agression. Il
existe de nombreux exemples qui illustrent la présence de niveaux accrus de cytokines pro-
inflammatoires dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) aprés une lésion thoracique [360],
une pneumonie acquise sous ventilation mécanique [361], chez des patients atteints du
syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) [362-365]) ou avec une pneumonie

bactérienne [366]. Une production de cytokines peut méme étre limitée au poumon infecté
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par rapport au poumon controlatéral non infecté [366]. Les observations faites dans des
modéles animaux et chez des patients atteints de pneumonie indiguent que la réponse
inflammatoire dans la pneumonie bactérienne est principalement compartimentée au
poumon. Par exemple, |'administration intratrachéale de LPS a des rongeurs entraine une
élévation marquée du TNF dans le LBA sans augmentation détectable des taux plasmatiques
de TNF, alors que I'administration intraveineuse de LPS entraine une induction substantielle
de TNF dans le plasma mais pas dans les poumons [367, 368]. Plus récemment, cette
compartimentalisation a été observée dans la pneumonie liée au SARS-CoV-2 (Figure 15) dans
laquelle les taux de cytokines et chimiokines circulants, dont le TNF, I'lL-6 [369], I'IL-8, I'IP-10
et le MCP-1[370], étaient plus faibles par rapport au site infectieux pulmonaire et peu associés
a la sévérité des patients et au pronostic vital [371]. De méme, les altérations des populations
de lymphocytes T étaient nettement compartimentalisées dans cette infection [370]. Ainsi,
dans le liquide de LBA, la population de lymphocytes T comprenait des cellules Treg et des
cellules Th17 plus fréquentes et présentait une surexpression des marqueurs d'activation,
comparativement au compartiment sanguin [370]. De plus, dans le LBA, une majorité de
neutrophiles immatures et dans une moindre mesure de monocytes (CD14* HLA-DR®), avec
une surexpression de récepteurs de surface activateurs (CD64 , CD16, HLA-DR, CD11b et CD69)
étaient observés. En comparaison, les monocytes sanguins étaient moins activés avec une

diminution de I'expression d’"HLA-DR [370].

Ainsi, il existe des données expérimentales animales et humaines qui suggérent la
variabilité de la réponse immune en fonction de I'hdte, de I'organe concerné et de |'agent
pathogéne en cause et qui nous incite a étudier non pas le sepsis dans sa globalité mais de

maniére plus fine dans I'organe en cause et son environnement immunitaire.
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Figure 15. Compartimentalisation immunophénotypique dans le SDRA a SARS-CoV-2.
Adaptée de [370].
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1. Recrutement alvéolaire des neutrophiles immatures et des monocytes/macrophages. Peu de
lymphocytes T, B et de cellules dendritiques. Proportion élevée de lymphocytes T régulateurs et
de lymphocytes Th17 dans le compartiment alvéolaire vs le compartiment sanguin.

2. hyperinflammation

Activation des cellules immunitaires plus importante dans le compartiment alvéolaire

4. Dommage alvéolaire diffus, liquide alvéolaire riche en protéine et érythrocytes.

Abréviations : CTLA : antigéne lymphocytaire cytotoxique ; IL : interleukine ; IP-10 : protéine 10
induite par l'interféron-y ; HLA : antigéne leucocytaire humain; MCP-1: protéine 1 chémo-
attractante des monocytes.
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4.3. Biomarqueurs pour l'identification de I'immunodépression post-septique

Divers biomarqueurs pour identifier voire pronostiquer le dysfonctionnement
immunitaire induit par le sepsis ont été utilisés sur la base de |'évolution de nos connaissances
sur les récepteurs des cellules immunitaires, leurs ligands et les voies de signalisation.
L'utilisation de biomarqueurs d'immunosuppression dans la pratique clinique nécessite des

analyses relativement simples, rapides et reproductibles dans des échantillons biologiques qui
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peuvent étre facilement obtenus. Le premier est une réduction démontrable de la production
ex vivo de TNF a partir de leucocytes circulants stimulés avec du LPS, telle que mesurée par un
dosage immuno-enzymatique (ELISA) ou d'autres types de dosage immunitaire [372].
Cependant, cette approche est limitée par un manque de standardisation entre les
investigateurs. Une autre approche utilise une analyse par cytométrie en flux avec des
anticorps marqués par un fluorochrome pour déterminer si l'expression HLA-DR des
monocytes sanguins CD14+ est diminuée en deca d'un seuil de 5 000 anticorps/cellule en tant
gue substitut de I'immunosuppression induite par le sepsis, devenu le biomarqueur le plus
étudié et le plus validé dans ce domaine [373]. Des méthodes alternatives pour identifier
I'immunosuppression induite par le sepsis sont a I'étude. Une approche pour examiner
I'expression d’"HLA-DR monocytaire consiste a mesurer les génes liés au CMH 1l par RT-PCR
quantitative (transcription inverse et réaction en chaine par polymérase), qui peut étre moins
sensible aux variations analytiques et peut étre incorporée dans des tests au lit des patients
[374]. D'autres biomarqueurs potentiels peuvent se trouver dans la voie PD-1/PD-L1. Une
étude récente a rapporté deux phénotypes communs de survivants au choc septique basés
sur les taux circulants de protéine C-réactive et de PD-L1 soluble, dont I'un présentait une
élévation persistante des deux biomarqueurs et un risque plus élevé de réadmission et de
mortalité [375]. Cette étude a proposé le PD-L1 soluble circulant comme marqueur
d'immunosuppression post-septique, mais cette association n'a pas encore été établie a l'aide

de tests cellulaires et fonctionnels.

Les biomarqueurs du sepsis, y compris ceux de l'immunosuppression induite, ont presque
exclusivement été évalués dans le sang ou les cellules sanguines. De telles analyses sont
entravées par le fait qu'elles ne donnent pas nécessairement un apercu de |'état immunitaire
au niveau tissulaire. De plus, d'autres études sont justifiées pour obtenir un apercu de la
dynamique des altérations immunitaires par rapport a l'infection en cause. Idéalement, les
biomarqueurs devraient étre mesurables au chevet du patient et fournir des informations en
temps réel sur I'état physiopathologique et le dysfonctionnement immunitaire chez chaque
patient individuellement. Les biomarqueurs doivent également fournir des informations sur
la fonction et/ou l'activité d'une voie immunologique ciblée par une intervention

thérapeutique. 5'ils sont adéquats, ces biomarqueurs peuvent étre utilisés pour sélectionner
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des patients pour une thérapie ciblée et pour surveiller I'effet spécifique de cette intervention

sur le systéme immunitaire.
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I.  Objectifs du travail

Le SDRA est par définition un diagnostic syndromique plutét qu'une entité pathologique
spécifique. Ainsi, les patients atteints de SDRA présentent une grande hétérogénéité dans
leurs phénotypes cliniques, physiologiques, radiologiques et biologiques [39]. Depuis la
premiére définition consensuelle du SDRA, cette hétérogénéité a été reconnue comme un
obstacle potentiel a la mise en ceuvre de stratégies thérapeutiques bénéfiques, mais a ce jour
il n'y a pas de consensus sur |'approche a utiliser pour optimiser le phénotypage de ce

syndrome avec des outils simples.

Plus de 50 ans aprés sa définition originelle, le SDRA reste fréquent et son pronostic
sombre [5]. La pandémie mondiale de SARS-CoV-2 a affecté des millions de personnes dans le
monde et l'incidence du SDRA est passée de 300 000 cas sur 18 mois avant la pandémie a 2,5
millions de cas sur 18 mois [94] mettant plus que jamais en avant la nécessité de mieux
comprendre la physiopathologie de cette entité. Des progrés substantiels ont été réalisés au
cours des cing derniéres décennies dans la compréhension de |'épidémiologie et de la biologie
de ce syndrome hétérogéne, et dans le développement d'une approche fondée sur des
preuves pour les soins de support, ainsi que dans la recherche assidue et le traitement de la
cause sous-jacente du SDRA. Les orientations futures comprennent l'identification des
éléments de traitement qui s'appliquent largement a tout patient répondant aux critéres
diagnostiques et des éléments qui devraient étre personnalisés en fonction d'aspects
spécifiques de la physiologie et de la biologie qui pourraient identifier un sous-groupe plus

réceptif au traitement.

L'analyse en cluster des données sur les biomarqueurs des protéines plasmatiques de
patients SDRA a permis d’identifier deux sous-phénotypes distincts du SDRA : réactif et non
inflammatoire [376]. Le sous-phénotype réactif avait un plus mauvais pronostic clinique.
Cependant, de nos jours aucun biomarqueur n’a pu étre identifié permettant la prédiction du
pronostic clinique ou étre une cible thérapeutique efficace. Il semble néanmoins que la
plupart des études qui traitent de cette problématique se sont focalisées sur les biomarqueurs
plasmatiques alors que l'organe cible, c'est-a-dire le poumon, serait possiblement plus

informatif.
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L' objectif principal de ce travail a été de chercher a identifier des biomarqueurs présents
dans le compartiment alvéolaire ou sanguin qui permettraient de différencier les patients
atteints de SDRA secondaire a une pneumonie infectieuse, selon leur pronostic clinique. Les
travaux de cette thése avaient également pour objectif de mieux comprendre les liens entre

ces biomarqueurs dans chaque compartiment et les traits physiopathologiques du SDRA.

Pour ce faire, nous avons développé un projet de recherche autour de trois grands axes
de travail, en tirant avantage de la constitution d'une cohorte prospective de patients pris en

charge pour SDRA secondaire a une pneumonie infectieuse. Les objectifs étaient les suivants :

1. Déterminer la valeur pronostique des neutrophil extracellular traps (NETs)

2. ldentifier des biomarqueurs alvéolaires biologiques et cellulaires pronostiques dans le
SDRA infectieux (hors pneumonie SARS-CoV-2) et étudier leur compartimentalisation
alvéole-sang

3. Etudier I'activité fonctionnelle des monocytes alvéolaires et circulants

4. ldentifier des biomarqueurs biologiques et cellulaires pronostiques dans le SDRA

CoviD-19

Ce travail de thése a donné lieu a la rédaction de quatre articles originaux (trois articles signés

en 1% auteur, un signé en co-2°™= auteur) et une lettre, signée en 1% auteur.
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RESULTATS

1. Article 1: Neutrophil Extracellular Traps Are Elevated in Patients with

Pneumonia-related Acute Respiratory Distress Syndrome

Inés Bendib, Luc de Chaisemartin, Vanessa Granger, Frédéric Schlemmer, Bernard Maitre,
Sophie Hie, Mathieu Surenaud, Asma Beldi-Ferchiou, Guillaume Carteaux., Keyvan Razazi,

Sylvie Chollet-Martin, Armand Mekontso Dessap, Nicolas de Prost.

Anesthesiology 2019; 130:581-91.

Assorti de la publication d’une lettre:

Understanding the Role of Neutrophil Extracellular Traps in Patients With Severe

Pneumonia and ARDS

Inés Bendib, Luc de Chaisemartin, Armand Mekontso Dessap, Sylvie Chollet-Martin, Nicolas

de Prost

Chest 2019 ;156(6) :1278-80.

La lésion pulmonaire aigué est caractérisée par 'afflux massif de neutrophiles dans les
poumons [10, 91). Au cours du SDRA expérimental, les NETs sont associés a la survenue de
lésions alvéolaires et de la mort des cellules épithéliales [377]. La prévention de ces
dommages, soit par le biais d'une déplétion des neutrophiles, soit d’un traitement par DNase
[10], ont été bénéfiques dans un modéle murin de lésion pulmonaire aigué [143]. A contrario,
la déplétion des NETs par I'administration de rhDNase, dans un modéle murin de ligature
ponction caecale, entravait la réponse immunitaire précoce et aggravait des animaux soumis

a un sepsis polymicrobien [378].

Mieux préciser les rdles des NETs dans la physiopathologie du SDRA est donc pertinent
car les NETs sont des cibles thérapeutiques potentielles dans le SDRA. lLes preuves
actuellement disponibles soutenant I'hypothése selon laquelle les effets néfastes des NETs
dépassent leurs effets protecteurs dans le SDRA clinique, par opposition au SDRA

expérimental, sont rares. L'objectif de cette étude de cohorte prospective monocentrique
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était d’étudier la relation entre les concentrations de NETs mesurées dans le LBA de patients
pris en charge pour un SDRA secondaire a une pneumonie infectieuse et le nombre de jours

vivants sans ventilation mécanique a 28 jours (128).

Trente-cing patients et quatre patients témoins étaient inclus. Les NETs étaient
guantifiés dans le LBA et le sérum par méthode ELISA. Nous n'avons pas observé de relation
significative entre la concentration des NETs dans le LBA des patients SDRA et le nombre de
jours vivants sans ventilation mécanique a J28 (régression multiple ajustée sur le volume
courant et le rapport Pa0y/FiO,, voir eTable6 du supplément en ligne de I'article, page 188 du
manuscrit). Nous observions des concentrations de NETs plus élevées dans le LBA que dans le
sang des patients SDRA et dans le LBA des patients que dans celui des témoins (Figure 1 de
I"article). Les concentrations alvéolaires de NETs étaient significativement corrélées a celles de
I'interleukine-8 (Table 1 de I'article) et au pourcentage de polynucléaires neutrophiles dans le

LBA (Figure 3 de |'article).

Ce travail est assorti de la publication d'une lettre, publiée en réponse & une revue
geénérale publiée par Twaddell et coll. [379]. Ces auteurs ont examiné le role des NETs dans
les maladies respiratoires. Nous discutions dans cette lettre les quatre études cliniques
publiées a date évaluant la relation entre les concentrations de NETs (dans les compartiments
alvéolaires ou sanguins) et le pronostic des patients. L'analyse de cette littérature met en

évidence une grande hétérogénéité des données.
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ABSTRACT

Background: Neuirophil exiracelluar traps have been associated with fis-
sue damege Whether these are involued in the pathopenasis of humen acuts
respiratory dietess smdrome (ARDS) and could be a potental therapsutic
target i= unknown. The athors quandified bronchoaheolar and blood neto-
phil exdracallular raps n patients with pneumonia-relted AADS and assessed
their relatiorship with ventilatorfree days.

Methods: Imunocompetent patients with preumonia and moderate or
severe ARDS fn = 35) and cenfrols (= 4) were included in B prospective
menocenTic study, Meutrophil sxracellular trap concentrations were cuan-
thied (35 DNA-my=loperoxidass compleses) in broncheaheclar lawage fluid
and sarum by enzyme-linked immuncesrbent assay. The ralationship betwsaen
bronchoaheslar favage neutrophil exracellular trap concentrations and the =
primary cinical endooimt (Le., the number of lve ventlator-froe daye at dagr%
28] was easeased using linear regrassion andlyses.

Results: There was no sqgnficent relationship between hmﬁtﬂvmhrg
lavage neutrophil edracellular trap concenirations and vertilator-fres days by
multiple mgession anay=s |3 cosfficent = 2.40; 95% I, -213 b ﬁgﬂ;i
P = 0UFEE). Newtrophil extracelular trap concanfrations were sgrificantly
higher in bronchoalvedlar lavags than in blood of ARDS patients (median [first
tin third quartiez)154 [74 to 1,000) va. 56 |4 to B8] arbirery units, ditter-
ence -84 95% G, -341 o 57, F < 0.0001) Bonchoaheolar concen-
trafions of patienta were highar than those of controls (154 [/4 40 1 000] v

4[4 to 4] arhitrary wits, cifference: — 150; 95% CI, —996 to —64; F< 0.001)
and z=zociatad with bronchoabvenlar imtereukin-B (Spaarmans p = 042, &
P= 0,013 and neutrophd concertrations (p = 0.57; P < (LO0H)|. Infensie
care urid mortaity (12%, 0= 2of 17w 17%, n =30l 18; > 058 and
the numbear of venflator-free days at day 25 (22 |14 to 25] ve 14 [0 2]
derys; difference: —5; 6% G, 15 to 0y F= 0068 did not signficandy ditfer
betwesn patients with higher (n = 17) werses lower (n = 18) bronchoelvealar
neutraphil eximcellular frap concentrationa.

Conclusions: Bronchoalveslar neutrephil eracelular trap concantration
was not significantly aseeciated with mechanical verilation duration in prew-
maonia-relsted ARDE,

(Aresremnunar 2018, 1300581 01
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EDITOR'S PERSPECTIVE

Vhat We Already Know about This Topic

* Nautropnll extraceluiEr raps are nermasingly recogrized a8
patogenic In acdie injury, but el role In sepals-related
acute respiratory distress syndrome Is unknown

¥What This Article Tells Us That Is New

= 1 &5 patlents with acute resplratory distiess syndiome ses-
ondary 1 praumonia, neutoohil axracaluler raps woro al-
vated in tha blocd and bronchoakveslar fluid, and associated
with interleukin-& and neuirophil levels; however, higher [vs.
Iower) 12vels af nautrophil exfraceliular raps wers nat assocl-
atad with marts ity or curation of mecnanical vertaton membrans, ARDS affects 10% of all mensive care unat

patients and 23% of those receiving mechanical ventila-

ANESTHESIOLOGY. V130 = NI 4

he acute respieatory distress svndrome (ARDS) is the
maest severe form of acute respiratory failure, result-
ing from direct or indirect insuls to the alveolo—capillary

tion.! Dwespite major improvements in mechanical ven-
tilaon strategies during the past decades® the hospital
marmality of ARTIE patients rermaing as high as 40%.1 Tn fact,
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none of the pharmacologc interventions ested in ARTS,
including—but not limited to—steroids,® f,-agonists* or
stanns® hes shown significant survival benefit, The iden-
tification of biomarkers of dissase severity that would be
potential therapeutic trgets & thus a key step for develop-
ing novel reatments for AR5,

ARDS pathogenesis 15 characterized by the infux of
protein-rich edema fluid into the ar spaces a5 a conse-
quence of increased permeabilicy of the alvealo—capillary
membrane. High alveolar concentrations of inflammatory
mediators wigger ung newtrophil influx and actvation,
leading to the relesse of reactive cocygen species, proteases,
and cyrokines, all of which contriburte to alvenlar injury ™
The key mole of neutrophils in the pathogenesis of ARDS
was suggested by experimental models showing thar their
elimination decreased the severicy of acute hung injury® as
well as by the clinical oheervation that neutropenia recov-
ery in neutropenic patients with lung mjury was associated
with pulmonary function deterioration

Meutrophil exwacellular traps are extracellular fibers
composed of DA, hiscones, and granule-derived pro-
teins such as elastase or niyeloperoxidase released by neu-
rrophils during a process termed METosiz. 54 Meurrophil
extracellular craps can trap and kill extracellular pathogens
and have been shown to be beneficial during infections:
deficiency in neutrophil extracellular trap production’ ™
or neatrophil extracellular rap scafold destroction by
bacterial DMases™ ! increased the susceptibility to infec-
tons. On the other hand, experimental data suggesting
thar nentrophil extracellular traps may ako cause adverse
Hssue injury e the host have accumulated: extracellular
histones (the major components of newtrophil extracel-
lular treaps) are highly toxic and induce respiracory failure
when infused intravenously,"” and nentrophil extracelular
traps have been detected in the lungs of mice subjected
to endotoxemia'® or aggressive mechanical ventilation.™
Additionally, plasma™ and Jung®™ nencrophil extracellular
trap concentrations have recently been cocoelated with
the severity of human ARDS, A significant body of li-
erature also ilustrated the detrimental role of newtrophil
extracellular traps in various chmcal conditions, includ-
ing autoimmune disorders, thrombosis, and cystic fibrosis,
bt lung and blood neutrophil extracellular rap produc-
tion in human ARDS have not been comprehensively
explored.

W hether nentrophil extracellular traps are nvolved in
the pathogenesis of human ARDS and could be a poten-
tial therapeutic target 15 still unknown, In the current
study, we hypothesized that (1) neotrophil extracellular
traps are produced in the lungs of patients with pneumo-
nia-related ARDS and associated with regional neutro-
phil infiltration, and that (2} bronchoalveolar nevtrophil
extracellular trap concentrations are assochated with
poorer outcome, as aisessed by live ventdlator-free days
ar day 28

Materials and Methods

Methods are furcher described in the supplemencal digiral

content (Supplemental Digital Coment 1, hip: s /links, s
com/ ALM/BRRD).

Study Design

This prospective, single-center, observarional cohort
study was approved by the institutional ethics commit-
tee (Comité de Protection des Personnes He-de-France V)
Paris, France). Consecutive patients diagnosed with pneu-
monii-relaced ARTYS admitted to the medical inten-
sive care unit of Heori Mondor Hospital, Creteil, France,
from January 2014 to May 2015 were eligible for inclo-
sion in the study. Informed consent was obtained from all
included patients or their relatives. Mo staristical power
calowlation was conducted before the study because of the
lack of data available regarding lung nevrophil extracellu-
lar trap production during hwman ARDS at the time the
stindy was dedgned. An 18-month mclusion period had o
pioni been defined.

Patients and Data Collection

Al patients with moderate or severe pneumonia-relared
ARDE (Bedin definiton®] were included consecurively
with the following inclusion criteria: tracheal intubation
and mechanical ventilation snce les than 72, pulmonary
infection diagnosed less than T days betore; hilateral pulmo-
nary infiltrates on chest x-ray;a PaD,/FiO, ratio nog greater
than 200 mmHg with a positive end-expiracory pressure of
at least Som HLOL Moninclusion criteria were 3= follows:
age younger than 18 vr, pregnancy, chronic respiratory fail-
ure requiring long-term oxvgen therapy, Child-Pugh C
Iiver cirrhosis, Tung fibmosis, mmunosuppression, SAPS 11
[Simplified Acute Physiclogy 11 score) greater than 90, irre-
versible neuralogic disorders, or pafiens with withhelding
or withdmwing of hfe-sustiining therpies and profound
hypoxemia (Pac)/Fidy, les than 75 mmHg).

Control - patients (i.e., non—mechanically  ventilated
patients free of ARDE, any active infection, diffise incer-
stitial preumonia, o immunosuppresiion; n = 4], undergo-
ing a bronchoscopy with bronchoalvealar lovage and bload
sampling as part of routine care, were also included (e Table
1, Supplemental Thginl Content 1, hop:/ /links ke camy!
ALMN/BEGD).

ARTY patient received mechanical ventilation wsing a
standardized protective ventilation strategy®®* Other mweat-
ments, incuding nenromuscular blocking agents,® nitric
oxide inhalation,™ prone posifioning,™ and venovenous
extracorporeal membrane ovygenarion, wese admingsce red
depending on the severity of ARRDST The prevention of
ventilarorassociated pneomonia followed 3 muoldfacened
program®™; Sedation and mechanical venrilation weaning
followed standardized protocols
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Demographics and clinical and labomatory variables weme
recorded wpon imtenstve care unit admision, at sample
collection time points, and during intensive care unit sty
Other reconded variables inclsded the use of adpnant ther-
apies for ARDS, the need for hemodiabysis or vasopressors,
corticosteronds adnunstration, the number of ventlator-
and onman filore—free davi at day 28, and the dumation of
mechanical ventibition and of intensive care unit stay in all
panients and 0 servivors only and intensive care wnit moe-
tality The primary clinical endpoint of the stdy was the
murnber of Hve ventilator-free days at day 28,

Measurements of Bronchoalveclar Lavage Fluid and
Bleod Neutrophil Extracellular Trap and Cytokine
Neutrophil Extracellular Trap Concentrations

Bronchoalveolar lavage fuid was collected from all ARDS
patients duning a bronchoscopy within 48h of ARTDS onset
fday 1 to 2 mmple) and, for patients who were alive and
still had ARDS criteria, 5 to 7 days thepeaffer (day 5 to
T sample), Bronchoalveolar bvage fuid samples were also
collected fom controls, A blood sample for the measure-
ment of serum neucrophil extracellular trap and cyokine
concentrations was obtained at the same tdme.

Menwophil exteacellular rraps were quantified by mea-
auring ameloperowidaze DMNA complexes in serum and
bronchoalveolar livage fuid samples usng a previously
desceibed capture engyme-linked immumosorhent assng®
Ciptical density was measured 2t 405nm. A standard curve
was obtamed by dilunon of a strongly positive serum.
Samples were Interpolaced from the standard curve using
the sigmoidal dose—response equation and resulls wers
expressed in arbioary units (detection range: 41,040 arbi-
trary units). Optical density values that were outside the
detection range of arbitrary unies (fe, values less than 4
and greater than 1000 arbitrary units) were replaced by the
threshold value.

forum and bronchoalveolar lvage fuid concentrations
of the main pro- and antiinfBammatory cytokines ivolved
in neuwophil chemotas and activation [intedenkin-g,
interleukin 8, tumor necresis fictor—o™) or inhibidon
(interdeukin-10), 2 well as lung epithelum injury markers
(surfactant protein-T0 and recepror for advanced glycarion
end-products™) were measured using 2 Human Magnetic
Luminex Assay (Biotechne — R&TY Swstems, UKE) and
expresied in ng/ml

Statistical Analysis

This is a primary analysis of this damaset. Contdnuons vari-
ables are reported as medhan |firs—thind quartiles] or mean
+ S0y as appropriate, and compared wsing the unpained
Student’s ¢ test or the Manop—"Whitney test. For comparison
of nentrophil extracelinlar trap branchoalveolar lvage con-
cenfrations at different time points, the Wil owon matched-
pairs signed rank test was used. The median differences and

Neartrophil Extracellular Traps during Lung Infection

their 95% C1 were computed wiing the Hodges—Lehman
estimator. The normality of the data was tested 1sing the
Shapiro—Wilk normalicy test Categorical variables are
reported a5 pumber and percentages (%5% CI) and com-
pared using the chisquared or Fisher test, as appropriate.
When more than two groups were compared, comparisons
were performed msing the Knskab-Wallis test and, when
the global #value less than 0.05, post fior comparisons wers
performed vsing Dunn's multiple comparison tesn Mising
data were not replaced. Mo outlier value was excluded from
the current dataset. Becauee no climcally relevan newerophil
extracellular trap concentration threshaold value was previ-
ously reported in bronchoalveolar loage fod of ARTHS
patients, we had a priod planned to categorize patients
according to median broochoalveslar livage neutrophil
extracellular wap concentrations (1., patients with * highes™
p, patients with “lower' bronchoalveslar lavage newtrophil
extracellular trap concentrations), The relananship berween
nenmophil extracellular ap concentrations in bronchoal-
venkir lavage (expressad as optical densivy] and live ventila-
torfree days at day 28 was fusther asseased using uni- and
multiple linear regression analyses. Teo covariates inchaded
in an exploratory mltbeariable analvsis obwined on the
day of bronchoalvealar lavage 1 collection were selected on
their known prognoss value during ARTIS The relation-
ship berween neumophil exmacellular trap concentrations
in bronchoabveolar lovage (expressed as optical density) and
biolagic (eg., bronchoahealsr neummophil and cymokines)
wvariables was assessed wsing linear regresions or Spearman’s
correlations. All statistical analyses were rwo-tailed, and a2
P value less than 0,05 was considersd significant. Analyses
were conducted wsing the SPSS Base 2100 stansrical sofi-
wiare package (SPSS Inc, USA) and Graphtad Prism ver-
siom 6,00 for Windows (GraphPad Software, LISA),

Results

Seventv-cight patients with maderate—tosevere prienmo-
nia-related ARIDYS were admitted to the intensive cre unit
durng the 1 7-month study period, of whom 43 had nonin-
clusion criveria and 35 were included 1 the stody (eFigure
1, Supplemental Digital Content 1, http:Tmks, Iwow,com/
ALM/BE6D . A microbiolegic documentition was obtained
i B3% (o = 2%25) of meluded ARDS patents {eTable
2, Supplemental Digital Conrent 1, hiop:Tinks, Jww,com/
ALN/BEOH,

Praduction of Neutrophil Extracellular Traps in the
Lungs of Patients with Pneumonia-related ARDS

The first bronchoalveolar lwage and Blood smples were
ohtained after a median delay of 1 day after cracheal into-
bation {e'Table 3, Supplemental Digital Content 1, http:/o
links b com/ALN/BR60). Within 48h of tracheal inta-
bation (days 1 to 2 tme point), paticnts with pnewmonia-re-
lated ARLTIE exhibited significantly higher bronchealveclar
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lmage fluid nentrophil scracellubar trap concentrations
than controls (n = 4] (mediam [1% to 3 guartiles): 154 [74
o 1,000] v 4 [4 to 4] arhitrary unis, difference: —150; 955
CI, =996 to —&4; P= (L0002; fig. 1), whereas the difference
af sarum concentmtions did not reach satistical signifi-
cance (P = 0.072). Bronchoalveolar lavage fluid concentra-
tors of nenrophil extracellular traps were also s times
higher than serum concentrations (26 ashitrary units [4 @
68| difference; —94; 95% C1, —341 to =57, 0 < (LOOOT) in
AR patients, suggesting a hing production of neatrophil
exracellular traps during ARDS, Serum neutrophil extra-
cellular wap concentrations of patencs with higher verms
lower bronchoabveokr lavage nentrophil exracellular traps
did not differ sipnificantly (e Table 4, Sepplemental Digial
Content 1, httpe/links. o comy ALINB360).

Meutrephil extmcellular trap kinencs, which could be
studied in 18 patients alsa sampled at day 5 to 7, showed
that median bronchoalveolar Jaage fluid concentrations
did not vary significantly over dme (P = 0.854; fig. X,
consistent with the lack of significant changes in bronche-
alvenlar lavage nevtrophils between the two fime points
{65% [31 to 75| ws. 23% [13 to 57), differonce: —11; 95%
ClI, =38 to 5; 7 = 0,243 by Wilcowon matched-paits sgned
rank test]. In contrast, serum neutrophil extracellular trap
concenration: decreassd sigmicantly over time (from 47

= BAL fluid (days 1-2)
o Serum {days 1-2)

P={.0002 P=0072
| — | —
103y  crImoe fa%a's"s]
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Fig. 1. Newtrophil exiracellular frap measuraments in broncho-
alveckar lavage (BAL} fluid and serum of acute respiratory dis-
tress syndrome (ARDS) patients (0 = 35} and comirols {n = 4),
Meutrophil extraceliular trap (METS) concentrations In BAL M
{ret frcies) of ARDIS pabients were slgain cantly higher than these
of cantrols (P = 00002} Newlrophil extracaliular frap concentra-
tions insera | e circles) of ARDS patients wers nat significantly
aifterent from those of controls |F = 0.0FZ)k Pvalugs come from
Manr—Nhiney 1es1s Horzomal bars represent median values.

[4 to 48R] to 8 [4 w0 57] arbitrary unios, difference: —21;
5% C1, —80 to 0; P = 0,029 by Wikcoxon matched-pairs
signed rank teat; fig. 2).

Bronchoalveolar Lavage Cellularity, Cytokines, and
Bronchoabeeolar Injury Biomarker Concentrations

There was a strong correlation berween bronchoalve-
alar pewtrophils (n percentage of total bropchoalveolar
lavage cell numbers: 63% [31 to 73] for the whole pop-
ulation) and neutrophil extracellular trap concentmtions
[Spearman’s p = 0.57; P < 0.0001; fig. 3), illustracing chat
more lung neutrophils wers associated with higher bron-
choalveolar newtrophil extracellular trap concentrations.
The correlation between bronchealveolar macoophages
and peatrophil extracellular rap concentrations mirrored
that of neurrophils (e, more bronchoabeolar macro-
phages were associated with less newrophil extracellular
trap concentrations; Spearmani p = —0.52 P < 0.0001;
eFigure 2, Supplemental Digital Content 1, hitpdlinks.
Forw com/ ALN/BEGT).

The guantification of the main pro- and anti-in-
fammatory cytokines (e, interlenkin-6, interlenkin-5,

o Days1:2
< Dars§7

NETs concentration {a.u.)

BAL fluld

Fig. 2. Einetics of neatrophll extraceliular trap concentrations
in bronchoalveolar lavage (BAL) uld and plasma of aeule respl-
ratory distress syndrome (ARDS) patients (n = 18). Thers was
no significant change in BAL neutrophll extraceluiar trap con-
centrations ower tima (/2. between samples cbtained at days 1
10 2 [red circies] and those oitained at days 5 1o 7 e orcies)
fime points, = 0.854). In comrast, neutrophil edracedular rap
concanirations in sara decreased significantly ovar fime [F =
0,024, Pyaluzs coma from the Wikcoxon matched-pais signed
rank test. Honzontar hars represent median vaues. NET, neuiro-
phill etracelluar trap.
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o ARDS patents - BALT (days 1-2)
o ARDS pabents - BAL 2 (days 5T}
o Gerlrols

34 o o

BAL NETS concentration (o.d,)

Initial Presentation and Outcomes of Patients with
Preumonia-related ARDS According to Neutrophil
Extrace lular Trap Concentrations in Bronchoalveolar
Lavage

Patients with higher (o = 17} vevmis lower (n = 16) neu-
crophil extracellilar trap concentrations did not show
climically and statistically sigmificant diferences regarding
age, comorhidities, and severity of illness scones ar ATLDIS
onset (eTable 3, Supplemental Digital Content 1, hitpo/
links. ww com/ALN /BE60). There was alse no significant
difference in terms of ARDS severity acconding to the
Berlin definition, Although ARDS patients with higher
branchoalvenlar lavage neutrophil exracellulas trap con-
centrations did not show sigmbicantly different lung njury
seores® (P = (0L081), these were less frequentdy receiving

b wrdy day ey ERERcRMT0

& a D neuromuscular blocking agents (P = 0.041) at ARDS onset

D= - r . . than ethers, Mo other significant difference was observed

0 0 40 (1] &0 100 berween these two groups at ARTIS onser, including for
BAL neutrophils |%) oxygenation and respiratory mechanies variables. At the ®

Fig. 3. Unear regression of bronchoalveokar lavage fuld
nautrophil extraceliular trap concenirations on bronchoalve-
olar neutrophils, There was a significant relationship betwesn
pronchoaiveolar neutropnil extracelular raps. expressed as
optical densty (0.0.) valees and bronchoalveokar newbrophils,
4z a percentage of tobal bronchoalveolar lavage cell numbers
{F = 0076 + 0LBBA; A=0.32; P< 0.0001], from acarfe respl-
ratory distress syndrome (ARDS) patients sampled at days 1
10 2 {n = 35: e choles) and days 5 1o 7 (n = 18; blue circles)
and coniroés (n = 4; bisek clrciss), The grayed area comprisad
betwean the dashed cuvves deplcts the 95% Cl of the regres-
Slom Ing. BAL, bronchoalveolar Evage; WET, neutrophil extra-
callubar trap.

interleukin-10, and mmor necrosis factor—n) and of
biomarkers reflecting bronchoalvealar epithelium injury
(fe., sarfactant protein—I} and receptor for advanced
ghycation end-product) showed significant differences
between bronchoalveolar lavage fluid and serum con-
centrations of ARTDS patients ag compared with those
of conmols [fig. 4), comsistent with the fact thar all
patierts had  poenmomi-related ARDS, Correlation
matrives were performed o further explore the rela-
tionship betwsen bronchoalveolar neutrophil extracel-
lular trap concentrations of ARTIS patients and cytokine
or abveolar epithelial injury biomarkers and digplayed 2
significant correlation between bronchoalveelar newtro-
phil extracellular trap and interlenkin 8 concentrations
[(Spearmans p = 042 P = 0,012 wble 1), [n conirast, in
wera of ARDIE patients, none of the cyrokines/alvealar
epithelal mury biomarkers measured showed a signifi-
cant corselation with nearrophil extracellular trap con-
centrations (e'Table 3, Supplemental Digital Content 1,
htrp: A flinks lwwcom/ ALM/BERD).

time the first bronchoalveolar lavage was sampled (i.e. 24h
after ARIDYS onset in average), patents with higher bron-
choalwenlar nentrophil extracellular trap concentrations
had higher Fa0,/Fi0, ratios than others (142 [103 to 193]
v 242 [149 to 350] mmHp, diference: 86 [20 o 167]; P
= (L006), while receiving lower tidal volumes (P = 0.021;
eTable 3, Supplemental Dhgital Content 1, htip:/finks,
barwr.coms AL/ BEG0),

The hospital and mtensee care umit mortahty of ARDYS
patient with higher pemus lower bronchoabveolir neutro-
phil extracellular trap concentmtons was not statistically
different {table 2}, Akhough patients wich higher bron-
choalveolar newtrophil extcellular trap concentmtions
crended o require less frequent extracorporeal membrane
oocpgenation support and showed shorter mechanical ven-
ribkoon durations than their counterpars, there was no
statistically significant difference berween the tormer and
the lamer regarding the number of live ventibior—fres days
at day 28 (22 [14 o 35] v 14 [0 o 21), difference: —5;
93% CI, 13 to O; P = 0.066). Furthermore, there was no
starisrically significant association berween bronchoalvealar
neutrophil exracellular map concentrations, eapressed as a
continuous optical density varable, and the number of live
ventilator-free days at dav 28 [ coefficient = 3.70; 95% CI,
—0LE7 to &M P = 0.084), even after entering potentially
confounding variables (Le, PaD/FiCy, and tidal volume)
in an explomtory multiple regression analysis (f coefi-
cient = 240 93% CL, —2.13 to 6.92; P = 0,288, eTable
&, Supplemental Digital Content 1, htep: /o lnks baas com”
ALM/BasL).

Discussion
The current sudy aimed at quantifying for the fist dme

concomutant bronchoalveolar and circulating peutrophil
extracellubar trap production in immusocompetent patients
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Fig. 4. Bronchoakveatar and serum concentrations of pro- and anti-infiammatory eytokines and of biomarkess of bronchoataolar enithafum
injury In patients with lower (n = 18, deeyp bioe cieies) vesus higher (n = 17, sky bive ciroles) bronchoalveatar Evage neutrophil extracel-
|ular wrap concentrations and in conirols (n = 4, apen cikes). (4 Bronchoalveokar vage Muld (global F= 0.004) and serum Interlzukin 1)-6
{glehal P= 0.012) concentrations. {5 Bronchoatveolar lavage fuld (ofobal P = 0.002) and serum 1-8 glabal # = 0.005) concentrabors. (G
Bronchoalvealar lavags fluid (giobal P = 0,184 and serum global P < 0,008 11110 concantrations. () Bronchoaheenlar Evage fluid (ghobal
P = 0.037) and serum (global P = 0.524) fumor necrosis factor (THF|—: concentrations. (5 Bronchosheolar lavage fuid {plobsl P = 0.434)
and sarum (glotal P = (L146) surtackant protain-0 (32-0} concenirations. (A Bronchoalveolar lavage fluid (global P = 0.520) and serum
(olobal P = 0,033 receptor for advanced giycation end-products (RAGE) concentrations. Gaobal P values come rom e Krska-walls test:
post o compansons were performed ssing Dunn's Test when Me slobal 2 value was [ess than 005 [corresponding P valies showr on the
figura). BAL, bronchoalvealar |avage; NETs, nautrophil extracabular fraps, Horzomta/ ars represant median valuss.
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Table 1. Comslation Matrixz Exploring the Relationship batween Bronchoakveokar Beutrophil Exiracelluiar Trap Concantrations,
Bronchoalvealar Cytakines, and Bronchoalvectar Alveolar Epithelium Injury Blomarkers Levels.

BAL biomearkers NETE {o.d.) IL-&
METs jad) Aka 100 nixa
Pruzlus —_ 0482
N ® S
L& 1000
1] —
N H
L& Ata
Pryelup
N
IL-100 Ako
Pz
N
THF-i
Pruzlus
N
=0 Aka
Pruslun
L}
R&SE Aka
Pz
N

Prales and comelion costficients i wens

IL-2 IL-10 THF-cx 5P-D RAGE
1.42% gl [IAREY 0.m6 L1052
oz 0y nEZ 050 amm
) 3 M M 3
0,105 0507 0813 0290 s
0270 « 00 w 0,000 0096 < (LN
i M it 2l 34
1000 0023 0262 006 i
— 035 0138 L5 084
) kL M M kL]
1.000 D767 nare (1T |
— = 0.000H 033 < (L0
3 k1 M 3
1.000 0282 0562
- 007 « (LM
34 34 3
1.000 Qs
— - (L
M4 M
10
2]

bl ler trops (WETs| lewels are expressed in ophical deasiies je.d); N indicates

fed Lsing &
e numise H'm mﬂ*ﬁll[“ﬂm Mummmm; BAL, broncheakectar kwage: L. inkerleukde; RAGE, repior for adven cd

giyction n—l; TNE, umer necros factoo

Table 2. Outcomes of ARDS Patients in = 35) Having Lower (1 = 18) or Higher in = 17) Bronchoalvealar Lavage Fluld Neutrophil

Exiraceliular Trap Concantrations within 72 h of Inhugation

Lowsar BAL NETs Higher BAL NETs

Variables* (n=18) =17} Flalua
Neervilshar- paenciated praumonis 1] 4113 o
Shock doss stemids i 16 n40e
Shock 1207 1064 = (9
Renal repkacement heramy T35 g 0264
ECMO 633 118 Quoes
MV deretion. days

Al patients 10 52| 4[2-10) e

Surmnng paimnts 11 24| B[] Lt ]
N frews da ot day 28, daye 14 0-1] 121435 Q.06
(Orgar-failure free days ot day 18, days 14 -] 1[4 Q061
1010 length of sioy, days

Al patients 19 B-36| 10 [7-15] O0ER

Survivieg pationts 2 B-38 10 [7-14] 0028
10U martabisy ann 212 =089
Hespitnl mortality L a1 =088

Cortinuous varibies ire presanid as meen + 50 when normaly dEiioued and redian Nis-id i) ﬂ‘lﬂﬂﬁ;?llmml‘rﬂ“lmﬂ et or The Man-

Vit inesy b, s oppra prtare. Cariego el varinles are shown s m (36) Pl come from the ahi-squared ar e Asher e e, s

Teant differances, ARDS, scdle respirztory distress syndrome: BAL, Bronchoakeckar limage; ECMO, mummmhgm m:nllt;ﬂ' I'I'IH'II'IH.I
wantilrian; WETs, neutrephil extrace hular trape. Mone of the data pertaining 1o e varatles presenied in this tatie were mssing.

with pneamonia-related ARDS. The main resuls of our
study are as follows: (1) ARDS pabients not only had six-
rimes higher bromchoalveolar than cirewlating neumophil
extracellular trap concentmations, but ako showed higher
bronchoalvealar concentrations than conwols (although

serum concentrations did not significandy differ), suggess—
ing a lng-borne production of neutrephil extracellular
traps during ARTE: (% bronchoalveolar but not serum
neutrophil extracellular tap concentrations exhibited a sa-
ble kinetics over the frst week of ARDS and were tghdy
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correlited with lung neutrophil mfiltration and broncho-
alveolar interleukin-8 concencrations; and (3) bronchoal-
veolar nenmophil exracellular trap concentration was not
significantly amociated with mechanical ventilation dura-
tion, i refiected by lne ventilator-free davs at day 28,
Eronchoalveolar and circulating nearrophil esxtrace]-
lular trap concentrations were quantified n 33 paticnts
with pneumonia-rebited ARDS. Of note, these parients
were all immunocompetent, had a microbiologic docu-
mentaton in more than 80% of cases, and had all been
diaggnosed with moderate_to_severe ARDS  pequiring
mechanical ventilation zsince less than 24 b when included
in the study, As such, neutrophil extracellular trap produc-
tion was quantified in a homogeneous eahort of ATRDS
patients, In this well characterized growp of patients, bron-
choalveolar nentrephil extracellular trap concentrations
were s times greater than circolating concentrations,
Although bronchoalvealar lavage fluid dilution precloades
any aceurate compatisen of neutrophil extmacellular trap
concentrations between bronchoalvealar lavage fAnid and
sera to be performed, such clincally significant concentra-
tions differences between hoth compartments is snggestive
of a lung-horne production of neutrophil sxtracellnlar
traps during ARTDS. Lung infilration by activated neu-
trophils 5 a key feature of diffuse alveolar damage, the
histopathalogic hallmark of ARTYE. Owr finding of a lung-
horne producton of neutrophil extracellular mraps during
prenmonia-related ARTIS iz consistent with such lung
nentrophil influx s well as with previons expenmentl
studies ¥ Indeed, several infections and naninfections
stimli typically associated with ARIDS have been shown
o crigger regional METosis, including live hacteria, lipo-
polysaccharide, interleakin-8, or reactive oxygen species.’®
In an experimental model of influenza pneumaonia-related
ARDS, Marasaraju & ol * demonstrated that lung neutro-
phil extracellular trap production was nduced by influ-
enza vires and redox enzymes and correlared with the
severity of lung injury. Recently, using a murine model of
preumoecoceal poenmonia, Moorchy e 2l showed that
neatrophil extracellular trap generation was associated
with the paevmococcal capsule thicknes, which derer-
mines the susceptibility of Strepfoccms pranmomice to new-
trophil-mediated killing, and proportional 1o the diseass
severity. In contoast, i a two-hit lipopolysaccharide- or
ventilator-induced lung injury mouwse medsl leading to
bronchoalveolar neutrophil extacellular tap production,
Diase treatment did not significantly reduce long injury,
suggesting that the pathogenicity of neutrophil extracelu-
lar traps 15 equivocal and may depend on the cause ofacute
lung imjury.® The fact that more bronchoalveolar neutro-
phil extracellular rraps were associated with more lung
neutrophils (fig. 31 and higher bronchoalveolar interleu-
kin-8 concentrations s consistent with regional NEToss,
as interleukin-8 has been previously shown to be a potent
inducer of newtrophil exracellular oraps formation. ™

Meutrophil extracellular traps kinetics were studied in
18 patients who were sampled both on days 1 o 2 and 5
T after intubation. Interestingly, and although there were
wide interindividual variations, the median brenchoalve-
olar lavage Buid concentrations did not vary significanty
over time, consistent with the lack of significant changes
in bronchoalveolar neutrophils. Such data suggest that
lungg newtrophil excracellular trap production is reladively
stable during the first week of pneumeonia-related ARIDIS,
In contrast, serum peurrophil exracellubie trap concen-
trations decreased significantly over time, illustrating that
METosis exhibited a different kineticz in bload, consis-
tent with the fact that all included patients had a primary
pulmaonary—as appesed to extrapulmonary—infecrion, as
a cause of ARDS Circulating extrmosllular DNA kinet-
ics have been reported in patdents with trauma and were
amociated with organ failure time coume,™ Stable extra-
cellular DMA circnlating concentrations have also heen
reported in ARDE patients > However, no previows study
has described neutrophil extracellular trap kinetics in the
bronchoalveolar compartment of ARDS patients. Our
data show that neurophil extraceliular trap concenmations
remained stable 1 the bromchoalveolar compartment over
time, but the limited number of patients who had been
sampled at the two time points precludsd further explor-
ing this aspect.

[ our study, ARTYS patents having higher branchoal-
wealar neutrophil extracelilar trap concentrations had the
same severity of iliness after intubation than ofers, Yer, they
weere less hypovemic on dayv 1 (e, upon branchoalvealar
lavage fluid sampling] and eventually had a shorter dura-
tion of mechanical ventilation and of tensive care wmit
stay than others. However, no significant asociation was
eventually demonstrated between bronchoalveolar nentra-
phil extracellalar trap concemtrations and the number of
live ventilator—free days st day 26, even affer accounting for
clinically relevant potential confounders (e, Pal, /RO,
ratio and tidal volume) in an exploratory multdple regres-
shom analyss, Importanty, our resulis do ot support the
hypothesis of a predominant detrimental role of newtrophil
extracellolar traps during ARDS, bur wouald instead sug-
gest that nentrophil extracellular traps might be beneficl
during early preamonia-associared ARDS, Such protectve
effect, ifit were confirmed by further studies, could be con-
sistent with the known anomicrobial effects of newtrophil
extrucellular traps, which have been previously shown to
trap and kil 2 wariery of pathogens including Salmesells
typhimirivm, Staphdooocnis aurens, md Candida albizars, ">
Corwversely, patients experiencing chronic granalomatous
dzeass, whose neutophils £l to produce radical oxy-
wen species—dependent neutrophil extracellular traps, are
exposed to severe ceourrent infections. ™ Whether, during
the acute phase of infectious AR DS, neutrophil extracellu-
lar traps have predominant antimicrobial protective effzcs
will need oo be confirmed by forther smodies ® Yet, our

D20 AR G L el A S 00- 060 | R OS06E) LGSR LI D B e L b Sandunciig Wi pepiaism)

518 Anesthesiolegy 2018 1306581-91 Borndily el ai.
Copyrght £ 2018, fhe Amancan Society of Anesthesiologsts, Inc, Woltars Kluwer Haalth, Inc, Unauthcnzed mproduchon of this arficla is prohibdad

96



Neutrophil Extracellular Traps during Lung Infection

resules suggest that rgeting neumophil extracellolar traps
15 an adjuvant cherapy in ARIYS might be at risk in this
setting, On the other hand, one must cerminly keep in
mind that the excess or persistence of neumophil extracel-
lular traps release was previowsly shown to be patentally
injurious to host organs and cells, especially in pulmonary
diseages, = supgasting that a potental detrimental role
of nenmophil extracellular traps in these settings should
not be ruled owt, Our results, together wath the sxsting
hody of licerature on newtrophil extracellular oraps, ilins-
trate that the mechanisms underlying their production and
the houndaries hemween their beneficial and detrimental
effects during dissase states in genenl, and during ARDS in
parccular, are stll to be umvelled. The recent experimental
study of Lefrangais et of.* illustrated that a critical balance
of nevmophil extracellular raps s required to prevent lung
injury and maintain micrebial contrel. Although complete
peptddarginine deiminase 4 deficiency in mice resulted in
decreased broncheoalveolar and plasma neuwophil extracel-
lular trap concentrations, together with lessened lung injury
and mereased bacrerial load, mice with a partial peprddy-
larginine demminase 4 deficiency showed lower lung injury
seores and improved arvival. Croe sdy forcher Sluseeates
in ARIDIS patients that the relationship between bronchoal-
veolar neutrophil exrracellular raps and owrcomes is equiv-
ocal. Further studics should be pedformed to explore the
amoaciation between newtrophil exracellular maps kinetics
and outcomes in infectious and noninfections ARDS,

O study certainly has a number of Bmitatons: (1) This
i 1 monocentric study including a homeogeneous populi-
ton of patens with poeumonia-related ARDS, thes lim-
iting, its sxrernal validing (2) The number of patients in the
cohort is relatively small and the sudy was not designed
based an power calcolations to observe differences between
higher and lower bronchoalveolar Iovage neutrophil extra-
cellular eraps groups, which certainly limited our akility o
observe more outcome differences. We included a small
mmber of control patiens (o = 4) who underwent a bron-
choscopy as part of routine care. However, the narrow
distribution of bronchoalveolar lavage neutrophil extracel-
lolar traps and cyrokines values obumined suggest this was
1 homogeneons group of patients with no obvious acure
lumg inflammation. (3] High concenmations of newtrophil
extracellular traps that were above the detection ranges wers
replaced by the threshold value {i.e., values less than 4 and
greater than 1,000 arbitrary unts), limiting, our ability to
study patients with exreme neuntrophil extracellular trap
concentrations And (4) although we hypothesize that the
amoaciation berween nenmophil extracellular map broncho-
alveolar concentrations and fime to ARDS resclution is
likely to result from cheir antimicrabial effecs, our smdy
does not allow for such 2 causal inference to be down, The
Bt that we could net obtain samples at bath ome poins
fior all patients limited our ability to study neutrophil extra-
cellular trap Einetics,

Conclusion

During early prewmonia-related ARDS, bronchoabee-
olar neatrophil extracellubar traps are correlated  with
regional nentrophik and  inrerlenkin®  concentrations.
Bromchoalveolar newtrophil extracellular trap concentra-
tions were not asociated with the poumber of live wen-
tilator-free days at day 28, Better understnding of the
boundaries between the beneficial and detrimental effects
of neutrophil extracellular traps during ARDS & coucial
before emnbarking on trials aimdng at asesing the effects of
antineutrophil exmracellular wap strategies.
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Understanding the Role of ®|
Neutrophil Extracellular

Traps in Patients With Severe
Pneumonia and ARDS

To the Editor:

We read with great interest the recently published
CHEST artide (October 20019) by Twaddell et o'
which comprehensively reviewed the role of neutrophil
extracellular traps (NETs) in respiratory discases. As
nicely depicted by the authors, MET release by
neutrophils during a process termed NETosis has been
shown to be asociated with positive outcomes,
including extracellular pathogens trapping and killing,

1278 Cormespondsncs

and patentially negative ones, associated with tissue
injury. Better delineating the roles of NETs in the
pathophysiology of ARDS is of utmost importance
becanse NETs conld be potential therapeutic targets.
However, as illustrated in Table 1, the currently
available evidence supporting the hypothesis that the
detrimental effects of NETs exceed their protective
effects in clinical, as opposed to experimental, ARDS s
scarce. Indeed, the four published dinical smdies
assessing the relationship between NET levels and
outcomes show a wide heterogeneity regarding (1) the
case mix of patients included, with one stody induding
310 patients with pneumonia and no ARDS.” ane
stody including mainly patients with tranma-relatad
ARDS,” and two studies including patients with
infection-related ARDS,"” reporting mortality rates
ranging from 4% to 28%; (1) the methods used for
measuring NET concentrations (DN A-
myeloperaxidase or DN A-elastase complexes, cell-free
DMA, and cell-free nucleosomes), where important
differences render the comparison of the studies and
the generalizability of their findings difficult; (3) the
compartment (abveolar vs blood) in which NET
measurements were performed; (4) the delay between
ARDS onset and NET sampling: and (5) the clinical
end points used (development of ARDS,” ventilator-
arquired prewmonia,” ventilator-free days at day 28,7
or hospital mortality’). The condusions that can be
drawn from these heterogensous cohorts are therefore
limited.

Because most interventions tested in ARDS did not
show significant benefit on clinically relevant
outcormes, we do agree with Twaddell et al' that
targeting MET formation in patients with severe
preumonia and'or ARDS may be a promising
therapeutic avenpe. A significant body of experimental
literature has now accumulated and suggests the
potential interest of NET modulation during various
acute lung injury models.” However, more clinical data
need to be acoumulated and a better understanding of
the association hetween NET concentrations,
measured both in serum and in BAL fluid, and well-
selected patient-centered outcomes is required, using
similar and standardized NET quantification
techniques.

Ines Bendib, MO

Cretel] Cedex, France

Lue de Chaizermartr, Phamnl, PHD
Baris, France

[ 15646 CHEST DECEMBER 2019 |
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TABLE 1| Clinical Studies Assessing the Relationship Between METs Concentrations in Serum or BAL Fluid and

Outcomes in Patients With ARDS

Mo, of HET
Sy Mear Patients Clindil Conte ot Mortalny Cuantification Cinical Gutmme Study Limiatons
Ebrahimi 310 Community- 4% In serum: Serurn levels of NETs | Cell-fres
et al®s acquired cell-free assocated wikh: nuclegsomes
2018 preumania nucleosomes | - longer dme o din- are not
Secondary DNA-MPO ical smbility and 100% specific
analysis of a DRA- - incressed adjustad of NET
randomized elestase OR of 30-d mortality farmation
controllad trial call-free ONA Possibla
comparing overestimation
predhisens af cell-free
v placebo nuclessomes
No BAL fluid
measurement
performed
Low mortality
Mika cenic 100 Critically il 25% In BAL fluid: - Higher DNA-MPCO Duration of MY
et al’y patients under DMA-MPO concentrations before BAL
2018 MV with ARDS BaL fluid associated with sampling
{n = 45) and/for cell-free DMNA incressed risk of uriknown
VAP Vap Mo plasma MET
{n = 56) = DMA-MPC and call- measuraments
free DNA performed
concantrations
assoclated with
bacterial burdan
Lefrancais 144 Pneumania- or Mot In serum: = Higher NET levals in | BAL fluid NETs
ot al®/ sepsis-related provided | DMA-clastase, patients with din- concentrations
2018 ARDS (n = 104) DMass [ ical infection- not maasured
and acute related ARDS MPO-NET levels
cardiac vs patients with not messured
conditions acute cardiac
{n = 40) conditions
= NET concentrations
increased with ARDS
severity and
i tality
= Low DMNase [ plasma
concentration in pa-
tents with sepsison
Initial presentztion
assoclated with
development of
ARDS
Bendib k=) Prneumania- 17% In serum and - 'Within 48 h of ARDS Small number of
&t al®y related ARDS BAL fluid: anset, BAL Auid patierts
2019 {n = 35) DHA-MPO levels of DHA-MPD
and comtrol WErE not
subjects (n = 4) significanthy
aasociated with
ventilator-free days
andmortality
- Patents with ARDS
had higher DNA-
MPO levels than
contml suljects
MPD = mydopenoxidase; MY = mechenica wentilation; NET = newtrophil extracdlular trap.
chastjoumal.org 1279

101



Armand Mekonksp Dessap, MD, PhD
Cratell Cedex, France

Sylwvie Chatet-Marti, MO, PhD
Paris, France

Nicolas de Prost, MD, PRD

Cretel Cedex, France

AFFILIATIONS: From the Service de Réanisnation Meéedicale [Des
Bendib, Dessap, and de Frosth, DHU A-TVB, Hopitaax

Universiires Henrd Mondor, Asdstance Pabligue-Hipiiux da
Paris; the Groupe de Becherche Clinique CAPMAS (Dirs Bendib,
Bﬂnp. and de Prost), Faouli® de Médecing de Crédeil, Université
Paris Far Ceeteil; the Laboratodre dTmmunologie ™A uboirmnin o
Hypermaibilités™ (Dirs de Chaisemartin and Challer- Mastind,
Hipital Bichat, Asistinee Hipitaux de Paris; and the
IMESERM UMBY% (Des de Chabsemartin and Challet-Marting,
Umiwersite Faris-Sud.

FIMANCLAL/MON FIM ANCIAL DISCLOSURES: Mone declared.
FUNDING/SUPPORT: This study was funded by a 2013 Clinical
Research Grnt and 2006 Master 2 Grant from the French Tnieraive
Care Sodety (Sociéed de Réanimation de Langue Frangaise).

ROLE OF SPONSORS: The sporsor had no mle in the design of the
atudy, the collection and analysis of the data, o the preparation of
thi manuseripl.

CORRESFOMDENCE Tor Micolas de Prost, MDD, PhD, Service de
Réanimation Médicals, Hépital Henri Mondor, 51, Avene ds
Marbchal de Latre de Tassigny, 94010 Créteil Codox, Franes ¢-mail;
nicolasde-proste aphpfr

Copyright © 2019 American College of Chest Physicians. Published
by Elsevier Inc. All rights reserved,

poi: herpefdoiorg/10.00 16/).chea 2009.08. 2179

References

L. Twaddell SH. Baines K], Grainge C. Gibson PG. The emergng mle of
neutrophil cxtraodlular traps i respiratory discase, Ched
2019156477 -TRE.

2. Ebralemi F, (maglis 5, Hahn 5, o al. Markers of neutrophil
extracellaler traps predict adverse owtconse |n comem unity- acquaired
prcumonie scoondary analysis of & ndomised contrllad trial Ear
Respeir [ H)1851(4). pit: 1701585,

3, Mikacenic C, Moo B Dmyterko V. et al Mewwophil
extracellular traps (WETs) are incressed in the alvenlar spacss of
patients with ventilator-associated preumonia. Crat Care,
21322(1)358,

4. Lefrangals E, Mallavia B, Zhuo H, Calies C5, Looney ME
Maladaptive role of neatrophil extracelialar traps in pathogen
Induced Teng Injury. JOT Trecigher 2008:5(3). ple 28173,

5. Bendib I, Chaisemartin L de. Granger V., et al. Neatrophil
extracellular traps are devated In patients with preumonia-related
soule respiratory distress symdrome. Amesthesiology. 20051 30(4):
881-591.

Response ™
To the Editor: I_I
We thank Bendib et al for their careful consideration of
our article. We agree, given the potential benefits of
targeting neutraphil extracellular traps (NETs) in the
treatment of various lung diseases, more work is needed
to better delineate their fandamental roles. The lack of
consistent dinical definition of these conditions in
published trials, the relatively small number of dinical
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studies, and the variation in timing in sampling from
onset of symptoms only compounds the issue.

We also advocate the importance of measuring specific
mirkers of NETs in the tissue or fluid of interest, such as
BAL fluid in ARDS and assaying markeers known to be
related to specific histones and other nuclear
components of NET forming nentrophils, such as
myeloperoxidase-conjugated DA, alpha defensins, or
citrullinated histones. A correlation berween serum NET
levels and those seen in tissnes and fluids has not yet
been determined and given the complexity of the
responses, we think it is likely to be highly variable.

As an example, serum and airway NET levels are
variable in studies of asthma’" and COPD," and this is
likely related to local factors such as release of
chemotactic factors and tissee damage caused by
proteases as part of the formation and action of NETs

The question remains umanswered as to when NETs are
beneficial and when they are harmful and how we can
effectively target them to achieve best outcomes. Further
clinical stodies are required to better determine the
circumstances that dictate behavior of NETs in
rospiratory diseases.

Scott H. Twaddell, BMed
Peter 5. Gihson, DiMed
New Lambton Heights, NSW, Australia
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2. Article 2: Alveolar compartmentalization of inflammatory and immune cell

biomarkers in pneumonia-related ARDS

Inés Bendib : Asma Beldi-Ferchiou : Frédéric Schlemmer : Mathieu Surenaud: Bernard
Maitre ; Anne Plonquet ; Guillaume Carteaux ; Keyvan Razazi ; Véronique Godot ; Sophie Hie;

Armand Mekontso Dessap and Nicolas de Prost.

Crit Care 2021 25(1):23.

Alors que le sang a été I'échantillon biologique le plus couramment utilisé pour rechercher des
biomarqueurs candidats, le liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) est I'échantillon le plus
proche du site de |'agression et refléete plus précisément I'environnement pulmonaire local
[36]. En fait, aucun biomargueur unique obtenu a partir d'échantillons sanguins n'a été
démontré comme étant systématiquement pronostique dans une récente revue systématique
[48]. Cette absence d'association peut étre due a une compartimentation alvéolaire des
biomarqueurs au cours du SDRA lié a la pneumonie. Dans ce contexte, mieux comprendre
I'interaction des biomarqueurs du SDRA entre les compartiments alvéolaire et sanguin semble
une étape critique pour fournir de nouvelles informations sur sa pathogenése. Pour ce faire,
nous avons mené une cohorte prospective monocentrique de patients immunocompétents
atteints de SDRA associé a une pneumonie modérée a sévere (hors infection a SARS-CoV-2),
avec les objectifs : (1) d'étudier 'interrelation des biomarqueurs entre les compartiments

alvéolaires et sanguins, et (2) d’explorer leur association avec le pronostic.

Les concentrations de 22 biomarqueurs étaient mesurées dans le LBA et le sérum par
technigue Luminex® et I'expression d'HLA-DR et de PD-1 sur les monocytes et lymphocytes
CD8+ alvéolaires et sanguins était quantifiée par cytométrie en flux. Soixante-dix patients
étaient inclus dans la cohorte, et leur mortalité hospitaliére était de 21,4%. L'IL-8 était la
cytokine la plus compartimentée avec un rapport de concentrations LBA/sérum moyen de 20.
Les patients SDRA présentant un état de choc avaient des rapports LBA/sérum plus bas pour
IL-1Ra, I'll-6, IP-10/CXCL10 et I'IL-10, témoignant d’'une décompartimentalisation de la
concentration de ces cytokines entre les compartiments alvéolaires et sanguin (Figure 2 de
I"article). Un rapport LBA/sérum bas d'IL-1Ra était associé a la mortalité hospitaliére, aprés

ajustement sur le score SOFA et la pression motrice (Table 2 de I'article). En revanche, ni

103



I'expression d’"HLA-DR monocytaire alvéolaire ni I'expression de PD-1 par les lymphocytes T
CD&+, ni le rapport de leur expression entre les compartiments alvéolaires et sanguins,

n'étaient pronostiques de la mortalité hospitaliére (Tables S4 et 55 du supplément, pages 198

et 200 du manuscrit).
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Alveolar compartmentalization it

Critical Care

®

of inflammatory and immune cell biomarkers

in pneumonia-related ARDS

In&s Bendib' 2%, Asma Beldi-Ferchiow™, Frédénc Schlemmer®, Mathieu Surenaud?, Bernard Maitra®,
Anne Planquet®, Guillaume Carteaux'?, Keyvan Razazi'”, Veronigue Godot®™#®, Sophie Hie™,
Armand Mekontse Dessap'> and Micolas de Prost’ > 0

Abstract

Background: Biomarkers of disease severity might help individualizing the management of patients with the acute
respiratory distress syndrome (ARDS) Whether the alveclar compartmentalization of biomarkers has 2 clinical signifi-
cance In patients with pneumcnia-related ARDS |s unknown, This study almed at assessing the Intemrelation of ARDS/
sepsis biomarkers in the alveolar and blood compartments and explored their association with clinical cutcomes.
Methods: Immunocompetent patients with preumaoniz-related ARDS admitted between 2014 and 2018 were
Included Ina prospective monocentric study. Bronchoalveolar lavage (BAL) fluid and blood samples wene obtained
within 48 hof admisston. Twenty-two blomarkars were quantified in BAL fluld and semum. HLA-DRY monocytas and
CO&* PD-17 lymphacytes were quantified using fiow cytometry, The primary clinical endpoint of the study was hos-
pital mortality. Patients undergoing a bronchoscopy as part of routine care were Included as controls,

Results: Seventy ARDS patlents were InCluded. Hospital mortality was 21.4%. The BAL fluld-to-serum ratio of IL-8 was
20 times hiigher In ARDS patients than in controks (o < 0.0001). ARDS patients with shock had lower BAL fluld-to-serum
ratio of IL-1Ra (p=0.026], L6 (p=>0.002), IP-1GACRCL O (p=0.024) and IL-10 {p =023} than others. The BAL fluid-to-
serum ratic of IL-1Ra was more elevated In hospital survivors than decedents (p=0.006], even after adjusting for SOFA
and driving pressure (p=0.036). There was no significant 2ssoclation between alveolar or akeolasblood monocytic
HLA-DR or COE* Ivmphocytes PO-1 expression and hospital martal ity

Conclusions: IL-8was the most compartmentalized cytokine and lower BAL fluld-to-serum concentration ratics of

IL-1Ra were associated with hospital moetality in patients with pneurmonia-associated ARDS.
Keywords: Respiratony distiess syndrome, Adult, Pneamonia, Cytokines, HLA-DR antigers, PO-1

Background

The acute respiratory distress syndrome (ARDS) is
the most severe form of acute hypoxemic respira-
tory failure and affects 10% of all intensive care unit

*Cipres pondence: nicol s de-prosgaphpd

! Service de Mededre Intersive Réanimartion, HApiEuy Uneriaees
Henin Mondar, Assstance Publigue-Hapiaws de Fars, 51, svenue du
Maréchal de Latire de Tassigery, 3010 Créteil Cedex, France

Full lis1 of authi information is available 2 the end of the anide

HBMC

(ICLN patients. Despite advances in patient manage-
ment during the previcus decades, hospital mortality
of ARDE remains as high as 40% [1]. As most pharma-
cological interventions tested in ARDS yielded disap-
pointing results [2—4], the identification of biomarkers
of disease severity that would be potential therapeutic
targets or allow for individualizing patient manage-
ment has become a major area of research. Indeed,
combining plasma biomarkers and clinical vanables
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has been shown to improve maortality prediction in
ARDE patients [5] and allowed for identifying subphe-
notypes with different clinical outcomes and thera-
peutic intervention responses [6, 7). While blood has
been the most common biological sample used to
search candidate biomarkers, bronchoalveolar lavage
(BAL) Muid is the closest sample to the site of injury
and more accurately reflects the local lung environ-
ment [&], as illustrated by a pioneer study that iden-
tified BAL fluid—but not plasma—levels of IL-8 to
predict ARDS development in at-risk patients [9]. In
fact, no single Blomarker obtained from bleed samples
has been shown to be consistently associated with out-
comes in a recent systematic review [10]. This lack of
association may be due to an alveolar compartmentali-
ration of biomarkers during pneumonia-related ARDE.

Pulmonary Infections account for the vast majority
of ARDS risk factors [11] and are associated with sep-
tic shock in about 70% of cases. In patients with septic
shock, a sustained decrease in HLA-DR expression on
circulating monocytes [12, 13| was consistently asso-
ciated with an increased risk of nosocomial infections
[14] and a higher risk of death [14-16]. Programmed
death receptor-1 (PD-1} is an inhibitory immune
checkpoint receptor expressed on activated lympho-
cytes and myeloid cells, which participates to immune
toberance maintain [17]. Preclinical experiments using
ARDS [18] models showed a survival benefit of PIr-1
pathway inhibition, suggesting that PD-1 exprossion
on immune cells could be an outcome biomarker in
patients with sepsis [19-21] and ARDS [18]. Sepsis-
induced defects in innate and adaptive immune cells
were not only observed in blood but also in the lungs
of patients dying from sepsis, lllustrating that such
immune alterations also ocourred in sitw, although the
clinical significance of such regional alterations has
not been established [22]. Monitoring bloed mono-
cyte HLA-DR expression has been previously used to
guide targeted immunological interventions [23-25]
and it has been speculated that the guantification
of HLA-DR on alveolar monocytes [26] may enrich
the identification of patients who might benefit from
immunomadulatory interventions [16, 27, 28],

Better understanding the interplay of ARDS bio-
markers between the alveclar and bBlood compart-
ments seems a critical step to provide new insights
into pathogenesis, In the current study, we aimed to
assess in a prospective cohort of patients with mod-
erate to severe pneumonia-associated ARDS: (1) the
interrelation of ARDS/sepsis biomarkers in the alveo-
lar and blood compartments, and (2) explore their
association with clinical outcomes.

Pageldof13

Materiel and methods

Study design

This prospective  single-center  observational  cohort
study was approved by the institutional ethics commit-
tee (Comité de Protection des Personnes lle-de-France
v, Paris, France, #13899), Consecutive patients diagnosed
with pneumonia-related ARDS admitted to the medical
IV of Henri Mondor Hospital, Créteil, France, from
Jamuary 2014 to December 2018 were eligible for incla-
shon in the study, Informed consent was obtained from all
included patients or their relatives.

Patients and data collection

All patients with moderate/severe pneumonia-related
ARDS [11] were indluded consecutively with the follow-
ing inchision criteria: tracheal intubation and mechani-
cal ventilation since less than 48 b pulmonary infection
diagnosed less than 7 days before ICU admission; bilat-
eral pulmonary infiltrates on chest X-ray: a PaOy/Fi0,
ratio = 20 mmHg with a positive end-expiratory pres-
sure (PEEP) > 5 cm H,O. Mon-inclusion criteria were as
follows: age<18 years: pregnancy: chronlc respiratory
failure requiring long-term oxygen therapy; Child-Pugh
C liver circhosis; lung fibrosis; immunosuppression,
SAPS Il (Simplified Acute Physiclogy 1 score) > 20,
irreversible neurclogical disorders, patients with with-
helding/withdrawing of life-sustaining therapies and pro-
found hypoxemia (PaC,/Fi0, <75 mmHg).

Contral patients (ie., non-mechanically wventilated
patients free of ARDS or immunosuppression: n=7)
undergoing a bronchoscopy with bronchoalveolar lavage
{BAL} and blood sampling as part of routine care were
also included {Additional file 1: Table 51). None of the
comtrols was receiving antibiotics at the time of BAL fluid
and blood sampling,

Demographics, clinical and laboratory variahles upon
ICL) admission, at samples collection time points and
during ICLT stay were prospectively collected. The initial
severity of ARDS patients was assessed using the SAPS 11
[29] and the sequential organ failure assessment (SOFA)
scores. Other vartables included the use of adjuvant
therapies for ARDS (Le, neuromuscular Bocking agents,
nitric oxide inhalation, prone positioning, extracorporeal
membrane oxygenation), the need for hemodialysis or
vasopressors, the administration of corticosteroids, the
number of ventilator- and crgan failure-free days at day
28 and ICU mortality, The clinical endpoint of the study
was hospital mortality.

ARDS patients recelved mechanical ventilation using a
standardized protective ventilation strategy [30]. Other
treatments, including neuromuscular blocking agents
[31], nitric oxide inhalation [32], prone positioning [33]
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and extra-corpoereal membrane oxygenation were admin-
istered depending on the severity of ARDS [34]. The
prevention of ventilator-associated pneumonia followed
2 multifaceted program [35]; Sedation and mechanical
ventilation weaning followed standardized protocols [36].

BAL fluid and blood sampling

BAL fluid was collected and preserved undiluted from
all ARDS patients during a bronchoscopy performed
within 48 h of ARDS onset. BAL fluid samples were
also collected from control patients. Concomitant blood
samples were obtained in ARDS and control patients,
Cruring a standard flexible bronchoscopy, the broncho-
scope was wedged within a bronchopulmonary segment.
Four aliquots of normal saline (50 mL each) were instilled
through the bronchoscope within the selected bron-
chopulmenary segment. After cach aliquot was Instilled,
saline was retrieved using a negative suction pressure
(BAL fluid return did not differ between ARDS patients
and controls; median =52 mL [first-third quartiles] [46—
74] mL versus 80 ml [48-91], p=040). BAL samples
were filtered through a 100 pm cell strainer, centrifugated
and BAL cells were then collected in phosphate buff-
ered saline solution, BAL fluid cvtology was performed
by direct microscopy after centrifuging bronchoalveolar
lavage fluid samples (12,000 revolutions for 10 min) and
dying under the May-Grinwald-Giemsa staining, Total
(quantified in cells/ml) and differential (ie., percent of
neutrophils, macrophages and lymphocytes) cell counts
were measured as recommended [37].

Bleod and BAL flukd samples were shipped at room
temperature to the cytometry platform and analyzed
within two hours. EAL fluid and blood samples were cen-
trifuged and supernatants were stored at — 80 "C for sub-

sequent analyses.

Flow cytometry analysis

Blood and BAL flukd immuno-staining were performed
as follows: 100 puL of whole blood or BAL fluid were
incubated for 10 min at roem temperatuce in the dark
with the following conjugated-moneclonal antibedies:
anti-CD3-AATS0, anti-CDE-AATOD, anti-CD2T9 (PD-
1}-PC7 or isotype control, anti-HLA-DE-FPB or isotype
control, anti-CDN4-ECD and CD45-Krome Orange
(Beckman Coulter}, For blood samples, red-blood cells
were then lysed using Versalyse Solution {Beckman
Coulter). Washed blaod and BAL fluid-stained samples
were immediately acquired on a 10-multicolor MNavios
flow cytometer and analyzed with the Kaluza 2.1 =oft-
ware (both from Beckman Coulter). The gating strat-
egy is depicted in Additional file 1: Figure 51 in BAL
fluid i Panel A) and blood (Panel B}, HLA-DR and PI»-1
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quantification were expressed in percentage of positive
cells or mean fluorescence of intensity (MFI).

Inflarnmation and endothelium/alveslar epithelium injury
biomarkers quantification in BAL fluid supernatant
Cytokines were measured at distance using Luminex®
multiplex  bead-based  technology (R&D  Systems,
Minneapolis, MM, USA) and a Bio-Plex 200% instru-
ment (BioRad, Hercules, CA, USA), according to
the manufacturers’ protecols, BAL fluid concentra-
tions of 22 biomarkers, including inflammatory mark-
ers and cytokines/chemokines (interleakin (IL)-1Ra,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12j23p4d), I1L-13, IL-17A,
interferon {IFM)-y, tumor necrosis factor (TNFj-a,
granulocyte—macrophage-colony  stimulating  factor
(GM-CSF), RANTES, CXCL10, Serpin E1), endothe-
lial injury {intercellular adhesion maolecule-1 [ICAM-
1), vascalar endothelial growth factor (VEGE), ven
Willebrand Factor (vW'F), angiopoietin (Ang)-1/2) and
alveolar epithelium injury (receptor for advanced ghy-
cation end products (RAGE), surfactant protein {5F)-D,
amphiregulin} biomarkers, were quantified in BAL fluid
supernatant and serum and expressed in fluorescence
intensities and concentrations (pg/mL).

Data presentation and statistical analysis

Continuous variables are reported as median [1st-3rd
quartiles] or mean + standard deviation (5D, and com-
pared uwsing the unpaired Student ttest or the Mann-
Whitney test, as appropriate. Comparison of paired
quantitative variables was performed using the Wilcoxon
matched- pairs signed-rank test or two-way ANOVA with
repeated measures when more than two groups were
compared. Correlations between continuous variables
were assessed uzing the Spearman method. Cualita-
tive variables are expressed as numbers and percentages
and compared with the Chi® or Fischer tests, as recom-
mended. Uni- and multivariable logistic regression mod-
els were used to assess the relationship between BAL
fluid-to-serum concentration ratios of biomarkers, BAL
fluid-to-bload ratio of monscytic HLA-DR or T CDET
Iymphocyte PI-1 expression, as continuous variables,
and hospital mortality (dependent variable). Adjusted
analyses were performed including major prognestic
varighles dofined a priori (ie., SOFA score [38] and driv-
ing pressure [39]), No imputation of missing variable
was performed. A p value =005 was considered signifi-
cant, Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism {version 8.0, GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA) and B 3.1.2 (The R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria),
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Results

Initial presentation and outcomes of patients

with pneumeonia-related ARDS

One hundred and eighty-eight patients with moderate-
to-severe pneumonia-related ARDS were admitted to
the ICU during the four-year study period, of whom
112 had non-inclusion criterla and 70 were included in
the study (Additional fle 1: Figure 52). A microbiologi-
cal docomentation was obtained in 7% (n=61/70) of
included patients, 657% (w=47/70) of whom had bacterial
infections, and 26% (r = 18/70) had viral infections (four
had bacterial and viral coinfections) (Additional file 1:
Table 52). The comorbidities, clinical and biological char-
acteristics of patients at 1CL admission and at the time
the first BAL was sampled (e, after a median delay of
one day following intubation) are presented in Additional
fike 1: Table 51.

In-hospital mortality was 21.4% (n—=15/70). Patients
who were dead at hospital discharge did not exhibit more
frequent ventilator-associated pneumonia episodes or
septic shock during hospital stay but required more fre-
quent renal replacement therapy than those who sur-
vived (Table 1).

Biomarkers in the brenchoalveolar lavage fluid and serum
of patients with pneumonia-related ARDS

Biomarkers previously shown to be associated with key
pathways invelved in the pathophysiology of ARDS [8,
10] were guantified in BAL fluid and serum samples
obtained in average one day after intubation and com-
pared with those of controls, As expected, dramatically
higher concentrations of these biomarkers were observed
in ARDE patients (Additional file 1: Figures S3a and 53h).
Significant positive correlations were observed between
BAL fluid and serum concentrations for most of the stud-
hed bhomarkers (Fig, 1a), Inan attempt to assess the alveo-
lar concentrations of these biomarkers relative to those of
serum, we computed BAL fluid-to-serum concentration
ratios (Figs. Za, b), Strikingly, BAL fluid-to-serum ratios
of most of the measured biomarkers ylelded values close
to 1 in ARDS and controls, indicating no concentration
gradient between the alveclar and blood compartments,
while values greater than one were observed for SP-I
IL-6, IL-8 and IP-10/CXCL10. Of note, the only cytokine
that showed a significantly higher ratio in ARDS patients
than in controls was 1L-8 (p<0.0001, Fig. 2a), with meas-
ured concentrations which were 20 times as high in BAL
fluid than in serum, We further investigated whether
patients who had septic shock at the time the biemarkers
wiere drawn exhibited different BAL flaid-to-seram ratios
than others. Interestingly, most of the cytokines involved
in innate immunity (ie., 1L-1Ra, [L-6, IP-10/CXCL10 and
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1L-10], together with Ang2, a biomarker of endothelial
injury, showed significantly higher ratios in non-shocked
versus shocked patients, indicating less abveolar compart-
mentalization of these blomarkers in shocked patients
{Fig. Zb).

An exploratory analysis assessing the prognostic value
of the BAL fluid-to-serum ratio of these biomarkers indi-
cated that 1L-10, IL1-Ka, amphiregulin and RAGE were
significantly associated with hospital mortality (Table ).
Yet, the only biomarker whose BAL fluid-to-serum ratio
remained significantly associated with mortality after
adjusting for admission SOFA and driving pressure was
IL-1Ra (Tahle 2). A comparison of the area under the
curves of receiver operating characteristic curves for
serum versus BAL fluid versus BAL fluid-to-serum ratio
of [L-10, [L1-Ra, amphiregulin and RAGE and hospital
mortality consistently showed that BAL fluid-to-serom
ratins had the strongest association with hospital mortal-
ity, except for serum RAGE levels that showed the same
prediction performances than did BAL fAuid-to-serum
rathos {Additional file 1: Figure 54). Raw BAL flubd and
serum biomarkers concentrations in survivors and dece-
dents are shown in Additional file 1: Table 3.

Cell surface biomarkers on bronchoalveolar and blood
leukncytes of patients with pneumonia-related ARDS

As expected in pneumonia-related ARDS, BAL fluid cel-
larity was olevated (median: 470 x 107 collsfmL [227-
975) and differential cell counts showed a majority of
neutrophils (69% [38-34], Table 1), consistent with alveo-
lar inflammation.

We quantified the monocytic expression of HLA-
DR, a prognostic cell surface biomarker in septic shock
patients [15], on bronchoalveolar and circulating monge-
cytes, within 48 h of tracheal intubation. As compared
with contral patients, those with pneumenia-related
ARDS exhibited significantly lower HLA-DR expression,
both on circulating (p<0.0001 when expressed in per-
centage of positive cells; Fig. Ja) and alveolar (g < 00001
when expressed in MFL Fig 3h) monocytes. ARDE
patients also displayed dramatically higher HLA-DR
expression, expressed both in percentage of positive cells
(< 0.0001: Fig. 3a) and MFI (g < 0.0001; Fig. 3b), on thelr
alveolar than on their bloed monocytes, consistent with
the recruitment of activated monocytes in the infectad
lungs. Of note, there was a significant positive correlation
between HLA-DR expression on circulating and on alve-
olar monocytes (Fig. 1b). The BAL fluid-to-blood ratio of
HLA-DE monocytic expression was computed so that to
beotter assess the compartmentalization of this biomarker
during pneumoniz-associated ARDS: when expressed
in percentage of HLA-DR positive monocytes, the ratio
was higher in ARDS patients than in controls, We also
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Takle 1 Characteristics and ocutcomes of patients with pneumonia-associated acute respiratory distress syndrome
|n=T70) who survived (n = 55) to hospital discharge or not (n=15)

Variahles Roailable data Survived Dried p valus
N=5§ N=15%
Age 0 59 [51-48] 5779 g7
Geander, male m 38 (540 12 (B0 n407
EMI, kg Fi 733 r-34 264 [237-280] 4450
Dizhetes melitus i 16 (20 e il 483
oD i 10 E 3200 nar2
Chionic heart failurs ri 1018 3200 rA72
Liver cirrhiosis Fli 3G O 355
Smoker i 2444 B3 504
Patiznts characrenstics upon KL admission
SOEA 0 9[7-10] 12[5-14] 1142
ARSI m 43 [31-55] 53 [41-563] 185
Admisior-intubation”, days Fii 0 o100 Q0 [oo-1.0 19451
Murnber of ARDS risk factors b1} 10-2 -1 B23e
Temperature i 385 [38.0-321] 3.2 [375-395] D432
ARDS severiry (Betlink T {ira b
Mid FICH aim
Modianmte 0 [36) 533
Severe 33 [B0) 104671
Dhiving peessure, anH, D Fli 1412-17] 16 [13-20 0240
Crs, mLAomiH 0 i 2 [23-34] 28[21-33] 2
Lung injury socie m 25[22-30 222027 418
PEEP, cmH 00 0 160 [E-132] 8514 Ty]
Tidal volusme, mlfkg of PEW ] &1[58-45] aifan-65] D542
Pall/ RO, eatio, mmHg b 92 [73-139 91 [73-188] 058
Fall0, mmHg Fii 46 [40-51] 50 [33-59] A58
pH i T rar-rad Fan[ras-73d] 251
Arberial blood lactates, mbd Fii 15[10-25] 1210-37 A1
Crestinine, oL b1} B5 [E5-145] 130 [B1-234] rg
Balinubin, pmald M 11 [F-15] 19[12-548] D008
Feocthuombin time, % Fi 76 [E4-54] &0 [42-74] oOvE
WBC counits, 10%mm? 0 11.7 j8.0-19.5] 135 [23-185] Dadg
Mzuromusoular blockers n A [FH) 12{eo) 0558
Feore position Fii 2038 30m 0233
EChMO Fli 2[4y T 07
Sheck® m 14 25) Tl 0112
Patiznts characresstics upan BAL ) sampling
SOFA 0 BE-10] 17-13] A3
Irtubation-BAL 1 ¢, days ] 10[10-1.0 10[10-10] 0858
BAL cells, 10"l Fii 415 [224-362] 565 [350-1700] E57
BAL maciophages, Fli 25 12— 25 [B-51]1 775
BAL lymphocytes, % i -] 5151 530
BAL neutrophils, % m &9 [35-83] 72 35320 &S
Dhiving peessure, b, O 0 12 [ho-14] 15[12-17] .03
Crs, mLfomi,0 ] 33 [543 32 [32-20] LER
Lumg injury soce Fi 25 [22-300 22[20-27 418
PEEF, cmH O Fli 10 [B-14] BI5-101 0018
Tidal volume, mlAg of FEW i &1 [58-65] 6.1 [58-63] nesd
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Table 1 |continued)
Variables Brailable data Suryived Died pvalue
N=35 N=15
Fall, T, ratio, mmHg mn 168 [116-241] 138 [117-238] 457
Fall, mmHg i 24 [35-47] 47[38-57] 0931
pH i 739 [73e-7.4] 7.35 [726-7.40] b7
Arterial bbood |actabes, mid i 13 [0 8-z 15[12-27 0175
Creatining, pmalbL m o [E5-166] 179 [31-255] 0,009
Bilinubin, prmetL ki 11 [7-19] 21128 0029
Prothimembin time, % 0 73 [1-80] 51 406 0.007
Platelets, 10°mm? i 198 [149-268] 185 [130-238 0223
WBL counts, 10%mm” i 10.7 [B6-18.7] 155 [103-204] 0383
Lyrrmhocytes, 103 mm? 62 08 [0E-13 1Lo[as-21] 366
Monocytes, 107w 62 as03-10 a5[02-14] 0308
Meutrophils, 107 mm’ 62 21 [Fo170] 132 [95-153] 0533
Meuromusaular blockers 0 35 [E5) 173 545
Prone pasition o 22 [40) 3 {30 52
EChD i 345 30200 0074
Shiock” i 12 (22 7R 055
Oeitoomes
WP ki 17131 533 »099
Viral eeactivation 0 S{1E) el 161
O 28} 1{M 521
HEY 7413 4{26 0215
Shock dose stermids n 17 [21) 7an 0254
Sheck? m 3 [71) 9 500 D420
Renal replacerment therapy i 14 [25) 24600 00z
ECRAD 0 407 407 [as8
M duration, days m 8 [5-20] 9 [4-30] B2
W free days at day 28, days m 0[11-23] 0 jo-0] < U003
ICLH lergth of stay, doys mn 16 [3-25] 10 [5-33] [
Haspital lergti of stay, days e 24[13-51] 10 5-50] [0S
ICU mortality i VL) 13487 < 0001

AR acute respiratony distress syndmma, B4L bronchoakseolar lavage, &Hrhndr miaas index, Mmh\nm OO chironic chefnuctive pulmonary dessss, Crs

compliancs of tha respiratory sysham, WAP want|stor-a opaired ]

writ, M mechanical ventiltion, PEEF pos e and-eapiratony preasune, m‘pmﬂ.‘tﬁd bty W kght, 50FA

physinlogy oo I, WEC whits biood coll
Eolded p values are statistically significant (p« 00

Traal iy

HSFHIpn:rnpbu wirus, AU Intenshee cars
organ falss %, SAPS I simplhad acute

palucs come from the Mann-Whitney test; calegorical variablos am shown aa n & p values come fram the Chi® or the Fisher exact test, as appropriale

* Time alapsad betwaean 10U admission and tracheal inhabation
b py definad by the Sepsis 3 definition

© Time alapsed between tracheal intubation and =ampling of the frst bronchoaveolar ivage (BAL 1)
© Bsdefinad by the 5apsts 3 detniton; continos varables are presented a5 median 1173 quartiles]

compared this ratio between pathents with and without
septic shock, as HLA-DR monocytic expression is an
outcome biomarker in this spedific group of patients, and
observed that it was lower in the former than in the latter
{Fig. 2b).

There was no statistically significant  assoclation
between HLA-DE expression on alveolar monocytes

and hospital mortality, even after adjusting for paten-
tially confounding variables (i.e., 30FA score and driv-
ing pressure, Additional file 1: Tahle 54). There was
also ne significant relationship between the BAL fluid-
to-blood ratio of HLA-DR monocytic expression and
hospital mortality. There was a negative correlation
between HLA-DR on alveolar monocytes and the SOFA
score (Spearman r=—0.4%; p=0.0003).
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Patients with pneumonia-related ARDS exhibited
significantly higher PD-1 expression on both alveolar
{r=0.001) and blood (p=0.022) T CDE" lymphocytes
than did control patients. Among ARDE patients, a
higher expression of PD-1 was also observed on alveolar
than on blood T CDET lymphocytes (p<0.0001; Fig. 3c
and p=0.016 Fig- 5d), consistent with the recruitment
aof activated CDEY lymphocytes at the site of infaction.
There was no statistically significant association between
PFD-1 on alveolar T CDE* lymphocytes or the BAL fluid-
to-blood ratie of PD-17 CDET cells (in percentage or
MIFT) and hospital mortality (4dditional file 1: Table 55).

Discussion

The current study inclded 70 patients with pneama-
nia-related ARDS and quantified the concomitant con-
centrationfcell surface expression of biomarkers in the
bronchoalveolar and blood compartments. This was a

cohort of homogeneous immunocompetent patients,
all diagnosed with moderate-to-severe ARDS since less
than 48 h when induwded in the study. The main results
of the eurrent study are as follows: (1) 1L-8 had the high-
est BAL fluid-to-serum concentration ratio and IL-1Ra,
L6, [P-1/CHRCLI0 and 1IL-10 showed higher lung/
Blood concentration gradients in non-shocked than in
shocked patients; ((2) in an exploratory analysis, IL-1Ra
were associated with hospital mortality after adjusting
for major confounding variables defined a priori (ie,
SOFA and doiving pressure); and [3) HLA-DR expres-
sion measured within 48 h of intubation on monocytes
and PD-1 expression on T CDET lymphocytes showed a
ling compartmentalization, but were not associated with
hos pital mortality,

The identification of reliable biomarkers constitutes a
mafor area of research in ARDS to help predict its devel-
opment, stratify disease severity into more accurate
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Fig. 2 Bronchoalveclar lavage [BAL) fluid-to-serum concentration ratos (s, b) and BAL fluid-to-blood celis ratio {c, di. BRDS patients (ght red] are
comparned with coreols lopened cecles) fa, € ARDS patients with shock idark blued ane companed wieh ARDS panients without shock Dight blue) b,
. Symibok indicate rmedian and baes show the 1st and 3rd w@niles. o values come from the Mann-Whitney test; "Concentations of Senpin, LANTES,
IL-7, VEGF and amphireguiin could nat be measured in conteals; BAL fluid-ta-serum concentration atias of IF-y and IL-10 could not be computed

becase serum concentrations equaled to zem in controk

phenotypes, provide new insights into its pathogen-  been made nsing multiparametric approaches combin-
esis and monitor response to treatment [8]. Although  ing clinical and biological variables [6, 7], no single bio-
improvements regarding patient phenotyping have marker obtained from blood samples has been shown to
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Table 2 BAL fluid-to-serum concentration ratios of cytokines and epithelial/endothelial injury biomarkers in pneumonia-
associated ARDS patients who survived (n=55) to hospital discharge or net (n=15)

Survived [n=55) Diied (0= 15) Univariable analysis Multivariable analysis
OR95% 0l walue® OR 95% €1
’ prvey

THF-a 1.78[1.34-1.40] 217 [101-4.41] 096 [082-1.13] 0512 -
L-10 13a[1.03-239] 108 [0.75-055] 031 [0.11-087] 0014 033014109 0060
FH-r 1530133193 138 [L.16-181] 078 [037-1.54] 0310 -
P10 CECLID 4531 73-057] 216 [076-4.07] 092 [081-1.04] 0073

L-17a 106105129 114 [107-121] 081 [0.40-1.85] 0543

Y al] 20,96 [.07-4231] 1057 [7.70-24.0%] 097 [0.83-1.01] 0163

L& 3481001008 136 [D51-4.77] 035 [086-1.04] 0.9 -
W-Fa 1,03 [0.55— 1 82 050 [0.28-0.72] 015 [0.03-072] 0.006 .18 [004-0.88] 0,036
L1z 061 032087 057 [0.13-1.27] 083 [0.28-2.47] 0:805

w@p 423 [757-8.55] 487 [1.43-6.50] 094 [0,82-1.07] 0303

GMCEF 1£0[107-1106] 1.50[1.14-2.45] 1.33 [0.74-235] 0899 -
arghiegulin 148[118-2.14] 113 [D32-1.95] 0.31 [Dn7-1.37] 0.037 044 [013-1.49] 019
IL12-23p40 134[1.16-1.59] 1.15[102-1.43] 054 [0.18-2.15] 0.130 -
g 0.0 0131112 [ O] [ [OLH-31.68) 0.274 -
gl 001 [000-0.01] D07 [000-0.08] 387 [0-57% 7é0| 0,763

ICAM 044 [0.10-1.03] 023 [0.12-0.54] 022 jo04-1.15] 0079 -
WA 038 [0 7-0.44] 0,19 [0.14-0.31] 004 [D10-4.43] 0,100 -
RACE 236[1235-385] 130 [054-2.00] 038 [034-0.8] 0,021 059 [034-1.04] nns?
VEGF 017 [007-0.74] 033 018177 008 021107 0223 -

IL-7 048 [035-057] 041 [o30-0.73] 0.7 [o03-1808) 045

AANTES 002 [001-0.05] 006 [01-0.24) 235 [1-6€, 560] 0.178 -
SerpinEl 242 [051-456] 150 [028-5.56] 1.03 [085-1.25] 0564 -

Varablas ane sxprassed as median [152-3nd quartiles] of funresrencs ntensity
08 o Ol adds ratio and their 95% confidenca imterval
* Unadisted pvalues come from the Mann-Whitney test

B pdjusted o vaiiees wiskiing statEncal SORACance 3 the <005 kel oome from maivarsbis gl Fgresson analyses and wers adjusted for SOFA 3nd dming
[pressure by multivarble igistic agression analysis; bolded resulis are significamt at the o< 0.0 kel

be consistently assodated with outcomes [10], posaibly
because of a compartmentalization of biomarkers dur-
ing pneumonia-related ARDS. In the current study, we
explored the interrelation between alveolar and blood
concentrations of biomarkers previously associated with
ARDS and observed significant correlations between
both compartments for most of the cytokines meas-
ured. Yet, alveolar concentrations of pro-inflammatory
cytokines, incluoding 1L-6, IL-8 and [P-100CXCL10, and
of SP-D, were significandy higher than their serum con-
contratinns, consistent with a lung boarne production of
these biomarkers, the most compartmentalized of which
was [L-§, a potent neutrophil chemoattractant, confirm-
ing its pivotal role in ARDS pathophysiology [5, 9], More-
over, the fact that patients with shock had lower BAL
flubd-to-seram concentrations ratios of the main pro/
anti-inflammatory cytokines (e, IL1-Ba, IL-6, 1P-10/
CXCL10 and IL-10) suggests that less lung-compart-
mentalization of these mediators might be a mechanism

lzading to extra-pulmonary organ failures complicating
the course of ARDS, as previously hypothesized [40, 41].
The fact that lower values of the BAL fluid- to-serum ratio
of [L-1Ra was associated with hospital mortality, even
after adjusting for SOFA and doving pressure, reinforces
this hypothesis.

HLA-DE expression on alveolar monocytes of ARDS
patients was lower than that of control patients, sug-
gesting a down-regulation of HLA-DE expression in
the infected lungs. Such finding mirrors the previ-
ously reported down-regulation of HLA-DR expres-
sivn on circulating monocytes of patients with septic
shock [13]. During septic shock, monocyte deactiva-
tion, defined as diminished antigen-presenting capacity
reflected by the down-expression of HLA-DR, has been
repeatedly assoclted with morbidity and  mortality
[14, 15]. The decrease in HLA-DE expression on cir-
culating monocytes is thus a robust predictor of out-
come in septic shock patients, which can be restored by
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immunestimulation with GM-CSF [24]. However, we
did not observe a significant association between early
HLA-DE expression on alveolar monocytes and hospital
mortality. Few studies focused on the outcome impact
of a decreased alveolar monocytic HLA-DR expres-
sion, Making the hypothesis that reversing HLA-DE
down-regulation on alveolar monocytes would improve
outeomes, Herold et al administrated inhaled GM-
CSF in six patients with pnewmonia-related ARDS with

documented decreased HLA-DR expression on alveolar
monecytes, as a compassionate intervention [22]. In this
pilat study, inhaled GM-CSF administration was associ-
ated with improved oxygenation and restored HLA-DRE
expression on alveolar monocytes, but the lack of control
arm and the low number of patients treated precluded
any firm conchision to be drawn. Our data show that
monitoring HLA-DR expression on alveclar monocyles
during the frst 46 h of preumonia-related ARDS did not
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allow for identifying a subset of patients at higher risk of
poor outcomes, thus suggesting this blomarker should
not be used—at least during the early phase of ARDS—
o monitor regional immune status or guide therapeutic
interventions.

Interestingly, HLA-DR expression was higher on alveo-
lar than on circulating monocytes in preumonia-related
ARDS patients. Such compartmentalization of HLA-DE
expression has already been observed in septic shock
patients [42]. The fact that alveclar monocytic HLA-
Dt expression was also lower in ARDS than in control
patients is consistent with the recruitment of circalat-
ing monocytes into the alvenlar space [44]. As expected,
the SOFA score was negatively correlated with HLA-DE
expression on alveclar monocytes, suggesting that the
number of organ failures was assoclated with monocyte
deactivation in the lungs, as previously shown in circulat-
ing monocytes of septic shock patients [14].

We alse quantified PD-1 expression on alveslar and
blood T CDE" lymphocytes. Patients with pnewmonia-
related ARDS exhibited significantly higher PD-1 expres-
sion on both alveolar and peripheral circulating T CD&"
lymphocytes than control patients. This is consistent
with the work of Zhang et al. [45] reporting higher PD-1
expression on peripheral T cells of septic shock patients
than on those of controls. Several studies reported that
patients with septic shock and high levels of PD-1 expres-
sion on peripheral T lymphocytes were more likely to
have an increased mortality and more ocourrence of
nosocomial infections [20] and Morrell et al. reported
that PD-L1/PD-1 pathway-associabed genes were signifi-
cantly decreased in alveolar macrophages from ARDS
patients who died or had prolonged mechandcal ventila-
tion [46]. However, we observed no significant associa-
tion hetween PD-1 expression level on alvealar T CD&E
lymphocytes and outcomes. Additionally, patients with
pneumaonia-related ARDS had significantly higher PD-1
expression on alveslar than on blood T CDE™ lympho-
cytes. Such compartmentalization of PD-1 expression
was already observed in preclinical experimental as well
as in autopsy studies and may chiefly reflect the recruit-
ment of activated lymphocytes at the site of infection [22,
47].

Our study certainly has a number of limitations.
Thiz iz a monocentric study including a homogensous
population of patients with pnenmonia-related ARDS,
thues limiting its external validity and the generaliz-
ability of the findings. The relatively small number of
patients included precluded validating our results in
an independent validation cohort, and the resolts of
the conducted analyses, some of which would loss sta-
tistical significance after accounting for multiple test-
ing, should be considered exploratory and interpreted
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with caution. Regarding the analysis of the relationship
between blomarkers and hospital mortality, we have
chosen not to control all statistical tests performed
fior multiple testing but instead preferred to adiust for
prognostic variables defined a prion (ie, SOFA score
and driving pressure). Our control patients' population
only included spontaneously breathing patients, not
receiving antibiotics at the time of BAL fluid sampling,
which might have contributed to between group differ-
ences. Other limitations of our study are the constraints
associated with measuring BAL fluid-to-serum ratios
of biomarkers, and limiting their analysis in "real life”
conditions. We thus acknowledge the current study is
mare likely to have an impact en our understanding of
the pathophysiology of the compartmentalization of
biommarkers during ARDS than en clinical management.
The flow cytometry gating strategy used for distin-
guishing alvealar monacytes from macrophages did not
use antibodies for CD206 and CD169 [45] but identi-
fied side scatter intermediate (55C), CD45" and CD14°
cells. Although such methods were previously reported
[49], we cannot exclude that our alveolar monocytes
population was contaminated by macrophages. Last,
we chose not to normalize BAL fluid concentrations of
the studied biomarkers using BAL fluid-to-serum urea
or albumin concentration ratios, as none of these meth-
ods has been shown to improve the accuracy of the
measurements performed [30, 51]. Our study also has
some strengths, including a prospective design allowing
for uniform timing of measurements at a clinically rel-
evant time-point and the combination of dinical, flow
cytometry and cytokines data,

Conclusion

In conclugion, this study showed that, in patients with
prewmonia-associated ARDS, IL-8 was the most com-
partmentalized cytokine and that lower BAL fluid-to-
serum concentratien ratios of IL-1Ra were associated
with hospital mortality, even after adjusting for SOFA
and driving pressure. In contrast, neither alveolar monao-
cytic HLA-DR expression nor T CD8" lrmphocyte PD-1
expresaion were prognostic biomarkers.
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3. Article 3: Functional Ex Vivo Testing of Alveolar Monocytes in Patients with
Pneumonia-Related ARDS

Inés Bendib, Asma Beldi-Ferchiou, Frédéric Schlemmer, Bernard Maitre, Mathieu Surenaud,
Sophie Hie, Guillaume Carteaux, Keyvan Razazi, Jean-Daniel Leliévre, Yves Lévy, Armand

Mekontso Dessap, Véronigue Godott, Nicolas de Prostt.
Cells 2021 10(12):3546.

T contribution égale

Nous avons observé que |'expression d'"HLA-DR par les monocytes alvéolaires était plus
faible chez les patients ayant un SDRA septique que chez les patients témoins [380] . Cette
observation a fait soulever I'hypothése d'une désactivation des monocytes dans les poumons
des patients SDRA, de facon analogue a ce qui a été observeé sur les monocytes circulants de
patients en choc septique [285]. Cependant, |'expression d"HLA-DR par le monocyte alvéolaire
n'était pas associée au pronostic (mortalité hospitaliere) dans notre cohorte de patients
atteints de SDRA infectieux. La caractérisation des dysfonctionnements des monocytes induits
par le sepsis par des tests fonctionnels (e.g., étude de la phagocytose ou de la capacité de
libération de cytokines) pourrait étre plus appropriée a I'étude des altérations immunes
associées au sepsis dans le compartiment alvéolaire sur le plan de l'enrichissement
pronostique. L'immunomonitoring de I'expression d’"HLA-DR des monocytes circulants a déja
été utilisee pour identifier les patients susceptibles de bénéficier d'interventions
immunomodulatrices [216, 295]. Cependant, peu d'études se sont focalisées sur les
monocytes alvéolaires malgré leur role central comme premiére ligne dans la défense innée
des infections pulmonaires. Contrairement a l'expression d'HLA-DR sur les monocytes
circulants, la quantification d'HLA-DR sur les monocytes alvéolaires n'était pas un
biomarqueur pronostique chez les patients atteints de SDRA lié a une pneumonie [380]. Cette
divergence nous a amenés a nous interroger sur la relation entre le niveau d'expression

alvéolaire d"HLA-DR et les fonctions des monocytes alvéolaires.

Dix patients SDRA et sept patients témoins étaient inclus dans cette étude dont |'objectif
principal était d'évaluer la relation entre |'expression monocytaire d'HLA-DR et leur altération

fonctionnelle. Les monocytes étaient immunophénotypés par cytométrie en flux. Les tests

118



fonctionnels étaient réalisés sur des monocytes sanguins et alvéolaires aprés stimulation ou
non in vitro par du LPS. L'activité de phagocytose et la production intracellulaire de TNF
étaient quantifiées a I'aide d'anticorps spécifiques conjugués a des fluorochromes [294].
Comme dans le travail précédent [380], les monocytes alvéolaires et sanguins des patients
SDRA présentaient une expression d'HLA-DR significativement inférieure a celle des témoins
(Figure 2 de I'article). La capacité de phagocytose des monocytes n’était pas significativement
différente selon le groupe (SDRA vs témoins) et selon le compartiment (alvéole vs sang)
(Figure 5 de I'article). Aprés stimulation par du LPS, les monocytes alvéolaires et sanguins des
patients SDRA montraient une production intracellulaire de TNF significativement inférieure
a celle des témoins (Figure 6 de I'article). Enfin, il n'y avait pas de différence significative dans
la capacité de phagocytose et la production intracellulaire de TNF des monocytes alvéolaires
HLA-DR™ vs HLA-DR* (Figures S2 et S3 du supplément en ligne de I'article, pages 211 du
manuscrit). Nous avons ainsi pu mettre en évidence que les monocytes des patients SDRA-
septigue ont un statut désactivé et une capacité de production de cytokines inflammatoires
altérée mais conservent une activité phagocytaire similaire aux patients non-SDRA. Le niveau
d'expression d’"HLA-DR sur les monocytes alvéolaires ne doit cependant pas étre utilisé comme

marqueur de substitution de |'activité phagocytaire ou de la capacité de production de TNF.
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Abstract Biomarkers of disease severity might help with individualizing the management of patients
with acute respiratory distress syndrome (ARDS). During sepsis, a sustained decreased expression of
the antigen-presenting molecule human leucecyte antigen-DE (HLA-DE) on circulating monocytes
is used as a surrogate marker of immune failure. This study aimed at assessing whether HLA-DE
expression on alveolar menocytes in the setting of a severe lung infection is associated with their
functional alterations, BAL fluid and blood from immunocompetent patients with prewmonia-
mlated ARDS admitted between 2006 and 2008 were isolated in a prospective moneoeniric study.
Alveolar and blood monecytes were immunophenotyped using flow cytometry. Functional tests
wem performed on alveolar and blood monocytes after in vitro lipopolyssccharide (LPS) stimulation.
Phagocytosis activity and intracelbular tomor necrosis factor (TNF) production were quantified asing
fluomochrome-conjugated-specific antibodies. Ten ARDS and seven non-ARDS control patients were
included. Patients with preumonia-related ARDS exhibited significantly lower HLA-DR expression
both on circulating (p < 0L0001) and alveolar (p = 00002} moneeytes. There was no stabistically
significant differenice observed between patient groups (ARDS va. non-ARDS) regarding both
alvealar and bleod monocytes phagoeytosis activity. After LPS stimulation, alveslar (p = (L027)
and bleod (pr = 00005) monocytes from preumoniz-related ARDS patients had a significantly lower
intracellular TMF expression than non-ARDS pabenta. Monocytes from paeumonia-related ARDS
patrents have a deachivaled stabus and an impaired TNF production capacity but display potent
phagocyhic activity. HLA-DR level expression should not be used as a surrogate marker of the
phagecytic activity or the TNF production capacity of abveolar monocytes.

Keywords: acute respiratory distress symdrome; preumonia; HLA-DE; TNE; phagocytosis
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L Introduction

Pulmonary infections account for the vast majority of acute respiratory distress syn-
drome ( ARDS) risk factors [1] and are associated with septic shock in about 70% of cases [2].
Although improvements regarding patient phenotyping have been made using multipara-
metric approaches combining clinical and biological variables [3,4], no single biomarker
obtained from blood samples has been shown to reliably predict the outcomes of patients
with pneumoniz-related ARDS [5], possibly because of an alveolar compartmentalization
of biomarkers during severe pulmonary infections [5].

During sepsis, a sustained decreased expression of the antigen presenting molecule
human leucocyte antigen-DR (HLA-DR) on drculating monocytes is used as a surro-
gate marker of immune failure and higher risk of death [7-U]. The oversxpression of
programmed cell death receptor ligand-1 (FD-L1) alse occurs during sepsis and corre-
lates with higher mortality [10]. Monocy te deactivation reflected by down regulation of
HLA-DF expression on circulating monocytes [11,12] has been assodated with the phe-
nomenon of endotoxin tolerance, defined by a reduction of TNF secretion capacity aftter
ex vivo lipopolysaccharide (LPS) stimulation [13]. The appropriate characterization of
sepsis-induced monocytes dysfunctions using phagoeytosis or cytokine release assays
has become a key field of research for the development of innovative therapeutic strate-
gies. Unfortunately, routine assays provide only measurements of immune cell surface
biomarkers [14,15].

Down regulation of HLA-DER on drculating monocytes was consistently associated
with an increased risk of nosocomial infections [16] and a higher risk of death [5,16-158].
Monitoring circulating monocytes HLA-DR expression has been previously used to identify
patients who might benefit from immunomodulatory interventions [19,.20], Howaver, few
studies focused on alveolar monecytes despite their central role in the innate frontline
defense of pulmonary infections. Contrasting with HLA-DE expression on circulating
monocytes, the quantification of HLA-DE on alveolar monocytes was not a prognosis
biomarker in patients with pneumonia-related ARDS [6]. This discrepancy led us to ques-
tion the relationship between alveclar HLA-DE expression level and monocyte functions.

In the current study, which is an ancillary study of the PICARD study [5], we aimed
to assess, in a prospective cohort of patients with moderate to severe pneumonia-related
ARDS: (1) the phenotype of alveolar and blood monocytes (ie., levels of HLA-DR and
PT-L1 expressions) and compare it to those of non ARDS patients; (2) the function of
alveolar and blood monocytes; and (3) explore alveolar monocytes functions according to
their level of HLA-DR expression.

2. Materials and Methods {Additional Methods Can Be Found in the
Supplementary Materials)

2.1, Study Design

This was a prospective single-center observational cohort study, which is an ancillary
study of the FICARD study [6]. Consecutive patients diagnosed with pneumonia-related
ARDS admatted to the medical intensive care unit (ICU) of Henrit Mondor Hospital, Créteil,
France, trom January 2016 to December 20118 were eligible for inclusion in the study.

2.2, Patients and Data Calleckion

Al patients with moderate/ seven pneumoniz-related ARDS [1] were included consec-
utively with the fellowing inclusion criteria; tracheal intubation and mechanical ventilation
for less than 48 h; pulmonary infection diagnosed less than 7 days before ICU admis
sion; bilateral pulmonary infiltrates on chest X-ray; FaCr/FiQs ratio < 200 mm Hg with
a positive end-expiratory pressure (PEEFP) = 5 cm HaOv. Mon-inclusion criteria were as
follows: age < 18 years; pregnancy; chronic respiratory failure requiring long-term oxy-
gen therapy; Child-Pugh C liver circhosis; lung fibrosis; immunosuppression; SAPS 11
(Simplified Acute Physiology II score) = 90; irmeversible neurological disorders; patients
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with withholding / withdrawing of life-sustaining therapies and profound hypoxemia
(Pa0; /FiO; < 75 mm Hg)

Control patients, (i.e., non-mechanically ventilated patients free of ARDS, any active
infection, diffuse interstitial preamonia or immunosuppression; ® = 7) undergoing a
bronchoscopy with bronche-alveolar lavage (BAL) and blood sampling as part of routine
care, were also included (Table 51).

Demographics and clinical and laboratory variables were prospectively collected upon
ICU admission, at samples collection time points and during ICU stay. Initial severity was
assessed nsing the SAPS [1 [21] and sequential organ failure assessment (SOFA) scores.

2.3 BAL Fluid and Bload Sam pling

BAL fluid was collected from all ARDS patients during a bronchoscopy within 48 b
of ARDS onset. BAL fluid samples were also collected from control patients,. Concomi-
tant heparin anticoagulated blood samples were obtained in ARDS and control patients.
Samples were stored at room temperature and analyzed within 2 h.

BAL fluid cytology was performed by direct microscopy after centrifuging broncho-
alveolar lavage fluid samples (12,000 revolutions for 10 min) and dying under the May-
Grimmwald-Giemsa staining,. Total (quantified in cells/mL) and differential (i.e., percent
of neutrophils, macrophages and lvmphocytes) cell counts were measured as recom-
mended [22].

2.4 Pretreatment of Monocytes

Directly after collection, blood and BAL samples were added to an equal volume
(100 pL/ tube) to IMDM (Iscove's Moedified Dulbecoe’s Media, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) with or without 200 ng/mL of Escherichia coli LPS (E. coli K12 LPS,
Imvivogen, San DMego, CA, USA), then incubated for 4 h at 37 *C and 5% COy [27]. Samples
drawn to measure the intracellular cytokine synthesis of ThF-a were incubated with a
Golgi inhibitor (GalgiStop™ 2 pM, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) for 4 hoat 37 °C
and 5% COy,

1.5, Phagocytosis Assay

After treatment with E. coli LI'S (200 ng,/mL) or medium alone, a fraction of blood
and BAL fluid samples were incubated for 30 min with 20 pl. of fluorescent E. coli particles
(Huorescent pHrodo™ Green E. ooli BioParticles, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
LSA), either at 37 *C and 5% CO; to evaluate the phagocytic activity of cells or at +4 °C to
assess fluorescent background for I:n::uund but not internalized bacteria, Red oells were then
lysed using pHrodo™ BioParticles” Fhagocytosis kit for flow cytometry (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), following the manufacturer’s instructions. Phagocytosis
was quantified on both alveolar and circulating monocytes using FI1,/FITC channel and
expressed both in percent of positive cells and in delta MFI by retrieving basal MFI of
unatained cells.

16, Immunophenotyping

Blood and BAL fluid surface immunostaining, was performed as follows: 100 pl
of whole blood or BAL fluid were incubated with the following conjugated-menoclonal
antibodies: CO14-ECD/HILADR-PACELUE/ PDL1-BVTES and, for alveolar samples, CD45-
AFTI) and CDNA%-AFAF were added to identify alveolar monocytes [24] (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA; eBioscience, San Diego, CA, USA; or Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
After washing steps, cells were fived with FBS 1% PFA and further acquired with a LSRII
cvtometer (BD Bioscienoes, San Jose, CA, USA) within 48 h. Flow cytometer analyses
were performed with the Flow]o software (version 10; Tree Star, Ashland, OR, USA).
HLA-DR and FD-L1 quantification was expressed in percentage of positive monocy tes
(% positive cells) among the total monocyte population or in delta MFL Flow cytometry
mesults were expressed both in percentage of positive cells and delta MFL A difference
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might be observed between percentage of positive cells and MFI as these provide different
information: percentage of positive cells reflects the number of monocytes expressing the
biomarker of interest, while MFI is the geometric mean of the biomarker fluorescence on
each monocyte.

2.7, Assessment of TNE Production by Intracellular Staining

After treatment with E. coli LPS (200 ng/mlL) or mediom alone, blood and BAL
fAuid samples were immunophenotyped and further used to quantify intracellular TNF
15 according to the regular PerFie-no centrifuge (nc) (Beckman Coulter, Brea, CA,

LIsa) procedum. Cells were acquired with a LSRII eytometer (BD Bioacienoes, San Jose,
CaA, USA) within 48 h. Flow cytometer analyses were performed with the Flow]o software
{version 10; Tree Star, Ashland, OR, USA) TNF quantification was expressed in percentage
of positive monocytes (% positive cells) among the total monocyte population (positivity
threshold was defined with non-stimulated values from the same donor) or in delta MFL

L8, Carting Strategy

Different gating stratogies were used in blood and BAL fluid samples. In BAL fluid
samples, and as reported by Yuetal. ([24], we first represented cells on an FSC forward-area
(FSC-A) versus CTM5 (the leukecyle commaon antigen) dot blot, The non-granulocy te F5C-
Al CTM5* cells were further examined on a CD14 versus CD45 dot blot. The subsequent
CD14* CI45" cells were then examined in an FSC-A versus CD169 dot blot to distinguish
alveclar monocytes (FSC™CD14" CD1697) from alveolar macrophages (FSC* CD14~
C&97) (Figure S1a). HLA-DR positive (HLA-DR™ monocytes were defined as monocytes
with an HLA-DE expression greater than the 99% confidence interval of negative control
values (Figure 51). The monocytes CD457, CD14%, CD 169 and HLA-DR negative were
identified as the monocytes HLA-DE ™ population in contrast of monocytes CD45", CD14",
CDe8 and HLA-DR" issued from the same alveolar sample. Circulating monocytes were
defined as FSC-A"" CDN4* cells (Figure S1b) in blood samples. Fxpression of HLA-DE,
F-L1 and TMF on alveslar and blood monocytea was then analyzed.

18 Iugnmmnﬁou and EndotheliumAlveolar Epithelium Infury Bionarkers Cuantiffcation in BAL
Fluda supermafints

Concentrations of 22 biomarkers were measured using Luminex™ multiplex bead-
hased technology (Ré&D Systems, Minneapolis, MM, USA) in BAL fluid supermatant and
serum from 70 preumonia-related ARDS from the PICARD cohort [6]. These included in-
flammatory markers and cytokines/ chemokines (interleukin (ILF1Ra, [L-6, IL-7, IL-8, 1L-10,
IL-12/ 23p40, IL-13, IL-17A, interferon (TFN -y, tumor necrosis factor (THNEFRe, granulocy te-
macrophage-colony stumulating factor (GM-C5F), RANTES, IP-10,/CXCL10, and Serpin
E1). endothelial injury (intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular endothelial
growth factor (VEGF], von Willebrand Factor (vWF), and Angiopoistin (Ang)1/2) and
alvenlar epithelium injury (receptor for advanced glycation end products (RAGE), surfac-
tant protein (SP}-D, and amphiregulin). The results of quantification were expressed as
Meorescence intensitios,

210, Date Presenfation and Statisficel Analysis

Continuous variables are reported as median (1st-3rd quartiles) and compared using
the Mann-Whitney test. When more than twao groups were compared, comparisons were
performed using twio-way ANOVA with repeated measures, and post-hoc comparisons
werne performed using the Sidak’s test, Vaniables ame expressed as numbers and percentages
and compared with the Chi® or Fischer kests. Spearman correlation coefficients were com-
puted for continuous-continuous varables correlations (Benjamini-Hochberg correction
was performed to account for test multiplicity). A pvalue < 0,05 was considered significant.
Statistical analyses were pertormed using GraphPad Prism (version 8.0, GraphFad Soft-
ware, Inc., San Diego, CA, USA) and B 3.1.2 (The R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria)
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3. Results
3.1, Patients

One hundred eighty-eight patients with moderate- tor-severe pneamonia-related ARDS
were admitted to the ICU during the four-year study period, of whom one hundred
eighteen had non-inclusion criteria and seventy weme included in the FICARED study [46].
Functional tests were performed on alveclar and blood samples from a subgroup of ten
patients with pneumonia-related ARDS and a control group of seven non-ARDS control
patients (Figure 1). These patients were included in this sub-study consecutively over a six-
month period. Among patients with preamonia-related ARDS (=103, a microbiclogical
documentation was obtained in eight patients, seven of whom had bacterial infections and
one of whom had a viral infechion (none of the patients had a bacterial and viral coinfechion)
(Table 52.

Patients with pneumonia-related moderatefsevera ARDS

M= 188
MNan-inclusion :
* T nosuppresseen (r=55)
+  RAPSI=50(n-T)
*  Irrevarsibe neurological cisarder (n=11
I WHAWD ol L5T {n=5)
Extrapulbnomary ARDS (= 13)
Deday = T2h past OTH {n=17}
= CRD vwiith LT = 5]
¢ Cirhosis [n=3)
* HLA-DR expression(flow
ARDS Patients included in the PICARD* study cytometry): N=70
M=70 | = BAL fluid concentration of 22
biormarkers (Luminex®): N=70
Functional tests performed in ARDS vE Functional tests performed on non ventilated

patients

control patients
M=

Figure 1. Flow chart of patients with pneumonia-related moderate /severe acute respiratony distress syndrome (ARDS)
included i the study. BAL: broncho-alveolar lavage:; CRD: chronie respiratory disease; LTOx long term oxy genotherapy;
OT: oro-tracheal infebation; WH /WD of LST: withboeldingfwithdrawal of lite-sostaining therapies; * Patients included in
the PICARD study are comprehensively described elseawhen: [6],

The comorbidities and clinical and biological characteristics of patients at the time the
BAL was sampled (ie, after a median delay of one day following intubation) are presented
in Table 1.

Septic shock was present in 60% of patients (r = 6/ 10) at the time of BAL fAuid
sampling, and in-hospital mortality was 300 (g = 3/10, Table 7). As expected in pneumonia-
related ARDS, BAL fluid cellularity was elevated, as compared to non-ARDS controls
(median (IQR 25-75): 567 (365-720) vs. 130 x 108 /mL (77-137) G/L; p = 0.000) and
differential cell counts showed a majority of neatrophils (805 (8.5-85.5) va. 1.0% (0.7-1.0);
p=0.0001) and fewer macrophages (median 155 (8.8-85.5) va. 66.0% (66.0-85.5); p = 0001},
consistent with alveolar inflammation (Table 1),
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Table 1. Demographics and clinscal and brological features of patients with pneumonia-associabed acute respiratory distress
syndrome (1 = 10) and ner- ARDS controls (1 = 7 upon BAL fluid sampling. Contimons varables are presented as median
[1st-3rd quartiles]; p vahses come from the Mann-Whitney test; categorical variables are shown as i (%); pvales come from
the chi2 or the Fisher exact fest, as appropriate, ARDS: acufe mespiratory distress symdrome; COPL: chromic obstructive
cisease; WBC: white blood cell. Bolded resulis ane significant at the p < 005 level.

ARDS Control Patients

All (n=1) = 10) =T P
Agpe (years) 61 (40-69) 635 (58-TR) 40 (27-53) 011
Male gender 71 3 (30) 4(57) 0.495
Comorbidibes
Dhabetes mellitus 2(13) 1 (10 1 (14} 0.98
COFPD 10y 110 1 (14} 0.98
Chronic heart failure 1013 220 o 0.36
Chironic renal disease 10y 2 (20 o 0.36
Fickle cells disease 16) 1(1M o 0.63
Tobacco 7 (41} 33 45} (.58
Bloosd leukocytes
WEBC coumits (G/L) 10,0 (6.0-1000) H.5 (R9-07) 6.4 [6.0-5.3) 072
Mentrophils (G /L) 7837125 94(75-14.9) 37 3.5-63) 0.03%
Menocytes (G/L) (L6 (0.4-08) 08 (0L4-09) (L6 (0.4-07) 0.45
Lymphocytes (GFL) 1.3 (0.2 0.8 (0709 1.5(1.3-2.3) 0.0z
BAL fluid eytology
Leukocytes (107 mL) 25000 (130.0-570.0) 567.5 (365.0~720.0) 13000 (77.0-134.6) 0.0001
Macrophages (%) 33.0 (150566000 15.5 (B.B-B5.5) 66,0 (66.0-85.5) 0.0001
Meutrophils (%) 600 (1.0-51.00 80,5 (61.2-89.5) 1.0(0.7-1.00 00001
Lymphocytes (%) 6.5 (2-29) 32 (20-61) 30004125330 002

Table 2. Severity and cutcomes of patients with pneumonia-associated acute respiratory distress
syndrome (n = 100 * as defined by the Sepsis 3 definition. Contineous variables are presented as
median [1st-3rd quartiles]; categorical variables are shown as n (%), ARDS acute respiratory distrese
syndrome; Crs: compliance of the respirabory system; ICU: intensive care unit; SOFA: sequential
organ failure assessment; SAPS Il simplified acute physiology score I VFD: ventilator free days.

ARDS (n =10 N (%) or Median (IQR 25-75)
SAFS I B [43-6B)
SOFA score 12 (8-14)
ARDS seventy
Moderate 5(50)
Severo (3
Parth Fi fmm Hig) 96 (72-128)
Crs (mL/emH (0 26 (X2-33)
Septic shock * LY
Duration of ICLU stay (days) 18 (9-33)
Live WD at day-28 (days) 14 (5-23)
Ventilator-acquined prieumonia 440y
In-heospital mortality 32

3.2, HLA-DR Expression on Alveolar and Blood Monocytes
We quantified the monocy tic expression of HLA-DE, a prognostic cell surface biomarker

in septic shock patients [17], on abreclar and circulating monocytes. As previously
shown [6], within 48 h of tracheal intubation, and az compared with non- A RDS controls,
patients with preumonia-related ARDS exhibited significantly lower HLA-DER expression
both on circulating (p < 0L0001; Figure Za.b) and alveolar (p = 0.0002 when expressed in
MFL; Figure 2b) monocytes, The effect of severe lung infection is thus to decrease not only
blood but also alveolar monocytic HLA-DR expression level.
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Figure 2. HLA-DE expreasion om awonacytes in broacho-alveolar lavage (BAL) fluid and bleod of preamonia-related ARDS
{m = 10) and non-ARDS pabents (n= 7). Expression of monocytic HLA-DR was quantified in percentage of positive cells (a)
ar in mean fluomscence intensity (MFI) (b) in standard conditioms [mediom). By twoway ANOVA with repeated measures,
there was a significant effect of group (ARDS va non- ARDS, p < 00001 and of sample compartment (BAL fluid vs. blood, p
< (L0001}, with ssgrificant mteraction (group « compartment, p < 00001} on monecy Be HLA-DR expression, expressed m
percentage of positive cells (a). When results wene expressed in MPL{b), there was a significant effect of group (ARDS vs,
nor-ARDS patients, p = 0001) and of sample compartment (BAL fluid va. blood, p = QUMY with significant interaction
{group x compartment, p = L005). Displayed pvalues come from post-hoc comparisons performed using the Sidak's test,
Bolded p values are significant at the <05 level, Horizontal bars represernt madian vahaes,

Patients with preumonia-related ARDS alao displayed dramatically higher HLA-DR
expression (< (L0001; Figure 2a,b) on alveolar than on blood monocy tes. In non-ARDS pa-
tents, we also observed a higher HLA-DR expression on alveclar than on blood monocy tes
[when expressed in MFI, p < (L0001, Figure 2h), indicating that the alveolar compartmental-
ization of monocy ic HLA-DR ex pression is not specific to severe lung infections.

In order to further explore the relationship between the HLA-DR expression of alveolar
monocytes and the alveolar milieu, we quantified the alveolar concentration of 22 biomark-
ers and correlated it with monocytic HLA-DE level in a larger cohort of 70 ARDS patients
from the FICARD study, We also included in the correlation matrix the clinical parameters
of patients, HLA-DR on alveolar monocytes cormelated negatively with two clusters: one
cluster comprised BAL fluid cellularity and SOFA score, as a reflection of global lung
inflammation and organ failures, while the second cluster included cytokines involved in
the activation of innate immunity (RANTES, [L-6, [L-1Ra, TMF-n) as well as markers of
alveolar epithelial (Amphiregulin, serpin) and endothelial (Ang2) injury (Figume 3),
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Figure 3. {a) Cormelabion matrix of broncho-alveolar lavage Auid monocy be HLA-DR expression {in MFL), concentrations of
cylokines, abreolar epithelial /endethelial injury biomarkers, SOPA score and total BAL cellularity {per mL) in prieumonia-
related ARDS patents (i = 70). Spearman cormlation ceefficients are provided for continuous-continuous variables
correlabions, with pesitive (blue) and negative {red) correlation coefficients indicating stabistical sigmificance at the p < 0,05
lewve] after Benjamini-Hochberg correction for test multiphicity. (b) Feensed principal compenent analysis (FPCA) displaying
the relationships betwesn HLA-DR expression on alveslar monocytes and evtokines [ alveolar epithehal /endethelal injpury
bicmarkers concentrations i BAL fluid of preamenia-related ARDS patients. FPCA s a simple graphical display of
cormelation structures focusing on a particalar dependent variable, The display reflects primarily the comelations between
the dependent variable and all other variables (covariates) and secondarily the cornelations among the covariates. The
dependent variable (HLA-DR expression on alveolar monocytes, expressed in mean fuom scence intensity) is at the conter of
the diagram, and the distance of this peint fo a covariate faithfully represents their pairsise Spearman cormelation coefficient
{using ranked valwes of continueus varables). Green covariates are positively correlated, and yellow cnes are ne gatively
comelated, The red circle delimits statistical significance {at the 5% level), The diagram also shows relationships among
covariates, Their relative position is informative as follows: two covariates chose to one another indicate a strong positive
correlation between them; two diametrically opposed covariates indicate a strong negative cormelation between them; two
covariates making a fght angle with the origin indicate absence of correlation between them.

3.3, PD-11 Expression on Alvendar and Blood Monocytes

As another marker of monocyte dysfunchon [25,26], we measured the expression of
checkpoint inhibitor and marker of immune suppression, FD-L1, on alveolar and circulat-
ing monocytes. PO-L1 expression on monocytes obtained from pnewmonia-related ARDS
patients was not significantly different from that measured on monocytes of their non-
ARDS counterparts (Figure 4a,b). Notably, there was a higher PD-L] expression on alveolar
than on blood monocy tes for both preumonia-related ARDS and non-ARDS control pa-
tients {when expressed in MTL Figure 4b), reflecting an alveolar compartmentalization of
monocytic PD-L1 expression.
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Figure 4. FD-L1 expresson on monocytes in broncho-alveolar lavage fluid and blood of preumonia-related ARDS (n=9)
and nen-ARDS patients (1 = 5, anti-PD-L] anbbodies wene missing for three expeniments),  Expression of PD-LT on
monocytes was quantified in percentage of positive cells (a) or in mean fluorescence intensity (MFI) (b) in standard
conditions (medmam). By two-way ANOVA with repeated measures, there was a significant effect of group (ARDS vs.
non-ARDS, p = (L0480} but no significant effect of compartment (BA L fluid va blood, p= 02484), nor effect of mterachon

{group x compartment, p=

12461), when expessed in percentage of positive cells (a). When results were expressed in MFI

(b). then was a sigmificant effect of group (ARDS vs. non-ARDS patients, p = 00010), also a significant effect of sample
compartment (BAL fuid va. blood, p= 0.01492), without significant mieraction (group x compartment, p = (U6032). Deplayed
p-values come from post-hoc comparisons performed using the Sidak's test. Horizontal bars represent median values.

3.4, Functional Testing of Alvenlar and Blond Monacytes
¢  Thagocytosis activity of alvealar and drculating monocy tes after LS pretreatment,

The phagocytosis activity of alveolar and blood monocytes was measured before
({Figure 5a) and after {Figure 5b) LIS challenge in ten patients with preumaonia-related
ARDS and seven non-ARDS controls. There was no statistically significant difference
observed between patient groups (ARDS vs. non-ARDS) regarding both alveolar and
blood monocytes phagocytosis activity. Yet, as compared to droulating monocy tes, alveolar
monocytes from ARDS patients exhibited a decreased phagocytosis activity both before
(Figure 5¢, MFI, p = 0.0002) and after (MFI, p = 0.0013) LPS challenge (Figure 5d).
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Figure 5. Mhagoeytosis of £, coli particles by alveolar and blood monocy bes measured by flow cytometry. The phagocytosis
achvity of alveolar and blood monccytes has been measured with and witheut {medium condition) LPS challenge and
expressed in percentage of positive cells (%) (a,b) and in mean fluoescence intensity (MFT) (e, d} in ten preumonia-related
ARDS and seven non-ARDS patients, Phagocy bosis activity was analyzed by two-way ANOVA with repeated measures
When mesults were expressed in %, there was no significant effect of compartment (BAL fluid vs. blood, p= 01087} and
neither significant effect of group (ARDS v, non-ARDS, p = (15264 nor significant inberaction (group x compartment,
p=04%03) in medium condition (a). After LPS challenge (b), there was a significant effect of compartment (BA L fluid vs
blood, pr= 0L0361) but there was no significant effect of group (ARDS vs. non-ARDS patients, p = 0L1387), nor significant
interackion (group x compartment, p = 0.7593), When results were expressed in MFI, there was a significant effect of
compartment (BAL fluid va blood, p = 0,0003) but neither significant effect of group (ARDS v non-ARDS, p=0.2460) nor
significant interaction (group « compartment, = 0.1145) in medium condition (c). Afer LPS challenge (d), there shill was a
significant effect of compartment (BAL Auid vs, blood, p = 0.0010) but thers was neither significant effect of group (ARDS
va. norr ARDS patients, p - (.8645) nor significant interachion (group x compartment, pr= 04072 Displayed pvahoes come
Fram post-hoc comparisons performed wsing the Sidak’s test. Bolded p values ame significant at the <0.05 level, Horizontal
bars rpresent median values

¢ Intracellular TNF quantification in alveolar and circulating monocytes after LPS
stimulation.

One of the hallmark features of monocyte deactivation is the impaired capacity of
TNF production in response to LPS stimulation. We thus assessed the intracellular TNF
production of both circulating and alveclar monocy tes obtained from pneumonia-related
ARDS patients and non-ARDS patients. As expected, LPS challenge ex vivo significantly
increased the intracellular TNF synthesis (Figure ). Such effect was statistically significant
in circulating (Figure 6a) and alveolar (Figure 6b) monocytes of non-ARDS patients but not

in those of ARDS patients.
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Figure 6. Alveolar and blood monocy tes intracellular TNF expression. Intracellular expression of TMF by alveolar and blood
monocytes was measured before (medium) and after (LIPS) LPS challenge, and expressed in percentage of positive cells
(a,b) and in mean Auorescence intensity (MFT) (c.d} in ten preumonia-related ARDS (pink symbols) and seven non-ARDS
(green symbaola ) patents. In blood monocytes (a,c), by tvorway ANCVA with repeated measanes, there was a significant
effect of the experimental condition (medium vs. LPS, in perrentage of positive cells, p= 0,003 {a) ar MFL, p = 0.025 {c])
and a significant effect of group (ARDS va. non-ARDS, when expressed in MFL p = 0005 (¢) but net in pencentage of
positive cells, p = 00547 [a]), as well as a significant interaction (experimental condition x group, when expressed in MFL,
P = 0027 (c), but not in % of positive cells, p = 0,516 (a)). In BAL fluid monocytes (bud), there was a significant effect of
the experimental condition {medium va. LPS, in percentage (b) (p < 0.007) and MFL(d) (p = 0015)), no significant effect
of group (ARDS ve. non-ARDS), either in percentapge (b) {p = 0.114) or MFI (d) (p = 0.106), and a significant nteraction
(experimental condition x group) when expressed in percentage of positive cells (h) (= L023) but not when expressed in
MFI () {p = .078). Displayed p-values come from post-hoc comparisons performed using the Sidak's test. Horizontal bars
mepresent median vahes

When considering intracellular TNF expression after LPS stimulation, alveclar mono-
cytes from pneumonia-related ARDS patients had a significantly lower intracellular TNF
expression than non-ARDS patients (Figure 6b.d). Likewise, blood monocytes from ARDS
patients showed significantly lower intracellular TNF concentration after LPS challenge
than did those from non-ARDS patients (Figure 6c, p = 0005). In addition, alveolar
monocytes from pneumenia-related ARDS had a significantly lower LPS-induced TNF
expression than circulating monocytes issued from the same patients when expressed in
percent of positive cells (p = 0011}

Our finding of a reduced responsiveness to an LPS challenge, llustrated by an im-
paired capacity of alveolar and blood monocytes from ARDS patients to increase their TNF

synthesis capacity, is consistent with an endotoxin tolerant profile.

s  Phagocytosis activity and TNF production of alveolar monocytes according to their
HLA-DR expression.

Finally, we assessed whether the function of monocytes and their level of HLA-DE
expression was linked. We thus quantified alveolar monocytes phagocytosis capacity
(Figure 52} and LPS-induced intracellular TNF concentrations (Figure 53, results expressed
in percentage of positive cells and MFI) according to their HLA-DR ™~ vs, HLA-DR? pheno-
type and did not observe any statistical difference between thess two phenotypes.

4. Discussion

The current study assessed the phenotype and funchion of alveolar and circulating
monecytes obtained from patients with pneumonia-related ARDS. The main results of
the current study are as follows: (1) Alveolar monocytes from ARDS patients showed
a decreased HLA-DR expression, as compared with blood monocytes, and a significant
correlation with cytokines involved in the activation of innate immunity, as well as with
markers of alveolar epithelial/ endothelial injury; alveolar monocytes of ARDS patients,
together with those of controls, showed higher PDAL] expression than those of blood
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monocytes; (2) The phagooytosis activity and mtracellular production of TNF after ex vivo
LPS stimulation of alveolar monocytes were decreased in ARDS patients; and (3) Alveolar
monocy tes phagocytosis capacity and LP3-induced intracellular TNF concentrations did
not differ according to their HLA-DR™ vs. HLA-DR® phenotype. These findings are
consistent with the existence of functional immune alterations in the alveclar compartment
of critically ill patients having severe pulmonary infections and ARDS.

Monocytes have a pivotal role in antigen-presentation, together with pathogen clear-
ance and induction and regulation of inflimmation.  The sequential measurement of
HLA-DR expression on circulating monocytes has gained conside rable interest over the
past several decades in identifying altered immune status among severe ICU patients [27].
However, alveolar monocytes have been poorly investigated, although these represent
the first immune lines during pulmonary infections. In the current study, we observed
an alveolar compartmentalization of HLA-DR expression in ARDS patients, confirming
our previous results [4] and illustrating our cohort is well representative of patients with
preumoniz-associated ARDS regarding monocytic HLA-DR expression. Such an expres-
sion pattern might not be a consequence of the local achivation of monocytes at the site
of the primary infection but rather a global effect of inflammation as already reported
by Skirecki et al. [28]. Yet, HLA-DR expression on alveolar monocytes obtained from
patients with preumonia-related ARDS was lower than that from non-ARDS patients,
consistent with the recruitment of deactivated monocytes in the infected lungs. However,
we previously showed that the level of alveolar monocytic HLA-DR expression was not
a prognosis biomarker in ARDS patients with severe pneumonia, suggesting that, in the
context of severe pulmonary infection, the funchion of alveolar monocytes might be more
informative than their phenotype regarding outcome prediction.

Monocyte PD-L1 overexpression was associated with defects in immune function [29]
and independently associated with 28-day mortality in septic shock patients [30]. Genome-
wide expression measurements revealed that the expression of FO-L1 and FD-L1/PD-1
pathway-associated genes were significantly upregulated in patients with ARDS who
survived or were extubated within 28 days compared to non-survivors or intubated pa-
tients [31]. In contrast, blockade of the PD-1 pathway induced ARDS-like pneumaonitis
in patients during anti-FD-1/FD-L1 therapy [32]. More recently, Monagham et al. re-
ported soluble FO-1 as a potential biomarker in human and experimental extra-pulmonary
ARDS [33]. These results suggest that the PD-1,/PD-L1 axis is involved in the development
of ARDS [3]. In our study, we observed a higher PD-L1 expression on alveolar than on
blood monocytes in ARDS and non-ARDS patients, with possible downstream inhibitory
effects on T-cell activation. Previous works showed that such a pattern could predispose
the host bo a dangerous situation upon lung infection [34]. This surface biomarker might
be used as a therapeutic target in this setting. Indeed, anti-PD-L1 anfibodies have shown
benefits in animal models of sepsis and are currently being tested in clinical trials in sep-
sis [25,36]. Yet, our data show no significant difference in alveolar monocyte expression
levels between ARDS patients and controls, suggesting further studies are required to
better delineate the involvement of the PD-1 /PTAL1 axis in the alveclar compartment at
the acute phase of ARDS.

The primary aim of this study was to evaluate alveolar monocyte functions in patienks
with severe pneumonia and ARDS by exploring their phagocytosis capacity and intracel-
lular TNF production after LPS exposure, together with their relationship with HLA-DR
expression. The phagocytic capacity of monocytes was not different in ARDS patients than
in controls, contrasting with the downregulation of HLA-DR expression on both alveolar
and circulating monocytes, reflecting a defect in their antigen-presenting capacity. This
finding was already reported in circulating monocytes from septic patients [37]. Such
monocyte pattern resembles that described in alveolar monocytes from cystic fibrosis
patients under the effects of pro-resolving mediators, which present enhanced phagocytic
activity without evoking proinflammatory responses [15,38]. In ARDS patients, no differ-
ence was observed between alveolar and circulating monocytes when the phagocytosis
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capacity was quantified in percentage of positive cells. In contrast, using MFL we observed
alower E, coli-associated Auomescent signal in alveolar monocytes, which persisted after
ex vive LIS stimulation. [t has been previously shown that functional, endotoxin-tolerant
monocytes exhibit an increased phagocytic ability coupled with a conserved capacity to kill
internalized pathogens, albeit with an impaired antigen-presentation capacity [15,35 39].
Chur data suggest that in preumonia-related ARDS patients, the phagocytosis of alveolar
monocytes seems to be less efficient than that of circulating monoecytes but as efficient as
that of non-ARDS controls.

In the present work, we took advantage of recent intracellular staining fow cytometry
methods to detect intracellular TWF production [13] in alveclar and circulating menocy tes.
As expected, alveolar and circulating monocytes from pneumonia-related ARDS patients
were hypo-responsive to ex vive LIS simulation. Regarding monocytes, many studies
have previously reported the altered capacity of circulating monocytes of seplic patients to
release proinflammatory cytokines in response to LPS stimulation, TLR agenists, or whole
bacteria in vitro [1540,41]. Fumeaux et al. observed that septic circulating monocy tes were
characterized by an altered [L-10/TNF intracellular ratio [42]. Accordingly, transcriptomic
assays in LPS-challenged peripheral blood mononudear cells from patients facing gram-
negative infections retrieved endotoxin tolerance while enhanced anti-microbial activity
and tissue repair [43]. Alveolar monocytes from preumonia-related ARDS patients exhib-
ited a characteristic behavior of cytokine hypo-responsiveness while exhibiting preserved
uptake functions, consistent with a “reprogrammed” rather than an “exhausted”™ pheno-
type. This modulation represents a state in which the host atempts to control the initial
systemic inflammatory response while maintaining control over the infection. This modu-
lation may represent the return to homeostasis in cases of successful antimicrobial therapy
and recovery of underlying disease. In contrast, failure to mount a robust inflammatory
response may represent a state of immunosuppression in protracted patients,

Furthermaore, we observed a negative correlation between HLA-DR expression on alve-
olar monocytes and the alvenlar concentrations of cytokines mveolved in innate immunity
(ie., IL-6, RANTES, IL-1Ra, and TNF), suggesting that a proinflammatory microenviron-
ment is associated with alveclar monocyte deactivation. As expected, the S0FA score was
negatively correlated with HLA-DR expression on alveclar monocytes, illustrating that
the number of organ failures was associated with monocyte deactivation in the lungs, as
previously shown in circulating monocytes of septic shock patients [16],

Chur study certainly has a number of limitations. This is a monocentric study including,
a homogeneous population of patients with pneumonia-related ARDS, thus limiting its
external validity and the generalizability of the findings. The relatively small number
of patients included prechuded validating cur results in an independent validation co-
hort, and our findings should thus be reconfirmed in a larger population. We included a
limited population of non-ARDS controls free of infection and whe were younger than
patients from the ARDS group (63 vs, 40 years). On one hand, we cannot exclude that
these patients might have mild systemic and/or lung inflammation, as these were pa-
tients undergoing a branchoscopy as part of routine care, On the other hand, HLA-DR
expression was previously shown to be reduced in elderly patients, possibly contributing
to immunosenescence [44] Therefore, age could have influenced the observed difference
in HLA-DR expression between ARDS and non-ARDS patients. In addition, including
COVID-19 patients would have been of great interest but was not feasible because of
techmical and logistical constraints, Therefore, while the resulfs of this study do not point
to a definitive association between monocy te phenotype (HLA-DR and PD-L1 expression)
and its function, as a hypothesis-generating study, they do provide sufficient evidence to
warrant additional research in this area. As there is no clinical sign of immune dysfunction,
it is crucial to identify the best biological tools for patients” stratification according to their
immune status. Since it directly measures the ex vivo capacity of a cell population to
respond to an immune challenge, functional testing ideally represents the best method
to establish the occurrence of immunosuppression. The current results indicate that the
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examination of the functional capacities of alveolar monocytes might provide new insights
into the pathophysiology of severe lung infections and associated ARDS,

5. Conclusions

In conclusion, in patients with pneumonia-related ARDS, this study showed that
monocytes have a deactivated status and an impaired inflammatory cytokine production
capacity but keep similar phagocytic activity to non-ARDS controls, HLA-DR expres-
sion level on alveolar monocytes should not be used as a surrogate marker of phagocytic
activity or TNF production capacity. Dedicated tests explonng these key roles of mono-
oytes’ functions during severe lung infections might be interesting to better explore the
pathophysiology of the disease and identify new prognostic biomarkers.
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La pandémie liée au virus du syndrome respiratoire aigu sévére-coronavirus-2 (SARS-
CoV-2) a rapidement touché plus de 469 millions de personnes dans le monde, dont 6 millions
de décés [381]. Les formes les plus sévéres de COVID-19 nécessitant |'admission en soins
intensif réalisent un tableau d'insuffisance respiratoire aigué et de SDRA (15%—35%) [382]. Le
systéme immunitaire joue un double réle dans la COVID-19 grave : il contribue a la fois a
I'élimination du virus via les réponses immunes innées et adaptatives, mais I'échappement
virologique des patients les plus sévéres entraine une intensification de cette réponse immune,

associée au développement du SDRA et des autres défaillances d’organes [383].

Dans le contexte de la 1% vague de COVID-19, nous avons mené une étude monocentrique
observationnelle prospective afin de comparer l'immunopathologie du SDRA COVID-19 avec
celle du SDRA non COVID-19 et identifier d'éventuels biomarqueurs associés a la mortalité
chez les patients COVID-19. Compte tenu des particularités de I'infection SARS-CoV-2 et des
recommandations en vigueur a I'époque, il n'a pas été réalisé de préléevement alvéolaire dans
cette étude. Trente-huit patients immunocompétents admis en réanimation entre le 8 et le
30 mars 2020 pour un SDRA COVID-19 étaient inclus et comparés a 36 patients atteints de
SDRA non COVID-19. Par rapport aux patients atteints de SDRA non COVID-19, ceux atteints
de COVID-19 présentaient une mortalité a 128 plus élevée (34 % contre 11 %). Sur le plan
immunologique, les patients COVID-19 présentaient une lymphopénie T CD4+, T CD8+ et B
plus profonde et soutenue. U'expression d'HLA-DR était plus élevée sur les monocytes

circulants (Figure 1 de I'article) des patients COVID-19 -et aussi chez les patients atteints de
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SDRA secondaires aux pneumonies virales non SARS-CoV-2- que chez les patients ayant un
SDRA secondaire a une pneumonie bactérienne (Figure E3 du supplément en ligne de I"article,
page 225 du manuscrit). Les patients COVID-19 présentaient des concentrations sériques plus
élevées d'EGF (facteur de croissance épithélial), GM-CSF, IL-10, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1ct,
CXCL10/IP-10, CCL5/RANTES et CCL20/MIP-3a. (Figure 2 de l'article). Des concentrations
sériques accrues de CXCL10/IP-10 et GM-CSF, ainsi qu'une charge virale SARS-CoV-2
nasopharyngée plus élevée, étaient associées a la mortalité a )28 chez les patients COVID-19.
Une lymphopénie profonde et une « signature de chimiokines» (associant CXCL10/IP-10 et

GM-CSF, Figure 3 de I'article) étaient caractéristiques du SDRA COVID-19.
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Abstract

Rationale: Uncontralled inflammatory innate res ponse and
impaired adaptive immune response are associated with clinical
severity in patients with coromvirus dissase (COVID-19).

Objectives: To compare the im munopathalogy of COVID-19acute
respiratory distress syndrome (ARDS) with that of non=-COVID-19
ARDS, and to ddentify hiomarkers assoctated with mortality in
patients with COVID-19 ARDS.

Methods: Prospective ohservational monocenter study.
Immunocompetent patients diagnosed with RT-PCR-confirmed
severe acule respiratory syndrame coronaviras 2 (SARS-CoV -2)
infection and ARDS admitted between March 8and March 30, 2020,
were included and compared with patients with non-O0VID-19
ARDE, The primary clinical endpoint of the study was mortality at
Diay 28. Flow cytomretry analyses and serum cytokine measurements
were performed at Days 1-2 and 4-6 of ICU admission.
Measurements and Main Results: As compared with patients
with noa-COVID-19 ARDS (n = 36), those with COVID-19
{n=38) were not significantly different regarding age, sex, and

Sequential Organ Failure Assessment and Simplified Acute
Physiology Score 11 scores but exhibited a higher Day-28 mortality
[34% vs, 11%, P =0030). Patients with COVID-19 showed
profound and sustained T CD4* (P =0002), CDE™ (P < 0.0001],
and B (P < 0.0001] lymphapenia, higher HLA-DE expression on
monocytes (P 0.001) and higher serum concentrations of EGF
[epithelial growth factor), GM -CSF, IL-10, CCL2/MCP-1,
CCL3/MIP-1a, CXCLI10/IP-10, CCLS/RANTES, and
CCL20YMIP-3a. After adjusting on age and Sequential Organ
Failure Assessment, serum CXCLI0/P-10 (F = 0.047) and GM-
CSF (P = 0.050) were higher and nasopharyngeal RT-FCR cycle
threshold valueslower (P = 0.010) in patients with COVID-1% who
were dead at Day 28,

Conclusions: Profound glabal lymphopenia and a “chemaokine
sgnature” were observed in COVID-19 ARDS Increased serum
concentrations of CXCLIVIP-10 and GM-CSE, together with higher
nasopharyngeal $ARS-CoV -2 viral load, were associated with Day-28
mesrtafity.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19%; ARDS; chemokines;
cytokines
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At a Glance Commentary

Scientific Knowledge on the
Subject Severe acule respiratory
syndrome coronavirus 2 [SARS-CoV-
2] infections leadmg to coronavirus
disease (COVID-19) and acute
respiratory distress syndrome [ARDS)
are associated with high martality and
prodonged durations of 1CLU stay,
Profound lymphopenia and dlevated
serum levels of proinflammatory
cytokines, also characterized as
cytokine storm, have been associated
with clinical severity. However, few
data compared the immunopathalogy
of COVID-19 ARDS with that of
non-COVID-19 ARDS, so specific
traite of the immune responses to
severe SARS-CoV-2 ifections have
not been well identified.

‘What This Study Adds to the Field:
Patients with COVID-19 ARDS
showed a phenotype of impaired
adaptive immune response with
profound lymphopenia and
impaired/delayed lymphocyte
activation. We also report a
“chemakine signatare” with increased
serum concentrations of 1P- 10 and
GM-CSF in patients with COVID-19,
Serum concentrations of [B-10 and
GM-CSF and nesopharyngeal viral
loads were associated with outcomes
in patients with COVID-19. Such
results highlight the contribution of
myeloid cells and impaired adaptive
immune response with associated viral
immune evasion to pathogenic
inflammation during SARS-Co¥-2
infection, suggesting that these

could be potential targets for
pharmacological manipulations.

The pandemic of coronavinus disease
[COVID-19) caused by the novel severe
acute respiratory syndrome conopnavirus 2
[SARS-Co% -2) represents the greatest
global public health crisis that ocowrred
during the last decades. Among hospitalied
patients, up to 42% will develop acate
respiratory failure/acute respiratory distress
syndrome {ARDS) and require 1CU
admission, with an in-ICLT mortality rate of
52% in the recently published cohort of Wu
and colleagues (1), The cornerstone of

1510

clinical treatment consists in supportive
care, relying primarily on mechanical
ventibition support and management of
associated organ failures, Although a large
number of interventional trials are
ongoing, assessing the effect either of
antivirals or of treatments that aim at
mitigating the immunopathology of the
infection, ne therapeutic intervention has
been approved for COVID-19 20 far.
Better understanding the pathophysiology
of severe SARS-CoV-2 infection is thus a
crucial step to better identify therapeutic
interventions most likely to mitigate the
course of the disease and 1o have an
impact on patient outcomes.

SARS-CoV-2 infection seems to trigges
peculiar inmate and adaptative mmune
respanges. Profound hrmphopenda and
increased neutrophil-to -lrmphocyte ratio
have been shown to be amociated with
climical severity (2), and dlevated serom
lewels of proinflammatory cytokines, also
characterized as cytokine storm, have been
reported as potential mediators of
respiratory/multiple organ failure (3).
Indeed, elevated levels of IL-6 were found
to be associated with poor outcome in
patients with QOVID-19%-associated ARDS
(4). A pattern of immune dysregulation
associabing [L-6-mediated low HLA-DE
(human leukoce antigen D-related)
expression on ciroulating monocytes,
together with sustained mphopenia and
hyperinflammation, was recently put
forward (31 Yet, few data compared the
immunopathology of COVID-19 ARDS
with that of non-00VID-19 ARDS, s
specific trits of the immune responses to
severe SARS-CoV-2 infections have not
been well identified Whether the
magnitude of the so-called cytokine storm
reported in severe SARS-CoV-2 infection
exceeds that characterizing bacterial sepsis,
for instance, has been challenged (6, 7), and
a profound depletion of CD4™ and CO8™
T cells is also a common feature of septic
shock [8).

We thus conducted a monocenter
prospective study that aimed at 1)
com paring the immunopathology of
COVID-19 ARDS with that of
non=COVID-19 ARDS and 2) identifying
biomarkers associated with mortality in
patients with COVID-19 ARDS We
show that major differences invalving
both the innate and the adaptive immune
responses characterize severe SARS-CoV-2
infection,

Methods

Additional methods are available in the
online supplement.

Study Dezign and Patemnts

This & a prospective observational
maonocenter study, which included all
nonimmunocompromised patients
diagnosed with RT-PCR-confirmed SARS-
CoV-2 infection and ARDS (Berlin
definition (9), COVID-19 ARDS group)
consecutively admitted in the medical 1CU
at Henri Mondor Hos pital, Créteil, France,
between March 8, 20240, and March 30,
2020, Patients with preumonia-associated
ARDS previously included in a historical
monocenter prospective cohort bebween
January 2014 and Decernber 2018 were
used as controls (non-COVID-19 ARDS
group; see the flow chart in Figure E1 in the
oaline supplement] (10). The sudy has
received the approbation of an institutional
review hoard (Comité de Protection des
Personmes Te de France I1; reference
nurmber: 3675 NI; and Comité de
Protection des Personnes e de France V;
reference number: 13899), Inforrmed
consent was obteined from all patients or
their relatives.

Patients with ARDS received
mechanical ventikation using a standardized
protective ventilation strategy (11) and were
managed according o national guidelines
[

Data Colection

Demographics and clinical and laboratory
variables were recorded upon [CU
admission, at samyples collection time points,
and during [CU stay. The primary

clinical endpoint of the study was Day-28
mortality.

Flow Cytometry Analyses

Blood samples were collected within 48
hours of ICU admission (Days 1-2 sample)
and 4 days thereafter (Days 4-6 sample).
Fresh whole hlood was stained with
different combinations of the following
conjugated monoclonal antibodies:
anti-CD4-PE, anti-CD3-AAT5,
anti-CO8-AATOO, anti-CDAE-PCSS or
isotype control, anti-CD279 (PD-1)-PC7
or isotype control, anti-HLA-DR-PB or
isotype control, anti—-CD14-BCD, and
CIM5-Erome Orange (Beckman Coulter),
Acquisition was performed on a

American Joumal of Respirtory and Crifical Gare Medicine Volume 202 Number 11 | December 1 2020
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Tablke 1. Characteristics of Patients with COVID-19 {n=38) and Mon-COVID-19 (» =36 ARDS

Varlables Avallsble Data COVID-19 ARDS {p=38) Non-COVID-18 ARDS [h=36) P Vslue
Cemographics and comorbidities
74 63 [B0-73) 58 [44-T0) 0.443
Sex, M 74 32 34) 28 0.480
B, kgieny® 73 278 [25.8-32.7) 2687 20630 0. 117
Obesity 74 13 @) 504 0.029
Cinbetes melitus 74 12 ) 719 0.232
CORD 74 5 (13) Tl 0.463
Chronic heart fallure 74 6 (16) T 0.660
Liver cirhosls 74 0 i 2 18) 01
Sickle cell dizsase 74 103 4011) 0.143
Endh-stane renal disease 74 1@ 0 0.327
Srraksr 74 15 (@) 16 (449 0.665
Patiants’ charactaristics upon 1CL admission
First symptom to admission®. d 74 6 (-5 3 0.007
SOFA 74 B B0 B E-11) 0.483
SAFS Il 74 38 [32-45) 39 (31-54) 0.808
Imeasive machanical ventlation 74 25 [B8) 20 (58 0.478
Tampantura 72 38.0 (38.0-40.0) 38.6 (37.8-260.6 0.834
ARDS sevarity (Berin) 74 0.007
Mid B2 103)
Moderats 18 [47) 14 (39
Severe 11 @23 21 (58
Py, Fip, rati, mm Hy 74 125 [B4-163) a4 [72-126) 0.025
Pz, mm Hg 74 A0 (AT -48) 45 (38-51) 0.168
pH 74 TAZ (T.30-7 45) 736 (727-7.43 0.039
Left ventricle ejection fraction, % 74 B1 [52-70) &0 (50-60) 0.030
Araria blood lactates, mik 74 14 (1215 1.4 (08-23) 0.685
Creatinineg, o malil 74 82 [B5-120) BT (B5-144) 0.455
Alanine aminotransferase, UL 74 36 [Z2-47) 45 (24-100) 0137
Aspartate aminotransferasa, UL 74 51 [41-85) 62 (20-145) 0.552
Bilirubin, pmalL 74 8 [@-11) 14 1) 0.013
Prothrombin 11n§. ] 74 BO [F2-87) 77 (618 0.222
WEC courts, 10°mm’ 74 7.3 [G6-9.8) 12.8 (B.3-19.0) <0.001
Lymphacytes, 10°mm’ 73 0.6 0509 0.9 (0.6-1.2) 0.085
Monoaytes, 107 mm® 73 0.3 02045 0.7 (02-12) 0.008
Mautrophils, 107 mm’ 73 B [4.2-86) 10,5 (7 2-16 =0.001
Mautrophils-toe-ym phocyies mto 73 B8 55153 11.1 8318 0167
Mauromussular s 74 24 [83) 30 183 0.051
Prore position 74 13 @) 13 (38 0.864
Ritric oxide 74 o o 2 (8] 0.141
ECMO 74 01 208) 0141
VESMpressor support 74 22 158) 25 0302
l.'llcmblulgcal documantation (other than 74 8 (24) 24 (67 0. 0002
RS-Cov-2)
Bacteria
Grim pasitive
Staphyfoconcus auews 1 1
Streplococows preuTonias o 5
GEroup A o 2
Gram regaive
Ertenobac o e s 3 7
Nonfermenting bacteria 2 1
Hasmophius influsmess o 2
Intracellular pathogans
Legonels preumoohils o 4
LS5 DOSLITIONE o 2
Virus (other than SARS-Co-2) 25 11t fag 0.005
influenza ] gt
Rhinovius 2 1
Others 0 45

Defnrition of abbrevations: ARDS = acule respiratony distress syndrome: B = body miass indese COPD = chonie obstructive pulmonany disease; COVID-
18 =cororewnus disssss; ECMO=estracorpored memrane Coygenalion: S0FA= Seguential Organ Falure Asssssment: SAFS 1 = Simplified Acute
Phyziology Soors || SARS-Cov'-2 = severs acule eepralory syndsme conmavines 2; WBC = white blood ol

Continuous varlables are peeserted as median (irsi-third quarties) P valies come frorm the Manr-Whilney fest. Calegorical varables are shown a2 o (%
F walues come from the chi=guare or the Fisher exact 1est, 88 spproprate. Bold mesults are statizticaly sgnificant & the P 0,08 e,

“Tirne lag Deteeen the first symptoms of the deease and 0L admigson

Nirchucing thres patients who had tactenal coinfectons (group A Streplococews, Streptococcus preumoniss, ard Enterchacter cdoacas).
1rrﬁJEI1zlﬂ.{H1N1b:|'nZJDE (n=4} and influenza B (n= 3.

SSeasonal coronavrug i1 =1), adenedus v =1), metspneumavines {7 = 1), and respiralony syncylial vius [n="1)
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Table 2. Outcomes of Patients with COVID-19 (n= 38] and Non-COVID-19 (n =36 ARDS

Variables

First syrnotom to first earmple®, dr
Fimst symptom to second sampls’, d
IME':& mechanical '.'et'\ijlsllit:nrliH
ICU admission to intubation®, d
Vap
=1 VAP episode
Intubation to fist VAP episcdet, d
=2 VAP episodes
Intubation to second VAP epsodel, d
Crther ICU-acguired infections
Catheter-related infection
Urinary tract infection
Shock dose steroids
Shock
Ranal raplacemant th
ECMT o APy
Crgan failure-fres days at Day 28, d
Dey-28 mortality
G o ality

COVID-12 ARDS jn=38) Mon-COVID-18 ARDS in = 36) P Value
e jE a2
37 fg7) 36 ﬁﬁu} =000

D j0-2) 0 0-2) D482
29 15 0002

3 gﬂm 8 421111. 0784
19 (50) 617 0002
14 }12-1?] 21 {11-04) 0476

& (15.8) 1128 0108

5 {13.1) 128 -

1 (2.6 0 —
13 gs]] 12 (33 0.804
23 76 25 (53) 0,506
Y 15 g D247
10 8 0Be2

D f0-15) 14 {p-20) 0.003
13 34) 413) 0.030
14 {52) 7 {9 0.007

Definition of abbrewations: ARDS = acute reapemiony disiress syndome; COVD- 19 =corenavdus dsesse; BGMO = exfrecopona membrane
cryganation; VAP=antlaor-eescdated preumonia
Cortinuous variables sre prassmad a4 meden (firt—third quertibesl; P valies come Tom 1ha Mann-Whittney test, Categorios] variablies ara shown agn (e
P unlies oome Tmem the ahissouare or e Fsher et 1est, as appropriate. Bald msuits are statisioaly significant af the P 0005 lewe

“Time lag babwaan tha fret symplom of the diseasa and the first sampla dresn for flow cylomatry anelysiscyloline messumments,

Mime lag betwnan 1ha frst syrptorn of the disesss end the socond sempl dmwn for fow oylometry analskyoyioking maasuroments

Time g betwesn IGU admission and arotmchenl intubation

5Tirma lag batween omtracheal intubetion and the frst episoda of ventilator-assodated pneumonia

ITime lag bebween orstrachasl inubason and the: second episode of ventilator-associaied prcumonia

10-mubticolor Mavios flow cytometer and
analyzed with the Kaluza 2.1 software
(Beckman Coulter). Gating strateges are
depicted in Figure E2.

Measurements of Serum Cytokine
Concentrations

Cytokines concentrations were measured in
serum inactivated for 20 minutes at 56'C
(13) wing Luminex multiplex bead-based
technology (RED Systems) and a Bio-Plex
200 instrument (BioKad), on serum diluted
o 12,

SARS-CoV-2 Detection Genome in
Hasophanmgeal Swabs

Nasopharyngeal swabs were processed for
ENA edraction with the QLAsymphony
platiorm, Real-time RT-PCR was performed
using Realitar SARS-CoV-2 RT-PCR kit 1.0
(Altona) on a LightCveler 480 plate-based
real-time PCR platform. The cpcle threshold
walues of BT-PCR were used as indicators of
the viral load of SARS-CoV-2 RNA in

specimens.

Statistical Analyzes
Descriptive results are presented as means
{*5D) or medians (first—third quartiles) for
comtinuons variables, and as numbers with
percentapes for cateporical variables.
Bivariate correlation analyses between
cytokines and COVID-19 status were
conducted by computing Spearman
and biserial correlation coefficents
for continuous-continuons and
binary—continuous variable correlitions,
respectively.

Unadjusted between:-
comparkons between conditions (COVID-
19 v Aon=-COVID- 19) and outeome (alive
v, dead at ICU Day 28) were performed
using Mann- Whilney tests for continnos
vartables, and chi-square or Fisher's exact
tests for categoricel variables, as appropriate.
Association between cytokines, other
covariates, and final sutcome were further
asscssed after systematically adjusting for age
and Sequential Ongan Failure Assessment
(SOFA) score, using logistic regression
{categorical variables) and linear regression
modeling (continuous variahles).
Longitudinal analyses were performed to

assess the temporal evolution of crtokines
level over a 12-day period using mixed-
effiects linear regresaion models,

Twoetailed P ovalwes <005 were
considered statistically significant
Analyses were performed wsing Stata
V160 statistical software (StataCorp),
and B 363 (R Foundation for Statistical
Computing, corrplot and qgraph
packages).

Results

Clinical Characteristics and
Quicomes of Patients with COVID-19
ARDS and Non=COVID-18 ARDS
Thirry-eight patients were admitted in the
ICU for severe SARS-CoV-2 miection and
ARDS within the study period Az compared
with patients with non-COVID-19 ARDS
(= 36], patients with COVID-19 did net
chow significant differences regarding ape,
sex, asnciated comorbidities except for
more frequent obesity, severity scores

(ie, SOFA and Simplified Acute
Physiology Score 10), and invasive
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mechanical ventilation support upon 1CU
admission (Table 1). Yet, patients with
COVID-1% had less severe ARDS than their
non-COVID-19 counterparts, as reflected
by Berlin definition categorization and
higher values of Pagy Fryy obtained within
24 hours of ICU admission, Tn keeping with
previous findings (2, 51, patients with
COVIR-19 showed more pronounced
lymphopenia and monocytopenia, whereas
thase without COVID-19 had more blood
neutrophils (Table 1). As expected, more
bacterial and non-5ARS-CoV-2 viral
infections were documented in patients
without COVID-19 upon TICLT
admistion.

Patients with COVID-19 ARDS
showed dramatic outeome differences as
compared with patients with non-COVID-1%

ARDS, with significantly more frequent
ventilitor-acquired pneumonias, fewer
organ failure-free days, and eventually
higher Day-28 and ICU mortality
{Table 2).

Blood Lymphocyte Counts and CD38
and HLA-DR Expression Underfine
Distinct Immune Phenotype n
Patients with and without COVID-19
Lympheopenia is a common featune in patients
with severe COVIDE 19 and 18 associated with
clinical severity and outcorme (5, 14, 15).
Althongh absolute T CD4* ymphocyte
counts were not significantly different
bretwem groups at Days 1-2, patients with
COVID-19 showed lower counts than others
at Days 46 [Figure LA). Regarding T CDE"
and B-cell counts, patients with QOVID-19

Hue, Baldi-Ferchiou, Bandib, et al: Immune Rasponse in COVD-19 AR0DE

displayed deep and sustained lymphopenia
with significantly lower values than those
without COVID-19 at both time points
(Figures 1B and 1C). Interestingly, patients
with COVID-19 even displaved significantly
lower B-cell counts than patients with
non=COVID-19 ARDS diagnosad with viral
pulmonary infections {Fignm: E3).

The coexpression of CD38 and HLA-DR
on COBY T cells, a hallmark of sctivation
during viral infections (16, 17), was not
significantly different between groups at Days
1-2 but increased in patients with COVID-
19 with time and was eventually higher in
patients with COVID-19 than in others at
Davs 4-6 (Figure 110). PD-1 expression an
CDE" T cells, which has been shown to be
associated with immune dysfundion and
poor outoome in sepsis (18], was lower at
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Figurez 2. Evolution of serum conaerimtions of cylokings over time in patients with comnavines. disesse (GOMD- 15) hick red ines) and non-COMC189
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adrmseion (Day O],

Drays 1-2 in patients with COVID-19 than in
others (Figure 1E), with significantly lower
PD-1 expression i patients with COVID-19
than in ther non=-C0VID-19 wral ARDS
counterparts (Figure E3). [n line with this
result, HLA-DE expression on monocytes
was dramatically higher in patients with
COVID-19 as compared with thoese without
COVID-19 at both time points (Fgare 1F).
[n fact, HLA-DR expression on momocyles
was significantly lower in patients with viral
[COVTD-19 ar not) ARDS than in those with
bacterial ar nendocurnented ARCE { Figune E3),

Patients with and without COVID-19
Exhibit Different Profiles of Cytokine
Storm

Mo significant differences were observed
regarding the time course of serum
concentrations of [L-6 and [L-1Ra between

1514

patients with and without COVID-19.
However, the srum concentrations of
these cytokines were significantly impacted
by the time elapsed since hospital
admission {Figure 2 and Table E1) or since
first symptoms of disease onset (Figure E4
and Table E2). As such, the concentrations
kept steady or increased with time for
CCLAMIP- 1h, CCLAMIP-3a, TL-15,
and [L-8 in patients with COVID-19,
whereas they decreased in others. The
serum concentrations of [L-10, an
antiinflammatory cytokine, were
significanty higher in patients with
COVID-19 than in others, with a
decreasing time conrse, with significant
interactions between time and COVID-19
status, indicating that the time course of
this cytokine was different between
ErOUps,

A chemaokine response has been
described in the respiratory tract of
patients with SARS-CoV-2 We observed
this “chemokine signature” in the blood of
patients with COVID-19, Indeed, higher
lewels of CCLAMIP-1a, CHCLIOIP-10,
CCLSMANTES, and CCLI0/MIP-3a
were measured in patients with COVID-
1% than in their non-COVID-19
counterparts (Figures 1 and E3 and
Tahbles E1 and E2). Interestingly, the
concentrations of CCL19/MIP/3h,
CCL20VMIP-2a, and CCLS/RANTES,
which recroit monocytes and T cells
remained stable over time, These
chemakines are secreted by CO14 " CD16"
inflammatory monecytes, which are
enriched in the blood of patients with
COVID-19 with severe disease (19), In
line with this observation, the serum
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Figure 3. Comsalion nebwork bebwesn cylokines and coronawus dissess (C0V0-19) staus. The
aormsation netwark s oonstructed from all pairedse oomelations betwesn cytokines and the COVID-19
statusg, computing Speamman and beenal comalston coeffickents: for continuous—continuous and
binary—ooninuous wrinbles comalaiions, respedfvely. Variabies are mpresented by nodes and
conmected by edges. Fed and blue ines represent negative ard positve comelations, mapectiel),
with line width, color saturation, and varable proxmity on tha graph being proport onal 1o fia strength
of ;e oormdation. Shown edges are all based on statishically sigrifoan comslalion soetficents o the
P 0,05 level mftar Banjamin-Hoohbesg comaction for test multiplicty. 50F8 = Saquential Organ

Faliure Assassrnen!.

concentrations of GM-CSF were
significantly higher in patients with COVID-
19 than in others The serum concentrations
of EGF (epithelial growth factor) were
significantly higher in patients with COVID-
19 than in others

To distinguidh features between
nen-C0VID-19 hacterial or viral and
COVID-19 ARDE, we analysed cytokines
concentrations according to these three
catepories | Table E3). Interestingly, there
wire dramatically lower serum
concentrations of [L-10, CXCLIKIP-10, and
GM-CSF in patients having bacterial/
noadocu mented ARDS than in patients with
non=C0VTD-19 viral ARDS or COVID-19,
suggesting that these are bdomarkers of wiral
infections. In contrast, as compared with
patients with COVII:-19, thase with

bacterial, but also those with viral
non-COVID-19 ABDS, tended to exhibit
lower concentrations of CCLY/MIP-1a and
showed dramatically lower concentrations of
EGF. These results suggest that EGF and, 1o
& lesser extent, CCLYMIP-1a are specific to
COVID-19 ARDS,

In all, two mam cptokine clusters could
be pdentified, as indicated by the strong
correlation coefficients among them
(Figures 3 and E5). The first one comprised
CRCLIOIP-10, GM-CSF, and [1-10 and
was related to COVID-19 ARDS The
second one comprised [L-6, IL-1Ra,
CCL2WMIP-3a, CX3CLL, and 1L-15 and
was linked to SOFA, reflecting associated
ofgan failures. Mo correlation was ohserved
betwesn serum cytokines concentrations
and patients’ age

Hue, Baldi-Ferchiou, Bandib, ef al: Immune Rasponse in COVD-18 ARDS

Immune Dysregulation and Higher
Nasopharyngeal Viral Load Are
Associated with Day-28 Mortality in
Patients with COVID-19

We further analyzed whether serum
cytokines concentrations and leukocytes
numbers and phenotype were linked to fatal
outcome, Serum concentrations of [L-10,
CXCLIO/IP-10, GM-CSE, and CX3CL1
were sipnificantly higher in patients who
had died at ICU Day 28 than in those
who were still alive (Tables E4 and E5). In
coml rast, serim concentrations of EGF were
higher in patients who survived. SARS-
CaV-2 viral loads, quantified with the
cyche threshold of RT-PCR perfarmed
on nasopharyngeal swahs, were also
higher hath apon [CU admission and
during the course of [CU stay in
patients who were dead at Day 28
(Tables 3 and B4 and Figure 4). After
adjustment for age and SOFA, the serum
comcentrations of CXCLIOTE-10 and
GM-CSF as well as SARS-CoV-2 viral
loads remained significantly different
between patients who died and those
wha were still alive (Tables 3 and ES).
Such results are consistent with the fact
that CXCLIWIP-10, GM-CSF, and IL-10
were highly correlated with COVID-19
ARDS but not with age and S0FA
(Figures 3 and E5).

Discussion

The main results of the current study, which
compared the clinical characteriitics and
immune response of patients with COVID-
19 ARDS with those of patients with
non=C0VIED-19 ARDS, are as follows: 1)
patients with COVID-19 ARDS had higher
[ray-28 martality, although they had
initially less severe ARDS, according 1o the
Berlin definition categorization and

Pag, (Fip, ratio; 2) patients with COVID-19
ARDS deplaved a peculiar immune
phenotype characterized by profound and
sustained lymphopenia with decreased or
delayed expressiion of markers of cellular
activation, together with features of
manocyte activation; 3) comparing

their cytokines/chemokines serum
concentrations with those of patients with
non-C0VID-1% ARDS allowed for
identifying a “chemokine signature”, and 4)
pattents with COVID-19 ARDS who were
dead at Day 28 showed increased serum
concentrations of IP-10 and GM-CSF
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tegether with higher nasopharyngeal viral
load upan 1CU admision.

Although patients with COVID-19
seemed to have less severe ARDS wpon ICU
admission than their non-COVID-19
counterparts, they eventually displayed
dramatically higher Day-28 and [CU
maortalities, implying profound differences
regarding the mechanisms driving the
course of the disease and orchestrating the
severity of respiratory and other organ
failures. Importantly, patients with
previously known immunosuppression
were excluded from both groups. The
physiological basis for this morbidity is
believed to be the selective death of type [1
preumocytes following SARS-CoV-2 cell
entry and subsequent inmte immune
response, which results in fluid leakage into
the lungs and diffuse alveolar damage (20].
After SARS-CoV-2 binds to angiotensin-
comverting eneyme-2—0verexpressing
organs, increases in nonspecific
inflammation markers are observed. In

1516

more severe cases, a marked systemic
release of inflam matory mediators and
cytokines occurs, with comesponding
worsening of lymphopenia and potential
atraphy of lymphoid organs, impairing
lymphacyte turnover (21), Cur finding of
profound/sustained lymphopenia observed
in patients with COVID-19 ABDS is
consistent with these chservations. We also
repart mare pronounced quantitative and
qualitative bmune cell alterations in
patients with COVID-1% than in the subset
of those without COVID-19 having viral
(non-SARS-CoV-2) ARDS, including lower
Becell counts and frequency of PD-17CDE™
lymphascytes, pointing out specific cellular
immunity features of SARS-CoV-2 severe
infections. In contrast, as recently reported
(22, 23), HLA-DR expression on circulating
monocytes was relativdy consened in
patients with COVID-19 as compared with
others, confirming that, as previously shown
[24], this bicrnarker is relevant for bacterial
sepsis but likely not for viral sepsis,
including that related to SARS-CoV-2.

The identification of immunological
biamarkers is a crocial ssue in COVID-1Y
tobetter understand the pathophysialogy of
the disease and help clinicians delineate
groups of patients with different outcomes,
[L-6and |L-1Ra were reported to be elevated
in severe SARS-CaV -2 infection, and serum
[L-6 levels have been proposed as a predicior
of COVID-19 severity (25-27). Increased
serum concentrations of IL-8, IL-10, and
GM-CSF have also been associated with
disease seventy (2, 3). Strikingly, in our
study, the serum concentrations of [L-6,
[L-1Ra, and 1L-8 not only showed no, or
only marginally, significant differences
between patients with COVID-19 and
patients with non-COVID-19 ARDS bat
also were not associated with Day-28
maortality in the subgroup of patients
with COVID-19, As a matter of fact, the
serum concentrations of [L-6 and [L-1Ra
correlated with the SOFA score, indicating
that these cytokines rather behave as
biomarkers of organ failure-associated
hyperinflammation, consistent with their
previously reported association with patient
severiy and outcome = cobort studies
merging patients with mild to severe disease
(2, 3, 26, X7), whereas anly particulardy sek
patients were included in the current study.
[n patients with COVID-19, the ime course
of some serurn hiomarkers (ie, [1-8,
COLM, VEGE) showed an increasing
concentration over time, wheneas them was

an oppasite trend in patients withouot
COVID-19, illustrating & more intense,
unresalving, inflammatory response during
the early phase of disease, consistent with
the prolonged durations of viral shedding
(28) and 10U stay (29) reporied in these
patients. [n line with this sus ained
inflammatery response the “chemokine
signature” (CCL3, OCL4, CCLI, and CLLS)
remained stable over time. Nevertheless, the
inclusion of a group of patients with
aen—COVID-19 ARDS in the current stady
allovwed s to identify spedfic bionarkers
af COVID-1% ARDS, Indeed, serum
concentrations of EGF were strongly
associuted with COVID19 (Figure 2,
possibly reflecting the severity of acute lung
injury but also SARS-CoV-2-associated
injuries in peripheral organs, such as the
ileum and the kidneys (30), s observed in
patients with COVID-19, Strikingly, serum
concentrations of EGF were higher in patients
with COVID-19 than in thes: with
non—SARS-CaV-2 vieal ARDS, sugpesting
that EGF could be a relatively i
biomarker of SARS-CoV-Z-associated thawe
injury, which could be linked i the role of
EGF in alvealar ingury repair through hinding
to s receptons, induding the human
epidermal growth fador receptor farmily (31).
Cons gently, COVID-19 sorvivars exhibited
higher senam EGF concentrations than others
upon HOU admission. We abo identified a
group of chemokins/oytokine, nduding [P-
10, [L-10, and GM-CSF, with serum
concentrations that were not only highly
cormlated to COVID-19 but alse associated
with Day-28 mortality i patients with
COVID-19 ARDS Elevated serum levels of
IP-10, [L-10, and GM-CSF have been
associated with disease in patients
with COVID-19 (3, 321 GM-CSE is invohved
in the production of proinflimmatory
cytokines and promotes lenkooyte chemotaxis,
further amplifying the inflammatary proess
1P-10, throwgh binding to chemokine roceptor
3, activates and recruits lenkocytes, induding
T cells and monocytes, and thus perpetuates
inflammation, and [L-10 typically inhibits the
secretion of promflammatory cytokines and
hampers the stpresion of the major
histocompatibadity ¢ and costi
malecules [33). Our finding of an [P-10, IL-
10, and GM-CSF signature further highlights
the contribution of mydod cells to
pathogenic mflammation durng SARS-CaV-
2 infection, An incressed infh of innate
irnmume cells into the lungs may fuel an
autainflammatory koop leading 1o tisue
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Table 3. Varignles Assoclated with Day-28 Mortality in Patients with COVID-19 1= 38)

Unadjusted Analysis Adjusted Analysis*
Variables Alive |n=25) Dead (n=13 P Vake Alive [ = 25) Dead [p=13 P Value
Clinical featurss n (%) n (%) Adjusted Odds Ratios (85% Cl
(categorical varables)
Diabates 4 {:“ﬁ B {E1) 0004 4.10 {0.67-25.00) 0.128
COPD 114 4 {31 0,038 147 {0.0B-21.48) 0.805
Chronic heart failure 104 LEEE] 02 13,12 §0.41-424.00) 0.147
Clinical and genaral Mean (=30} Mean (=500 Adjusted Mean (=35E]  Adjusted Mean (=5E)
laboratory features
[continuous varables)
Age, yr 5704 (=1243) 68.15(=10.37) 0007 58.83 (=253 68.36 (=3.55) 0.017
SOFA 70 (=28 BB (=268 amT 7.1 (=068 8.9 (=0.8) 0,013
Pas /Fi, ratio, mm Hg 1212 EIS\E.B} 1.3 (=761 00 0.0 128.8 (=101.1) 3560 (1452 0243
Credtinine, wmoll BEG (=348) 2104 (=287.4) 0083 846 (=34.3) 191.3 (=55.0) 0.181
Sarum oytoking
concentrations '
IL-B, pa'mi flog) 4.8 (=100 5.5 {=0.7) 0070 5.0 (=02 5.6 (=03 0.168
IL-10, pgdml 38971 (=133.1)  603.7 (=116.5) 03 400, 0 (+29.9) 502.2 (=48.0) 0.083
CXCL10AP-10, Wﬂ‘ﬂ 15833 E"‘STE.EH 2.5642.2 }-‘-1 135.4)  0.MT 18133 {!*213«.'3'} 24872 }":329.9’! 0.047
GM-CSF, pgiml 1781 (=6008)  232.8 (=52.9) 0005 1781 (=138 2ME2 (=210 0.050
CCL18MP-3b, pg/ml 4.7 (=005 5.2 (0.9 0.065 4.8 (=01) 5.1 (=02 0.281
E(gﬁﬂdl"-"la. pg/mi 20(x0.59) 27 {=1.1) 0078 21 (=02 2.4 (=03 0.428
fogh
EGF, 4794 E: 221.8)  338.6 (=120.00 003 ATT 6 (=44.4) 383.7 (=685 0.204
C¥3CL1/fractalkine, 6.8 (=0 1205 0058 6.9 (=0.1) 7.0 (=02 0.384
pg/mi (log)
Other laboratory faatures
qFT-PCA viral load®, 31.68 (4700  25.27{=5.23 0.0 A1 (=109 25.71 (=1.56) o.010
oycls threshold

Dafinition of abbmewstions: Gl=confidence interval, GOPD= chronkc cbatructive pulmonary disssse; GOVID-19 =coronevius diseass; S0FA = Sequential

Organ Falua Assesament,

Bold results are stabsticaly sgnifican & the P <0085 evd,
~Resuts from inear mgression modading adiusting for ege end SOFA scom.

"\licsing deter =3
HOttained from nasophanyngeal swabs.

darmage and respimatory failure (22} Indead,
the study by Liao and colleagoes (34) and that
of Zhou and calleagues (19) observed an
infiltration of mflammatory monocytes with a
strong interferon gene signature in the BAL
fluid of patients with COVID-19 that likely
contribute to the rapid decline in alvenlar
patency and farher amplify acute lung injury.
W also found a higher kevd of P10, GM-
C5F, and IL-10 in non-COWID-19 viral
ARDS as compared with their hacterial
counterprts, suggesting that these biomarkers
are assockted with severe viral ARDS

The SARS-CoV -2 viral load measured
in the respiratory tract has previously
been shown to be associated with
disease severity (28}, possibly reflecting
an impaired type | IFN response.
Owur finding that patients with
COVID-19 had delaved increase in
HLA-DRTCDAS"CDE" T lymphocytes
and lower percentages of CDE™PD-17 T
lymphacytes than patients without

COVID-19 is consistent with the lack of
control of wiral replication observed in the
maost severe patients (Figure 4). Indeed, the
viral load obtained from nasopharmpgeal
samples was higher in patients wha died than
in those whi survived, even after adjusting for
age and SOFA score, Low CD8* lymphocyie
counts were recently shown to be predictors
of mortality in patients with COVID-19 (28);
mare specifically, HLA DR CD38"CDA™ T
Iymphocytes have been shown o have a
crucial role in response to viral infections (16,
17), and thar increasing percentage over tme
has been assoczted with SARS-CoV-2
clearance and pabtient recovery (5] Yet, we
failed to establish a significant relationship
between adaptive immmunity features

(L lymiphocyte counts and activetion status
assesard by PD-1 and HLA-DRACD3R
expression) and outcomes of patients with
COVID-19. However, consistent with
previons findings (5, 33), patients with
COVID-19 exhibited a global ymphopenia

Hue, Baldi-Ferchiou, Bandib, ef al: Immune Rasponse in COVD-18 ARDS

topether with delayed (HLA-DRACDEE) or
impaired (P[-1) activation of CO&™
ymphocytes, and higher nasopharyn geal viral
Iads in patients who were eventually dead at
Dhay I8, suggesting a key role of adaptive
immune response impairment i viral
imrune evasion,

Our study certainly has same
limitations, This is a monocenter study,
which included a relatively small number
of patients, thus limiting the generalizabiity
of the findings and the statistical power
to show between-group differences.
Indeed, our ability to dentify outcone
biomarkers was limited, particulardy in the
non-COVID-19 group owing to the low
number of deaths at Day 28 (1 = 4), and the
results of the conducted amalyses, some of
which would lose statistical sipnificance
after accounting for multiple testing, should
be considered exploratory and interpreted
with caution. Our study anly included those
patients with the most severe COVID-19
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(ie., those admitted in the [CU for acute
respiratory failure), as ilustrated by a 52%
ICU mcrtality, restricting our findings o
this subset of patients. Yet, we helieve our
study also has some strengths, including the
fact that we compared COVID-19 with
nen-COVID-19 ARDS together with the
fact that we excluded patients with
previousy known immunosuppression

in hoth groups, allowing ws to identify
biommarkers specifically associated with SARS-
CoV-2 mfection. Importantly, although the
twio groups of patients were nmnaged during
different time periods (Le., between 2014 and
20148 for patients with non-COVID-19
ARDS and March 2020 for patients with

COVID-19), roatine management followed
national guiddines and. notably, the
mechanical ventilation strategy applied and
the indications fior ARDS aduvant therapses
did not vary significantly over time

Concusions

We reported adaptive immune response
impairment and a “chemokine signatore”
in patients with SARS-CoV-2 infection
and showed that increased serum
concentrations of [P-10 and GM-CSF
and higher nasopharyngeal viral leads
were assocated with outenmes, Such
results highlight the cantribution of

myeloid cells and impaired adaptive
immune response with associated
viral immune evasion to pathogenic
inflammation during SARS-Col -2
infection. 1l
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Discussion

Malgré de nombreuses avancées dans la compréhension de la physiopathologie du
SDRA et I'amélioration de sa prise en charge au cours des derniéres décennies, des travaux
récents ont ouvert la voie a des stratégies de médecine personnalisée. En effet, des sous-
groupes de patients SDRA, présentant des endotypes différents, répondent de maniére
différentielle & des interventions thérapeutiques pharmacologiques [93] ou a des stratégies
de management des fluides [38]. L'identification de biomarqueurs a donc toute sa place dans
le cadre de la recherche d'endotypes de patients, étape préliminaire @ une médecine

personnalisée.

L' objectif ambitieux de notre travail était d'identifier des biomarqueurs alvéolaires mais
aussi sanguins dans le but de différencier les patients selon leur pronostic clinique et de
comprendre les liens entre ces biomarqueurs et les mécanismes physiopathologiques qui
gouvernent le SDRA septique. Nous avons pu développer une approche translationnelle
originale, en réalisant, d'une part, une cohorte observationnelle longitudinale chez des
patients atteints de SDRA septique et, d’autre part, en analysant leurs échantillons biologiques
sanguins et alvéolaires a la recherche de biomargueurs pronostiques. Nos résultats peuvent

étre résumes ainsi :

1. Valeur pronostique des NETs au cours du SDRA : les NETs étaient élevés dans le sang
et dans le LBA et étaient associés aux taux d'IL-8 et de neutrophiles. Cependant, des
niveaux plus élevés de NETs n'étaient pas associés a la mortalité ni a la durée de

ventilation mécanique.

2. ldentification de biomarqueurs alvéolaires biologiques et cellulaires pronostiques dans
le SDRA infectieux (hors pneumonie SARS-CoV-2) et étude de leur
compartimentalisation alvéole-sang : la quantification de la concentration de 22
biomarqueurs, ainsi que |'évaluation de I'expression cellulaire d'HLA-DR sur les
monocytes et de PD-1 sur les lymphocytes TCD8+ alvéolaires et sanguins a permis
d'identifier I'll-8 comme étant la cytokine la plus compartimentalisée et I'lLl-1Ra
comme la cytokine associée a la mortalité hospitaliere aprés ajustement sur les
principales variables confondantes (score SOFA et pression motrice). L'expression

d’HLA-DR sur les monocytes et de PD-1 sur les lymphocytes T CD8+ étaient, certes,
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compartimentalisées dans l'alvéole, mais n’'étaient pas associées a la mortalité

hospitaliére.

Etudie de ['activité fonctionnelle des monocytes alvéolaires et circulants: les
monocytes alvéolaires présentaient un statut désactivé et une capacité de production
de cytokines inflammatoires altérée mais conservaient une activité phagocytaire
similaire a celle des monocytes issus des témoins non SDRA. Le niveau d'expression
d'HLA-DR sur les monocytes alvéolaires ne semblait pas étre un marqueur de

substitution de leur activite.

Identification de biomarqueurs pronostiques au cours du SDRA COVID-19 : les patients
atteints de SDRA COVID-19 avaient un phénotype de réponse immunitaire adaptative
altérée avec une lymphopénie profonde et une activation lymphocytaire altérée ou
retardée. lls présentaient une “signature de chimiokines" avec des concentrations
sériques accrues d'IP-10 et du facteur de croissance GM-CSF associées a leur pronostic.
Ces résultats mettaient en évidence la contribution des cellules myéloides et une
réponse immunitaire adaptative altérée avec une évasion immunitaire virale associée

a l'inflammation pathogénique pendant l'infection par le SARS-CoV-2.

Si I'ensemble de notre travail nous semble représenter une contribution
significative dans la quéte de biomargueurs utiles a la compréhension de la
physiopathologie et a la prise en charge du SDRA septique, il souléve également de

nombreuses questions laissées sans réponses et appelle certains commentaires.
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1. Piéges extracellulaires des neutrophiles (NETs) : une épée a double tranchant

dans le SDRA septique

L'importance des NETs en tant que composants du systéme de défense de I'héte est
illustrée dans la maladie granulomateuse chronique, ol les patients ne peuvent pas former
d'espéces réactives de |'oxygéne et sont rendus déficients en NETs [384] entrainant des
infections récurrentes menacantes pour la vie [385]. Déterminer le véritable role des NETs

(protecteur vs délétére) dans le SDRA reste cependant difficile.

Il a été démontré que plusieurs stimuli infectieux et non infectieux généralement
associés au SDRA déclenchent une NETose régionale, notamment des bactéries vivantes,
I'exposition au LPS, I'll-8 ou des espéces réactives de |'oxygéne [384]. Dans un modéle
expérimental de SDRA lié a la pneumonie grippale, Narasaraju et coll. [142] ont démontré que
la production de NETs pulmonaires était induite par le virus de la grippe et corrélée a la gravité
des lésions pulmonaires. De méme, en utilisant un modéle murin de pneumonie a
pneumocoque, Moorthy et coll. [386] ont observé que la génération de NETs était associée a
I'épaisseur de la capsule pneumococcique déterminant la sensibilité du Streptococcus
pneumoniae a la destruction médiée par les neutrophiles, reflétant la gravité de la maladie.
En revanche, dans un modéle murin de double agression pulmonaire induite par une
exposition @ du LPS ou a la ventilation mécanique conduisant a la production de NETs
bronchoalvéolaires, le traitement par DNase ne réduisait pas de maniéere significative les
lésions pulmonaires [387]. Ces données suggérent que la pathogénicité des NETs est
équivoque et peut dépendre de la cause des lésions pulmonaires. Dans notre étude, le fait
gue la concentration de NETs bronchoalvéolaires étaient associée a l'infiltration alvéolaire
neutrophilique et @ des concentrations élevées d'Il-8 alvéolaire était cohérent avec
I'existence d’une NETose régionale [388]. Cependant, dans notre cohorte, les patients atteints
de SDRA ayant de fortes concentrations de NETs alvéolaires avaient la méme sévérité de la
maladie aprés intubation, mais ils étaient moins hypoxémiques a J1 et avaient une durée
totale de ventilation mécanique et de séjour en réanimation plus courte que les patients avec
une plus faible concentration de NETs alvéolaires. Nous n'avions néanmoins pas observé

d’association significative entre les concentrations de NETS alvéolaires et le nombre de jours

vivants sans ventilation mécanique a J28, méme aprés avoir pris en compte les facteurs de
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confusion potentiels cliniqguement pertinents (rapport PaO:/Fi0; et volume courant
administré). Il est important de noter que nos résultats ne soutiennent pas I'hypothése d'un
role néfaste prédominant des NETs au cours du SDRA, mais suggérent plutot qu'ils pourraient
étre bénéfiques au début du SDRA secondaire & une pneumonie. Un tel effet protecteur, s'il
était confirmé par d'autres études, pourrait étre cohérent avec les effets antimicrobiens
connus des NETs, dont il a déja été démontré qgu'ils piégent et tuent une variété d'agents
pathogénes, notamment Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus et Candida albicans
[128, 389]. D'ailleurs, la dégradation de NETs, en utilisant la DNase chez des souris atteintes
de sepsis polymicrobien, entrainait |'augmentation de la charge bactérienne et une
aggravation des lésions pulmonaires [378). En outre, les NETs sont essentiels pour controler
les infections bactériennes et fongiques, et la NETose semble étre étroitement controlée
plutét que d'étre un événement non spécifique dans la défense de I'hote [390). Ainsi, cibler
les NETs comme thérapie adjuvante dans les |ésions pulmonaires devrait prendre en compte

les effets sur la défense de |'hdte contre les infections.

D'un autre coté, certaines données cliniques suggérent que les NETs contribuent a
I"altération de la fonction pulmonaire et & la gravité de la maladie dans la pneumonie
communautaire [391] et dans le SDRA [392, 393]. Au cours de la pneumonie sévére et du SDRA
septique [391, 392], des concentrations sanguines élevées de NETs étaient associées a un
séjour en hospitalisation et une récupération prolongés ainsi qu'a une mortalité accrue. Des
niveaux élevés de NETs (MPO) broncho-alvéolaires étaient associés a un pronostic plus
sombre, a l'inoculum bactérien et au risque de pneumonie acquise sous ventilation mécanique
[393]. Cependant, comme l'illustre notre lettre adressée a Twaddell et coll. [379, 394], qui ont
examiné en détail le role des NETs dans les maladies respiratoires, les preuves actuellement
disponibles soutenant I'hypothése selon laquelle les effets néfastes des NETs dépasseraient
leurs effets protecteurs dans le SDRA clinique, par opposition au SDRA expérimental, sont
rares. En effet, les quatre études cliniques publiées & date de publication évaluant la relation
entre les niveaux de MNETs et le pronostic des patients inclus montrent une grande
hétérogénéité concernant: (1) les maladies respiratoires pour lesquelles les patients ont été
inclus ; (2) les méthodes utilisées pour |'évaluation de la concentration et le type des NETs
ciblés (ADN myéloperoxydase, complexes ADN-élastase, ADN acellulaire ou nucléosomes

acellulaires) ; (3) le compartiment (alvéolaire vs sanguin) dans lequel les mesures des NETs ont
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éte effectuées ; (4) le délai entre |'apparition du SDRA et I'échantillonnage des NETs ; et, enfin
(5) les paramétres cliniques pronostiques utilisés: développement d'un SDRA [392],
pneumonie acquise sous ventilation mécanique [393], mortalité hospitaliére [391] ou nombre
de jours sans ventilation mécanique a J28 [388]. Ces données sont trés hétérogénes et il est
donc difficile de conclure de facon formelle quant a I'effet délétére ou bénéfique des NETS au

cours du SDRA.

Les NETs sont a la fois une arme de défense antimicrobienne efficace, mais aussi une
sources de molécules ayant des roles d'effecteur immunitaire et pro-inflammatoires (Figure
16) qui, chez les individus sensibles, peuvent favoriser les lésions tissulaires et I'auto-immunité
[144, 395-397]. De plus, d'autres granulocytes (monocytes et éosinophiles) peuvent former
des pieges extracellulaires lors de la stimulation [398, 399]. Dans le cas des monocytes, des
structures de type METs {(monocyte extracellular traps) contenant de I'ADN mitochondrial et
des protéines granulaires ont été proposées pour contribuer a la défense de I'héte et aux

réponses inflammatoires [400].
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Figure 16. Mécanismes de formations des piéges extra-cellulaires des neutrophiles

(NETs) et leurs potentiels effets. Issue de [379].
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La NETose dépend de divers stimuli inflammatoires dans diverses circonstances, notamment la présence de
bactéries et de lipopolysaccharides (LPS) dans I'environnement. Les cellules épithéliales peuvent également
produire du LL-37 ainsi que de I'IL-8, qui peuvent tous deux déclencher la formation de NET, tout comme des
concentrations élevées d'espéces réactives de |'oxygéne. Il existe donc des voies par lesquelles la NETose peut
étre déclenchée par des agents pathogénes, des cellules épithéliales et la formation de NETs elle-méme,
suggérant une boucle de rétroaction positive. Quelle que soit la voie, la NETose entraine la libération de
chromatine hautement décondensée de l'intérieur des neutrophiles et se distingue de la nécrose et de
l'apoptose. Il existe une NETose terminale et une autre voie alternative ou MNETose vitale permettant aux
neutrophiles d'expulser leur ADN et leurs histones et rester viables, produisant des neutrophiles anucléaires.
Non seulement ce processus differe de la NETose terminale par le sort des neutrophiles, mais il semble &tre
davantage médié par |'exposition microbienne détectée par le LPS et la stimulation du récepteur de type Toll 4
Selon le stimulus, les neutrophiles peuvent devenir soit des neutrophiles suicidaires (terminaux), soit des
neutrophiles vitaux « zombies ». MMP : métalloprotéinase matricielle ; MPO : myéloperoxydase; élastase des
neutrophiles ; NETs : piéges extracellulaires des neutrophiles ; AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens ; TLR :
Récepteur de type Toll

Dans I'ensemble, cibler la formation de NETs chez les patients atteints de pneumonie
sévere et/ou de SDRA peut étre une voie thérapeutique prometteuse [401]. Une importante
littérature expérimentale s'est maintenant accumulée et suggére l'intérét potentiel de la
modulation des NETs au cours de divers modéles de lésions pulmonaires aigués [142, 386].
Ainsi, le ciblage de la séquestration des MNETs peut étre trés efficace dans les lésions

pulmonaires aigués liées a la transfusion [10] ou en cas de choc avec une défaillance
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microcirculatoire importante, alors qu'il est moins efficace ou méme a risque chez les patients
atteints de pneumonie ou d'infections fongiques invasives [402]. Bien gue nous ayons
beaucoup appris sur la biologie des NETs, davantage de données cliniques doivent étre
accumulées, en utilisant des techniques de quantification des NETs similaires et standardisées,

mesurées a la fois dans le sérum et dans le LBA.

2. Identification de biomarqueurs au cours du SDRA infectieux : du pronostic aux

endotypes

L'identification de biomarqueurs fiables constitue un domaine de recherche majeur
dans le SDRA pour aider a prédire son développement, stratifier la gravité de la maladie selon
des endotypes plus précis, fournir de nouvelles informations sur sa pathogenése et surveiller
la réponse au traitement [36). Nos différents travaux axés sur la recherche de biomarqueurs
pronostiques dans le SDRA secondaire a une pneumonie ont été relevés par de nombreuses
equipes, en particulier depuis I"apparition de la pandémie COVID-19. A titre d’exemple, notre
travail sur la valeur pronostique des NETs [388] a été cité plus d'une cinquantaine de fois et
celui explorant I'immunopathologie du SDRA associé a la COVID-19 [403] a été cité plus d'une
centaine de fois (d'aprés Google Scholar). Ce référencement de nos travaux témoigne d'un

intérét pour la recherche sur les biomarqueurs, amplifié par la pandémie COVID-19.

2.1.1. Compartimentalisation des biomarqueurs dans le SDRA infectieux

Bien que des améliorations concernant le phénotypage des patients aient été apportées
a l'aide d'approches multiparamétriques combinant des variables cliniques et biologiques [37,
38), aucun biomarqueur obtenu a partir d'échantillons sanguins n'a été démontré comme
étant systématiquement associé au pronostic du SDRA [48], peut-étre en raison d'une
compartimentalisation des biomarqueurs au cours du SDRA secondaire & une pneumonie. Le
concept de compartimentalisation des cytokines et des cellules immunitaires a été décrit
depuis une trentaine d'année, initialement grace a des modéle animaux de sepsis extra-

pulmonaire [367, 404]. Dans le choc septique extra-pulmonaire, le poumon est I'organe le plus
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frequemment défaillant [405]. L'une des caractéristiques du poumon est la présence locale de
facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF), une cytokine
essentielle a la physiologie pulmonaire normale et a la résistance aux infections locales [406].
Cependant, le réle critique du GM-CSF dans I'homéostasie pulmonaire pourrait bien étre un
inconvénient dans le cas de l'inflammation pulmonaire induite par I'endotoxine. La synergie
entre la signalisation induite par le GM-CSF et le LPS est bien reconnue et, fait intéressant, la

neutralisation du GM-CSF supprime l'inflammation pulmonaire induite par le LPS [407].

Pour cette raison, nous nous nous sommes focalisés sur la valeur pronostique
potentielle de biomarqueurs alvéolaires. Pour ce faire, des biomarqueurs précédemment
associés a des voies clés impliquées dans la physiopathologie du SDRA [36, 48] ont été
guantifiés dans des échantillons de LBA et de sérum obtenus en moyenne un jour aprés
I'intubation et comparés a ceux de patients témoins. Les concentrations alvéolaires de
cytokines pro-inflammatoires, dont I'lL-6, I'll-8 et I'IP-10/CXCL10, et d'un biomarqueur
d’'agression épithéliale alvéolaire, la protéine D du surfactant (SP-D), étaient significativement
supérieures a leurs concentrations sériques, en faveur d'une production d’origine alvéolaire,
dont la plus compartimentalisée était I'll-8, un puissant chimioattractant des neutrophiles,
confirmant son role central dans la physiopathologie du SDRA [35, 36]. Et pour cause, I'lL-8 est
une cytokine pro-inflammatoire jouant un réle central dans la régulation de la chimiotaxie des
neutrophiles et des monocytes dans les poumons [408]. Des niveaux plasmatiques plus élevés
d'IL-8 ont été observés chez des patients non survivants atteints de SDRA [22, 348] et ont été
associés a une diminution du nombre de jours sans ventilation mécanique et sans défaillance
d'organes [22]. Dans une autre étude, I'association entre le niveau plasmatique d'IL-8 dés J1
chez les patients atteints de SDRA et |'apparition d'un syndrome de défaillance multi-viscérale
a été observée, mais sans association avec la mortalité [349]. Dans notre étude, ni la
concentration d’IL-8 (alvéolaire ou plasmatique), ni son ratio LBA/sérum n’étaient prédictifs
de la mortalité. Cela a été confirmeé par deux larges méta-analyses qui ne retiennent pas I'lL-8
comme biomarqueur diagnostique ou pronostique dans le SDRA [48, 409]. Cependant, trés
peu de données pronostiques concernent I'lL-8 alvéolaire, compartiment difficile d"accés en
pratique courante. Il serait intéressant d’étudier la valeur pronostique de I'lL-8 dans le LBA de

patient atteints de SDRA septique dans de plus large cohortes.

156



En complément a notre travail, Jouan et coll. ont évalué les médiateurs inflammatoires
dans le compartiment sanguin et dans les aspirations endotrachéales (ETA) de 21 patients
COVID-19 atteints de SDRA sévére [369]. Conformément & nos résultats chez les patients
atteints de SDRA non COVID-19 [380], lls ont observé une augmentation du ratio de
concentration ETA/sang pour I'll-8, la cytokine dont la concentration était la plus
compartimentalisée dans le poumon. De plus, les ratios ETA/sang d'IL-1Ra, d'IL-6, d'IFN-y, de
TNF et d'IP10/CXL10 étaient également trés élevés dans le SDRA des patients sans état de
choc septique [410]. Les auteurs ont souligné certaines différences concernant I'ampleur du
gradient de concentration qu'ils ont mesuré (valeur médiane du ratio ETA/serum d'IL-8 :
7355) et le notre, qui n'incluait que des patients non COVID-19 atteints de SDRA associé a une
pneumonie (valeur médiane du ratio LBA /serum d'IL-8 : 21). Une telle différence d'amplitude
pourrait étre due aux facteurs suivants : (1) une dilution des échantillons de LBA ; (2) des
différences dans les concentrations d’IL-8 dans les voies respiratoires proximales par rapport
aux voies respiratoires distales et, hypothétiquement, (3) les ratios de concentration
pulmonaire/sanguine d'lIL-8 plus élevés chez les patients COVID-19 que chez les patients non
COVID-19 [411]). Cependant, les implications cliniques de ces résultats méritent d'étre
explorées. D'autres études seront nécessaires pour évaluer si la mesure des ratios de
biomarqueurs sélectionnés des concentrations pulmonaires sur sanguines pourrait aider a
cibler les patients les plus susceptibles de bénéficier de traitements immunomodulateurs
ciblant les voies de ces cytokines [412]. Ainsi, au cours du SDRA lié a la COVID-19,
I'inflammation apparait fortement compartimentalisée dans les poumons. Par conséquent,
dans la quéte d'identification de biomarqueurs fiables dans le SDRA induit par la pneumonie,
notamment par la maladie COVID-19, I'étude du compartiment alvéolaire devrait étre

prioritaire.

2.1.2. Biomarqueurs solubles

Dans notre étude, au contraire des patients sans état de choc septique, les patients atteints
de SDRA lié a une pneumonie en état de choc septique présentaient des ratios de
concentrations LBA/sérum plus faibles pour certaines cytokines pro- et anti-inflammatoires :

IL-6, IP-10/CXCL10, IL1-Ra, et IL-10. De plus, des valeurs plus faibles du ratio LBA/sérum d'IL-

1Ra étaient associées a la mortalité hospitaliére, méme aprés ajustement sur le score SOFA et
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la pression motrice. Ceci suggérait qu’une moindre compartimentalisation pulmonaire de ces
meédiateurs pourrait étre un mécanisme conduisant a des défaillances d'organes extra-

pulmonaires compliquant I'évolution du SDRA, comme précédemment supposé [22].

Les meilleurs panels de prédicteurs de mortalité en soins intensifs pour les patients sous
ventilation mécanique atteints de SDRA et pour ceux atteints de sepsis d’origine pulmonaire,
comprenaient le score APACHE Il comme variable clinique et le biomarqueur plasmatique IL-
1Ra [413]. Plusieurs biomarqueurs ont été étudiés pour prédire la mortalité associée au SDRA,
mais aucun n'est largement utilisé dans la pratique clinique en raison du manque de
reproductibilité de la plupart d'entre eux [48, 409). Des panels de biomarqueurs ont
également été étudiés, avec des performances ameéliorées lorsqu'ils sont combinés avec des
marqueurs cliniques [35, 414, 415]. Cependant, I'lL-1Ra, une cytokine anti-inflammatoire
libérée lors de réponses inflammatoires aigués, n'a pas été incluse dans ces études. Une étude
récente a identifié un panel de 6 biomarqueurs prédisant la mortalité dans le SDRA, incluant
I'lL-1Ra [416]. Dans toutes ces études, la valeur de I'lL-1Ra comme biomargueur pronostique
ou prédictif de I'apparition du SDRA n’a été étudiée que dans la circulation sanguine et pas

dans le compartiment alvéolaire.

Nous avons aussi effectué une analyse exploratoire évaluant la valeur pronostique du
ratio LBA/sérum de la concentration de RAGE. MNous avons observé une association
significative entre le ratio LBA/sérum de la concentration de RAGE avec la mortalité
hospitaliére du SDRA infectieux. En revanche, aprés ajustement sur le score SOFA a I"admission
et la pression motrice, cette association n’était plus observée. RAGE est un biomarqueur des
lésions de I'épithélium alvéolaire. Ce récepteur est fortement exprimé dans les cellules
alvéolaires de type | [417]. Son activation module la signalisation cellulaire et la propagation
de la réponse inflammatoire [49]. Calfee et coll. [418] ont rapporté une augmentation des taux
plasmatiques de RAGE chez les patients atteints de SDRA sévére, ainsi qu'une corrélation avec
la mortalité chez les patients atteints de SDRA ventilés avec un volume courant élevé. Des
études ultérieures ont mis en évidence une association entre sRAGE (RAGE soluble, isoforme
de la protéine RAGE dépourvue du domaine complet de signalisation du récepteur) avec la
gravité [419] et le pronostic de la maladie [420] chez les patients atteints de SDRA. sRAGE a
été identifié comme un biomarqueur prometteur du SDRA dans plusieurs méta-analyses [48,

421]. Des concentrations plasmatiques élevées d'Ang-2 et de sRAGE étaient positivement

158



associées a un risque accru de développement du SDRA, méme aprés ajustement multivarié,
dans une revue systématique de 35 études portant sur 10 667 patients a risque de SDRA [48].
Plus réecemment, une autre revue systématique des méthodes de diagnostic du SDRA a révéle
gue le plasma CC-16 et le sRAGE avaient une bonne précision diagnostique dans des études a
faible biais comparant des patients atteints de SDRA a une population non sélectionnée de
patients gravement malades [421]. sRAGE a été identifié comme un intermédiaire causal
potentiel conférant un risque de SDRA associé au sepsis dans une étude de randomisation
mendélienne [422]. Cela pourrait impliquer que sRAGE soit non seulement un biomarqueur
du SDRA, mais que chez des patients spécifiques, les lésions pulmonaires pourraient étre
provoquées par sRAGE lui-méme. Plusieurs études analysant des panels de biomarqueurs ont

désigné RAGE comme un candidat potentiel pour le diagnostic du SDRA [423, 424].

Etant donné gu'aucun biomarqueur biologique sérique spécifique n'a été décrit pour
prédire le pronostic du SDRA, plusieurs études réalisées par un méme groupe [35, 414, 423,
424] ont examiné une combinaison de biomarqueurs sériques de lésions pulmonaires
endothéliales et épithéliales, d'inflammation et de coagulation chez des patients atteints de
SDRA issus de plusieurs essais. Dans une premiére étude chez des patients traumatisés,
Fremont et coll. [423] ont démontré qu'une combinaison de biomarqueurs et de signes
cliniques était plus efficace pour prédire la mortalité ou stratifier les patients atteints de SDRA
que les prédicteurs cliniques ou les biomarqueurs seuls. Cependant, la sensibilité et la
specificité étaient faibles. Dans leur modeéle, RAGE, Angiopétine-2, SP-D et I'lL-8 faisaient
partie des biomarqueurs sélectionnés. Dans ce contexte, la capacité a stratifier les patients
atteints de SDRA par physiopathologie et probabilité de réponse au traitement enrichirait
considérablement les futurs essais cliniques et améliorerait la capacité a détecter un effet
bénéfique du traitement proposé. Le sous-phénotypage/endotypage a été réalisé avec succeés
dans les maladies des voies respiratoires telles que I'asthme et la BPCO avec des implications
thérapeutiques importantes [425, 426] et peut méme étre observé dans le cadre du sepsis
sévere [427]. Cependant, il y a peu de données élucidant les sous-phénotypes/endotypes du
SDRA. Plusieurs études récentes dont celles utilisant deux cohortes ARDSnet [37, 38], ont
identifié deux sous-phénotypes de SDRA qui différaient nettement dans I'histoire naturelle,
les caractéristiques cliniques et biologiques, les profils de biomarqueurs, la réponse a la

pression positive en fin d'expiration (PEP), le nombre de jours sans défaillance d'organe et
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sans ventilation mécanique ainsi que la mortalité [37, 38, 93, 95, 428]. Le sous-phénotype
« SDRA hyperinflammatoire » était caractérisé par une prévalence plus élevée de choc
septique, des taux plasmatiques élevés de biomarqueurs inflammatoires (IL-6, IL-8, TNF
réecepteur 1, protéine C), une plus grande utilisation de vasopresseurs, une mortalité plus
élevée et un moindre bénéfice a des interventions sur le ventilateur par rapport au phénotype
« faiblement inflammatoire » [37, 38, 93, 95, 428]. En revanche, le sous-phénotype « SDRA
faiblement inflammatoire » présentait une inflammation et un choc septique moins sévéres.
Il est important de noter qu'aucune variable clinique ou biclogique a elle seule n'était
suffisante pour identifier les sous-phénotypes, ce qui suggére que l'appartenance au
phénotype n'était pas simplement le reflet de la gravité de la maladie telle que mesurée par
les indices de gravité traditionnels [37]. Dans ce contexte, Bim et coll. [416] ont utilisé des
approches analytiques complémentaires pour identifier un panel de six biomarqueurs (Ang-2-
angiopoétine 2-, MIF-macrophage inhibitor factor-, 1.-8, IL-1Ra, IL-6, eNAMPT-extracellular
nicotinamide phosphoribosyltransferase-) prometteurs pour prédire la survie dans le SDRA.
Ces biomarqueurs fournissent une importante preuve de concept qu'une combinaison de
biomarqueurs du SDRA peut améliorer le sous-phénotypage et améliorer la capacité
prédictive pronostique au moment du diagnostic. Ces informations pourraient étre utiles pour
orienter le recrutement dans les essais cliniques et représentent une étape importante vers
une meilleure stratification des patients au moment de la pris en charge afin d'améliorer la

probabilité d'un essai clinique positif dans cette pathologie.

2.1.3. Biomarqueurs cellulaires et étude fonctionnelle des monocytes

alvéolaires

Il existe un consensus actuel pour considérer la diminution persistante de I'expression
d"HLA-DR par le monocyte circulant comme un marqueur de l'immunosuppression induite par
le sepsis [216, 283, 429]. Dans des études cliniques, il a été démontré que la profondeur et la
persistance dans le temps de la diminution de I'expression monocytaire d’HLA-DR sont
associées a une augmentation de la mortalité et du risque d’infection nosocomiale, méme
apres analyse multivariée [216, 430]. Force est de constater qu'au-dela du sepsis, 'expression
d'HLA-DR monocytaire est progressivement devenue un outil d'immunomonitoring dans

d'autres contextes de soins intensifs (traumatologie, brilures, chirurgie) et dans d'autres
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domaines cliniques (gastro-entérologie, oncologie, hématologie, transplantation), ot elle
identifie également les patients a risque d'aggravation : mortalité, infections secondaires,
risque de rechute du cancer [430, 431]. Ainsi, I'expression d’HLA-DR par le monocyte circulant,
mais aussi alvéolaire, semblait une piste intéressante pour prédire le pronostic des patients

ayant un SDRA infectieux.

Nous avons observé que l'expression d’HLA-DR par les monocytes alvéolaires des
patients atteints de SDRA secondaire @ une pneumonie était inférieure a celle des patients
témoins, suggérant une diminution de 'expression d'HLA-DR dans les poumons infectés [380].
Une telle découverte est cohérente avec la diminution de [I'expression d'HLA-DR
précédemment rapportée sur les monocytes circulants de patients en choc septique [432].
Cependant, nous n'avons pas observé d'association significative entre I'expression d’HLA-DR
sur les monocytes alvéolaires et la mortalité hospitaliére. La diminution de I'expression d'HLA-
DR sur les monocytes circulants peut étre restaurée par immunostimulation par du GM-CSF
[327], mais peu d'études se sont concentrées sur l'impact pronostique de la diminution de
I'expression d’HLA-DR monocytaire alvéolaire dans ce contexte. Dans le cadre d'une
intervention compassionnelle, et faisant I'hypothése que la restauration de I'expression
d'HLA-DR par les monocytes alvéolaires améliorerait le pronostic, Herold et coll. ont
administré du GM-CSF inhalé a six patients atteints de SDRA lié 3 une pneumonie qui
présentaient une diminution documentée de |'expression d'HLA-DR par les monocytes
alvéolaires [433]. Dans cette étude pilote, I'administration de GM-CSF inhalé a été associée a
une meilleure oxygénation et a la restauration de I'expression d’"HLA-DR par les monocytes
alvéolaires, mais I'absence de groupe témoin et le faible nombre de patients traités ont
empéché de tirer toute conclusion ferme de cette intervention. Nos données montrent que
I'immunomonitoring de I'expression d’HLA-DR par les monocytes alvéolaires au cours des
48 premiéeres heures du SDRA lié 3 la pneumonie n'a pas permis d'identifier un sous-groupe
de patients a risque plus élevé de mortalité, suggérant ainsi que ce biomarqueur ne devrait
pas étre utilisé, du moins pendant la phase précoce du SDRA, pour surveiller I'état immunitaire

régional ou guider des interventions thérapeutiques.

Dans le sepsis, la diminution de I'expression d'"HLA-DR par le monocyte circulant illustre
cliniqguement le phénoméne de tolérance aux endotoxines caractérisé par une altération de

sa fonction [241, 242]. Comme nous avons précédemment démontré que le niveau
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d'expression d’HLA-DR monocytaire alvéolaire n'était pas un biomarqueur pronostique du
SDRA secondaire @ une pneumonie, cela suggére que, dans le contexte d'une infection
pulmonaire sévére, la fonction des monocytes alvéolaires pourrait étre plus informative que
leur phénotype sur le plan pronostique. Le travail suivant [434] a ainsi consisté a explorer les
deux fonctions principales du monocyte alvéolaire : la phagocytose et la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNF) suite a une stimulation par du LPS, ainsi que leur lien avec
le niveau d’expression d'HLA-DR. L'activité phagocytaire des monocytes alvéolaires n'était pas
différente entre les patients atteints de SDRA et les patients non-SDRA, contrastant avec leur
diminution d'expression d’'HLA-DR qui reflétait une altération de la capacité de présentation
d'antigéne [241]. Un tel modéle de monocyte a été décrit chez les monocytes alvéolaires issus
de patients atteints de mucoviscidose qui présentaient une activité phagocytaire accrue sans
pouvoir induire de réponse pro-inflammatoire [435). Malgré une compartimentalisation de
I'expression d’HLA-DR par les monocytes (alvéolaires vs circulants) issus des patients SDRA
observée durant nos différents travaux, nous n'avons pas observé de différence de capacité

de phagocytose entre les monocytes alvéolaires et les monocytes circulants.

Les monocytes alvéolaires et circulants des patients atteints de SDRA secondaire a une
pneumonie étaient hypo-réactifs a la stimulation ex vive par du LPS. De nombreuses études
ont déja rapporté la capacité altérée des monocytes circulants de patients septiques a libérer
des cytokines pro-inflammatoires en réponse a une stimulation par du LPS, par des agonistes
de TLR ou des bactéries in vitro [241, 245, 275]. Fumeaux et coll. ont également observé que
les monocytes circulants septiques étaient caractérisés par un rapport intracellulaire IL-
10/TNF altéré [294]. En paralléle, grace a une analyse transcriptomique, les monocytes
circulants issus de patients confrontés a des infections a gram négatif puis stimulés par du LPS
ex vivo ont permis de retrouver un profil de tolérance aux endotoxines tout en améliorant
I'activité antimicrobienne et la réparation des tissus [243). Dans notre étude [434], les
monocytes alvéolaires et sanguins de patients atteints de SDRA secondaire a une pneumonie
présentaient un comportement caractéristigue d'hypo-production de cytokines
inflammatoires tout en présentant des fonctions de phagocytose préservées, compatibles
avec un phénotype «reprogrammeé» plutét qu'«épuisé». Cette modulation représente un état
dans lequel I'héte tente de controler la réponse inflammatoire systémique initiale tout en

maintenant le controle de l'infection.
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En d'autre termes, bien que I'expression d’"HLA-DR par le monocyte circulant soit le
reflet de l'immunosuppression induite par le sepsis et soit devenue sans conteste un
biomarqueur robuste pour la prédiction du pronostic, notamment chez les patients atteints
de choc septique, I'expression d’HLA-DR par le monocyte alvéolaire dans le cadre du SDRA
infectieux ne semble étre ni un biomarqueur pronostique lorsque mesurée précocement -
c'est-a-dire dans les 24 heures suivant l'intubation - ni le reflet de la fonction du monocyte

alvéolaire.

La voie PD-1/PD-L1 souléve un intérét grandissant dans le sepsis et dans le SDRA
infectieux. La surexpression de PD-L1 par les monocytes circulants est associée a I'altération
de leur fonction [215] et est indépendamment associée a la mortalité a 128 chez les patients
en choc septique [289]. Morrelli et coll. ont rapporté que I'expression des génes associés a la
voie PD-L1/PD-1 était significativement diminuée dans les macrophages alvéolaires de
patients atteints de SDRA décédés ou sous ventilation mécanique prolongée [436]. Plus
recemment, Monagham et coll., ont rapporté l'intérét du PD-1 soluble comme biomarqueur
potentiel dans le SDRA extra-pulmonaire humain et expérimental [437]. Ces résultats
suggerent que 'axe PD-1/PD-L1 est impliqué dans le développement du SDRA [438]. Dans
notre travail [434], nous avons observe une expression plus élevée de PD-L1 par les monocytes
alvéolaires comparativement aux monocytes sanguins chez les patients atteints de SDRA et
non SDRA, avec de possibles effets inhibiteurs sur I'activation des lymphocytes T [439]. Dans
ce contexte, nous avons également quantifié I'expression de PD-1 sur les lymphocytes T CD8+
alvéolaires et sanguins. Les patients atteints de SDRA secondaire a une pneumonie
présentaient une expression de PD-1 significativement plus élevée sur les lymphocytes TCD8+
circulants alvéolaires et périphériques que les patients non-SDRA [380]. Ces données sont
cohérentes avec les travaux de Zhang et coll. [440] rapportant une expression de PD-1 plus
élevée sur les lymphocytes T périphériques des patients en choc septique que sur ceux des
témoins. Plusieurs études ont rapporté que les patients présentant un choc septique et des
niveaux élevés d'expression de PD-1 sur les lymphocytes T périphériques étaient plus
susceptibles d'avoir une mortalité accrue et une plus grande fréguence d'infections
nosocomiales [287, 319, 441]. Cependant, nous n'avons observé aucune association
significative entre le niveau d'expression de PD-1 sur les lymphocytes TCD8+ alvéolaires et le

pronostic. De plus, les patients atteints de SDRA secondaire @ une pneumonie présentaient
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une expression de PD-1 significativement plus élevée sur les lymphocytes alvéolaires que sur
les lymphocytes TCD8+ sanguins. Une telle compartimentalisation de |'expression de PD-1 a
déja été observée dans des études expérimentales précliniques ainsi que dans des études
autopsiques et pourrait simplement refléter le recrutement de lymphocytes activés au site de

I'infection [234, 442].

La voie PD-1/PD-L1 pourrait &tre utilisée comme cible thérapeutique dans ce contexte.
Il existe des données expérimentales et cliniques a ce sujet dans le cadre du sepsis sévére. En
effet, les anticorps anti-PD-L1 ont montré des bénéfices dans des modéles animaux de sepsis
et sont actuellement testés dans des essais cliniques sur le sepsis [335, 443]. Deux études
récentes ont démontré que le traitement ex vivo avec un anticorps anti-PD-L1 inverse le
dysfonctionnement des cellules T induit par un sepsis et améliore la fonction phagocytaire de
neutrophiles et de monocytes obtenues a partir de patients septiques [215, 333]. Fait
intéressant, une étude récente de Phares et coll. a montré que le blocage de la signalisation
PD-1 améliore la capacité phagocytaire des macrophages, la fonction des cellules T et la survie
dans un modéle de ligature ponction caecale [444]. Ensemble, ces études suggérent que le

ciblage de I'axe PD-1/PD-L1 est potentiellement intéressant chez les patients septiques.

Il existe en revanche peu de données concernant la modulation de la voie PD-1/PD-L1
dans le SDRA infectieux. Nos données n’ont montré aucune différence significative dans les
niveaux d'expression de PD-L1 par les monocytes alvéolaires des patients atteints de SDRA et
les non-SDRA, suggérant que d'autres études sont nécessaires pour mieux délimiter

I'implication de I'axe PD-1/PD-L1 dans le compartiment alvéolaire a la phase aigué du SDRA.

2.1.4. Immunopathologie du SDRA COVID-19 versus non Covid-19

La COVID-19 est une maladie complexe dans laquelle les manifestations respiratoires
associées a la réplication virale s'accompagnent d'effets systémiques, indigquant que l'infection
par le SARS-CoV-2 est susceptible de générer une réponse immunitaire largement dérégulée.
Dans la physiopathologie de la COVID-19 sévére, nous pouvons identifier les déclencheurs de
la maladie, les médiateurs et les voies effectrices (Figure 17). Bien que le déclencheur de la
maladie soit I'infection par le SARS-CoV-2 et que les premiéres étapes de l'infection soient

relativement similaires chez la plupart des patients, I'hétérogénéité de la physiopathologie de
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la COVID-19 augmente avec la gravité de la maladie et est largement déterminée par la

variabilité de la réponse immunitaire de I'hote.
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Figure 17. Facteurs immunopathologiques impliqués dans le SDRA COVID-19. Issue de
[445].
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Un résumé des facteurs physiopathologiques ciblés par les thérapies immunitaires dans le COVID-19, qui peuvent
étre cassés comme déclencheurs de l'infection (par exemple, le virus SARS-CoV-2 et les récepteurs de
reconnaissance), médiateurs de la réponse immunitaire (comme les cytokines et le complément) et les
mécanismes effecteurs immunitaires (le systéme kallikréine-kinine et la thrombo-inflammation). ACE2, enzyme
de conversion de I'angiotensine 2 ; IL-1/6, interleukine 1/6; NETs, piéges extracellulaire des neutrophiles ; ROS,
espéces réactives de 'oxygéne ; ssRNA, ARN simple brin ; TLR, récepteurs de type Toll.

Dans notre étude [403), nous avons rapporté des altérations quantitatives et
gualitatives plus prononcées des cellules immunitaires chez les patients atteints de SDRA
COVID-19 que chez ceux atteints de SDRA non COVID-19, y compris un nombre de cellules B
et de lymphocytes T CD8+ PD-1+ plus faible, soulignant les caractéristiques spécifiques de
I'immunité cellulaire des infections sévéres par le SARS-CoV-2. D'autres études ont non
seulement retrouvé une lymphopénie T CD4+, T CD8+ et B marquée [446], mais aussi une
association avec la gravité de la maladie et un mauvais pronostic [447]. En plus de cette
lymphopénie, la fonction et la capacité des lymphocytes a libérer des interférons de type |l

sont également gravement affectées chez les patients atteints de COVID-19 sévére [448-451].

Dans notre travail, en raison des précautions sanitaires préconisées lors de la premiére
vague de COVID- 19, nous n'avons pas été en mesure d'effectuer des prélevements broncho-
alvéolaires. Il s"avére qu'une compartimentalisation claire de la population pulmonaire de
lymphocytes T a été rapportée, avec un schéma particulier de sous-population leucocytaire :
des cellules T CD4+ et T CD&+ épuisées, une fraction plus élevée de cellules Treg dans le LBA

et une prédominance de neutrophiles, de monocytes et de macrophages caractérisés par une
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surexpression des biomarqueurs activateurs de surface (CD64, CD16, HLA-DR, CD11b et CD69)
[370].

L'inclusion d'un groupe de patients atteints de SDRA non COVID-19 dans notre étude
nous a permis d'identifier des biomarqueurs spécifiques du SDRA COVID-19. Les
concentrations sériques d'EGF étaient plus élevées chez les patients atteints de COVID-19 que
chez ceux atteints de SDRA non COVID-19, refléetant les lésions tissulaires associées a
I'infection sévére par le SARS-CoV-2, possiblement en rapport avec son role dans la réparation
des lésions alvéolaires [452]. MNous avons également identifié un groupe de
chimiokines/cytokines, comprenant IP10, IL-10 et GM-CSF, dont les concentrations sériques
étaient non seulement fortement inter-corrélées mais également associées au SDRA COVID-
19 (vs non COVID-19), et a la mortalité a J28. Plusieurs études ont également retrouve que des
taux sériques élevés d'IP-10, d'IL-10 et de GM-CSF étaient associés a la gravité de la maladie
chez les patients atteints de COVID-19 [453-456]. Notre découverte d'une signature IP-10,
IL10 et GM-CSF met en évidence la contribution des cellules myéloides a l'inflammation
pathogéne lors de l'infection sévére & SARS-CoV-2. A l'aide d'une cytométrie spectrale
monocellulaire longitudinale de haute dimension et d'une comparaison guidée par algorithme
comparant des patients SDRA COVID-19 a des patients atteints de pneumonie non SARS-CoV-
2, Kreutmair et coll. ont identifie les sources cellulaires de GM-CSF comme étant
principalement les lymphocytes T CD4+ et T CD8+, et observé une corrélation entre son
expression et la gravité de la maladie COVID-19 [450]. Collectivement, ces données suggérent
que le GM-CSF est un moteur précoce de la cascade immunopathologique sous-jacente a la
COVID-19 sévére, constituant ainsi une cible thérapeutique prometteuse (ClinicalTrials.gov
identifiers NCT04400929 and NCT04411680) [457, 458]. LIP-10, chimiokine exprimée
rapidement et de maniére transitoire aprés la vaccination et d'autres infections virales [459—
461], était presque invariablement augmentée dans la COVID-19 et était liée a la gravité de la
maladie, mais n'était manifestement pas augmentée dans les infections virales respiratoires
non COVID-19 [448]. Ainsi, de nombreux patients atteints d'infections respiratoires COVID-19,
mais pas d'infection virale respiratoire non COVID-19, ont été décrits par une triade liée a la
gravité d'IP-10, d'Il-6 et d’'Il-10 plasmatique [448]. De nombreuses études récentes

retrouvent un lien indéniable entre la gravité du SDRA COVID-19 et l'augmentation
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plasmatique d’IP-10 [456, 462] ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle dans le SDRA
COVID-19.

Nous avons observé que |'expression d'HLA-DR sur les monocytes circulants était
relativement conservée chez les patients atteints de COVID-19 par rapport aux patients
atteints de SDRA bactérien. Quel que soit le protocole utilisé, plusieurs études publiées depuis
ont systématiquement signalé une diminution de I'expression d’HLA-DR sur les monocytes
circulants des patients COVID-19 [274, 448, 463, 464]. C'était le phénotype le plus manifeste.
Des études ont également observé de maniére homogéne que la profondeur de cette
diminution était associée a la gravité. La gravité était également associée a I'épuisement du
sous-ensemble de monocytes non classiques (CD14'w CD16*) [274, 464]. De plus, les
monocytes présentaient une altération de la production de cytokines inflammatoires dans des
tests fonctionnels [274, 463] indiguant un statut désactivé plutét que pro-inflammatoire, ce
qui est conforme a celui observé par Laing et coll. [448] qui ont mesuré les cytokines
circulantes et ont signalé l'absence de large tempéte cytokinique. En conséquence,
I'hypothése d'une origine pulmonaire des cytokines circulantes, plutét que d'une production
systémique exacerbée, est plus probable [463]. Cela concorde avec une diminution de
I'expression d’HLA-DR sur les monocytes circulants puisque, en cas d'activation massive des
monocytes, |'expression d’"HLA-DR devrait atteindre des niveaux trés élevés. Cependant, les
valeurs initiales d’"HLA-DR monocytaire pour les patients SDRA COVID-19 étaient moins faibles

que celles retrouvées dans le choc septique [465, 466], ce qui concorde avec nos résultats.

L'analyse histopathologique des poumons COVID-19 révéle un remodelage anormal de
la matrice extracellulaire, une prolifération des cellules épithéliales et la présence de NETs
[467]. Comme pour les patients SDRA non-COVID-19 [393], chez les patients atteints de SDRA
COVID-19, les NETs bronchoalvéolaires sont associées a une augmentation du nombre de
neutrophiles et a la concentration d'IL-8 [468]. Plusieurs autres études ont également
démontré la présence de NETs dans les poumons de patients décédés de la COVID-19 (Barnes
et al., 2020 ; Radermecker et al ., 2020) et |a contribution potentielle de la formation des NETs
dans la réaction inflammatoire et I'immunopathologie du SDRA COVID-19 et. De plus, chez les
patients COVID-19 séveéres, les neutrophiles immatures prédominent avec une plus grande
propension a libérer des NETs, liées a la gravité de la maladie COVID-19, ce qui pourrait

expliquer la propension a une progression vers un SDRA (Adrover et al., 2020). L'accumulation
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de NETs est également associée a la thrombose microvasculaire pulmonaire pouvant étre
responsable de la défaillance respiratoire liée a la maladie (Dolhnikoff et al., 2020 ; Leppkes et

al., 2020).

Dans I'ensemble, la physiopathologie de la COVID-19 est complexe, comprenant une
interaction entre hyperinflammation, déficit de l'immunité adaptative, dysfonctionnement
endothélial, complications thromboemboliques et processus fibrotique. Ces processus sont
trés variables d'un patient a l'autre, probablement liés & I'hétérogénéité de la réponse
immunitaire de I'hote. Des endotypes ont été décrits chez les patients COVID-19, par analogie
aux travaux réalisés dans le SDRA non COVID-19, et ont permis de décrire différents sous-
phénotypes [469], dont un endotype « hyperinflammatoire », associé a une meilleure réponse
a la dexaméthasone [470]. De telles analyses, basées sur des profils de biomarqueurs et de
variables cliniques, pourraient permettre d’envisager des approches thérapeutiques ciblées

chez les patients atteints de SDRA COVID-19 [471].
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3. Limites et perspectives
3.1.Limites

Notre travail, basé sur des études monocentriques, incluant un nombre relativement
restreint de patients, a une validité externe limitée. Notre capacité a identifier des
biomarqueurs pronostiques était limitée par la puissance statistique de nos études, en
particulier lige au faible nombre de décés a J28. Nous n’avons inclus que les patients atteints
de SDRA les plus sévéres (rapport Pa0,/Fi0;<200 mmHg), limitant nos résultats a ce sous-
groupe de patients. Notre population de patients témoins ne comprenait que des patients
respirant spontanément, ne recevant pas d'antibiotiques au moment du prélévement du LBA,
ce qui pourrait avoir contribué aux différences entre les groupes SDRA et non-SDRA. Nous
reconnaissons donc que notre travail est plus susceptible d'avoir un impact sur notre
compréhension de la physiopathologie des biomarqueurs au cours du SDRA que d'implications

cliniques.

Le LBA a été la deuxieme source la plus courante d'échantillons pour la recherche de
biomarqueurs dans le SDRA. Le principal avantage du LBA est qu'il permet d'effectuer un
recueil au plus proche du site infecté, reflétant I'environnement pulmonaire local. Bien que la
concentration de biomarqueurs puisse étre théoriguement évaluée séquentiellement chez le
méme patient avec cette méthode, cette approche est limitée en raison de son caractére
invasif. Le probléme de la variabilité de dilution des échantillons a été souligné comme une
limite de cette méthode. Cependant, nous avons choisi de ne pas normaliser les
concentrations des biomarqueurs dans le LBA par les concentrations d'urée ou d’albumine
plasmatiques, car aucune de ces méthodes n'a montré une amélioration de la précision des
mesures effectuées [472, 473]. En cytométrie en flux, notre stratégie d’identification utilisée
dans le LBA pour distinguer les monocytes alvéolaires des macrophages n'utilisait pas
d'anticorps pour CD206 et CD169 [474] mais identifiait les cellules de taille intermédiaire par
diffusion latérale (S5C), CD45* et CD14*. Bien que de telles méthodes aient déja été rapportées
[475], nous ne pouvons pas exclure que notre population de monocytes alvéolaires ait été

contaminée par des macrophages.

Notre travail présente également certains points forts. D'une part, une méthodologie

prospective, permettant un calendrier uniforme des mesures @ un moment cliniquement
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pertinent et la combinaison de données cliniques, de cytométrie en flux et de dosages de
biomarqueurs solubles. La comparaison des patients avec un SDRA secondaire a une
pneumonie a des patients témoins (sans SDRA), mais aussi des patients SDRA COVID-19 aux
patients SDRA non-COVID-19, et le fait que nous avons exclu les patients présentant une

immunodéppression précédemment connue sont autant de points forts.

3.2. Vers une définition biologique du SDRA ?

La physiopathologie du SDRA comprend I'accumulation d'cedéme pulmonaire riche en
protéines dans les espaces aériens et les zones interstitielles du poumon, des degrés variables
de lésions épithéliales pulmonaires, de perturbation de la perméabilité de la barriére
endothéliale, la transmigration des leucocytes, ainsi qu'une altération de la clairance des
fluides et des électrolytes [476]. Ces caractéristiques physiopathologiques différent entre les
patients, contribuant a une hétérogénéité biologique importante. Dans ce contexte, il n'est
peut-étre pas surprenant qu'un large éventail d'interventions pharmacologiques ciblant ces
processus physiopathologiques n'ait pas réussi a améliorer le pronostic des patients [78].
Cette hétérogénéité biologique a une autre conségquence importante : il est hautement
improbable qu'une seule mesure capture suffisamment la complexité du SDRA pour servir de
marqueur diagnostique ou pronostique définitif et fiable. Par conséquent, une approche pour
incorporer la biologie pertinente dans la définition actuelle du SDRA serait d'évaluer I'impact
relatif des principaux composants physiopathologiques contributifs du SDRA, & savoir la
perturbation de la barriere endothéliale, les lésions épithéliales et les réponses
inflammatoires systémiques et intra-pulmonaires. Bien qu'il n'y ait aucune garantie qu'une
définition biologique du SDRA conduira @ de meilleures interventions thérapeutiques, il
semble intuitif de penser que l'identification de sous-groupes biologiquement plus uniformes

puisse faciliter I'identification de cibles modifiables.

Le SDRA est un processus a multiples facettes, qui implique a la fois une inflammation
alvéolaire et systémique. L'inflammation est probablement influencée par plusieurs facteurs,
notamment I'étiologie du SDRA, des facteurs liés a I'hote, 'immunomodulation, I'impact des
agressions secondaires et bien d'autres. Par conséquent, les cadres conceptuels des

définitions prenant en compte des marqueurs d'inflammation devront également tenir
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compte des critéres de site d'échantillonnage, de technique, de spécificité/sensibilité du test,
ainsi que de la cinétique longitudinale des mesures de biomarqueurs inflammatoires
alvéolaires et systémiques. En effet, de telles approches nécessiteront des tests rapides au
chevet du patient pour permettre une cartographie en temps réel de la progression de la
maladie. L'essai PHIND en cours (ClinicalTrials.gov Identifier : NCT04009330) teste un panel
plasmatique au lit du patient afin d'identifier en temps réel des sous-phénotypes du SDRA et
déterminer si ces derniers sont associés a des pronostics différents. Les données initiales dans
le cadre du SDRA COVID-19 fournissent une preuve de concept que le phénotypage des

patients gravement malades peut étre réalisable au lit du patient [96].

Les concentrations plasmatiques de médiateurs pro-inflammatoires tels que I'lL-6, I'IL-8,
le récepteur 1 du TNF (TNFR1) et la protéine C ont conduit & l'identification des sous-
phénotypes du SDRA [37, 38, 93, 95, 428]. Les modéles statistiques qui identifient des sous-
groupes homogénes de patients ont systématiquement identifié deux sous-phénotypes, un
sous-phénotype « hyperinflammatoire » et un sous-phénotype « hypoinflammatoire ». Le
sous-phénotype « hyperinflammatoire » est associé a un plus mauvais pronostic comme
discuté plus haut [37, 38, 93, 95, 428). Ces sous-phénotypes inflammatoires systémiques ont
montré une réponse thérapeutique différentielle a la stratégie de PEP, a la gestion des fluides,
a I'administration de simvastatine et aux corticostéroides (chez les patients atteints de SDRA
lie au COVID-19) [37, 38, 93, 95, 428, 477]., soulignant leur importance potentielle dans la
sous-classification des patients SDRA. Malgré ces découvertes prometteuses, les données
actuellement disponibles sont insuffisantes pour identifier des endotypes homogénes et plus
pertinents fondés sur des mécanismes physiopathologiques spécifiques [478). Dans 'avenir
une caractérisation plus fine des endotypes de SDRA devrait permettre d'identifier et de
mesurer de maniére fiable les voies biochimiques critiques chez les patients et d'éclairer le
traitement sur la base d'une compréhension approfondie et hautement prédictive de la

physiopathologie sous-jacente.

L'un des principaux défis de la médecine de précision est de diviser les patients en
groupes homogénes suffisamment enrichis pour visualiser les effets positifs du traitement, qui
nécessitent souvent des échantillons de grande taille. Pour cela, il est essentiel de comprendre
les liens entre les trois sources d'hétérogénéité qui sont |'étiologie, la physiologie et |a biologie

(Figure 18).
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Figure 18. L'hétérogénéité du SDRA selon I'éticlogie, la physiclogie et la biologie.
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Le SDRA peut étre phénotypé sur la base d'informations dans trois domaines : I'étiologie, la physiologie et la
biologie. Plusieurs phénotypes peuvent coexister entre et au sein d'un domaine (coexistence au sein d'un
domaine non représentée). SDRA : syndrome de détresse respiratoire aigué ; PEP : pression positive en fin
d'expiration.

Comme |'ont suggéré récemment Bos et coll. [39, 479), il serait souhaitable d’orienter
nos efforts vers une médecine de précision et, pour ce faire, de suivre une méthodologie qui
inclue entre autres de comparer les phénotypes basés sur les biomarqueurs plasmatiques a la
réponse biologique pulmonaire en obtenant des échantillons simultanés des deux
compartiments; d’accroitre encore notre compréhension de I'hétérogénéité du SDRA en
approfondissant le phénotypage et en réalisant des tests fonctionnels immunologiques.
L'identification d'endotypes bien définis pourrait idéalement permettre de développer des

essais refletant I'efficacité du traitement dans la voie d'intervention cible.
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V. Conclusion

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) infectieux est associé a une mortalité
élevée. Un panel de biomarqueurs pour identifier les patients septiques a risque de
développer un SDRA, ou & haut risque de décés, serait intéressant pour sélectionner des
patients pour des essais thérapeutiques, ce qui pourrait améliorer le diagnostic, le traitement

et les chances de survie des patients atteints de SDRA septique.

Nous avons travaillé a identifier des biomarqueurs alvéolaires, mais aussi sanguins, dans
le but de différencier les patients selon leur pronostic clinique et de comprendre les liens entre
ces biomarqueurs et les mécanismes physiopathologiques qui gouvernent le SDRA septique.
Mous avons pu développer une approche translationnelle originale, en réalisant, d'une part,
une cohorte observationnelle longitudinale chez des patients atteints de SDRA septique et,
d'autre part, en analysant leurs échantillons biologiques sanguins et alvéolaires a la recherche

de biomarqueurs pronostiques.

Nous avons pu observer que les NETs étaient élevés dans le sang et dans le LBA et étaient
associés aux taux d'lL-8 et de neutrophiles. Cependant, des niveaux plus élevés de NETs ne
semblaient pas pronostiques. Nous avons aussi identifié I'lL-8 comme étant la cytokine la plus
compartimentalisée et I'lL-1Ra comme la cytokine associée a la mortalité hospitaliére dans le
SDRA induit par une pneumonie. Par ailleurs, I'expression d'HLA-DR sur les monocytes et de
PD-1 sur les lymphocytes T CD8+ étaient, certes, compartimentalisées dans I'alvéole, mais
n'étaient pas associées a la mortalité hospitaliere. De plus, les monocytes alvéolaires
présentaient un statut désactivé et une capacité de production de cytokines inflammatoires
altérée mais conservaient une activité phagocytaire similaire a celle des monocytes issus des
témoins non SDRA. En revanche, le niveau d'expression d'HLA-DR sur les monocytes

alvéolaires ne semblait pas étre un marqueur de substitution de leur activité.

Les patients atteints de SDRA COVID-19 avaient un phénotype de réponse immunitaire
adaptative altérée avec une lymphopénie profonde et une activation lymphocytaire altérée
ou retardée. lls présentaient une "signature de chimiokines" avec des concentrations sériques

accrues d'IP-10 et du facteur de croissance GM-CSF associées a leur pronostic.
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V. Addendum : suppléments en ligne

1. Supplément en ligne article 1: Neutrophil Extracellular Traps Are Elevated

in Patients with Pneumonia-related Acute Respiratory Distress Syndrome

Inés Bendib, Luc de Chaisemartin, Vanessa Granger, Frédéric Schlemmer, Bernard Maitre,
Sophie Hiie, Mathieu Surenaud, Asma Beldi-Ferchiou, Guillaume Carteaux., Keyvan Razazi,

Sylvie Chollet-Martin, Armand Mekontso Dessap, Nicolas de Prost.

Anesthesiology 2019; 130:581-91.

Material and Methods
Patients and data collection

All patients with severe or moderate pneumonia-related ARDS (Berlin definition [2]) were
included consecutively with the following inclusion criteria: tracheal intubation and
mechanical ventilation since less than 72 hours; pulmonary infection diagnosed less than 7
days before; bilateral pulmonary infiltrates on chest x-ray consistent with pulmonary edema;
a Pa02/FiO2 ratio < 200 mm Hg with a positive end-expiratory pressure (PEEP) = 5 cm H20.
MNon-inclusion criteria were as follows: age <18 years; pregnancy; chronic respiratory failure
requiring long-term oxygen therapy; Child-Pugh C liver cirrhosis; lung fibrosis;
immunosuppression (i.e., HIV infection, active hematological malignancy or solid cancer
receiving chemotherapy, corticosteroids therapy for more than 0.5 mg/kg/day since more
than 4 weeks, organ transplant patients), SAPS Il (Simplified Acute Physiology Il score} > 90,
irreversible neurological disorders, patients with withholding/withdrawing of life-sustaining

therapies and profound hypoxaemia (Pa0O2/FiOz <75 mm Hg).

Control patients, (i.e., patients free of ARDS, any active infection, diffuse interstitial
pneumonia or immunosuppression; n=4) undergoing a bronchoscopy with broncho-alveolar
lavage and blood sampling as part of routine care, were also included (see eTable 1 for further

more details on control patients).

ARDS patients received mechanical ventilation using a standardized protective ventilation
strategy [21, 64]. Other treatments, including neuromuscular blocking agents [72], nitric oxide

inhalation [480], prone positioning [67] and venovenous extra-corporeal membrane
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oxygenation were administered depending on the severity of ARDS [481]. The prevention of
ventilator-associated pneumonias followed a multifaceted program [482]; Sedation and

mechanical ventilation weaning followed standardized protocols [483].

Demographics, clinical and laboratory variables were recorded upon ICU admission, at
samples collection time points (see below) and during ICU stay. Patients’ severity of illness
was assessed using SAPS |l [484] and sequential organ failure assessment (SOFA) scores [485].
Other recorded variables included the use of adjuvant therapies for ARDS (i.e., neuromuscular
blocking agents, nitric oxide inhalation, prone positioning, extracorporeal membrane
oxygenation), the need for hemodialysis or vasopressors, corticosteroids administration, the
number of ventilator- and organ failure-free days at day 28, the duration of mechanical
ventilation and of intensive care unit stay in all patients and in survivors only and intensive

care unit mortality.
BAL fluid processing

During a standard flexible bronchoscopy, the bronchoscope was wedged within a
bronchopulmonary segment. Four aliquots of normal saline (50 mL each) were instilled
through the bronchoscope within the selected bronchopulmonary segment. After each
aliquot was instilled, saline was retrieved using a negative suction pressure. Broncho-alveolar
lavage fluid cytology was performed by direct microscopy after centrifuging broncho-alveolar
lavage fluid samples (12 000 revolutions for 10 min) and dying under the May-Griinwald-
Giemsa staining. Total (quantified in cells/mL) and differential (i.e., percent of neutrophils,

macrophages and lymphocytes) cell counts were measured as recommended [486].
Measurements of BAL fluid and blood NETs and cytokines levels

Broncho-alveolar lavage fluid was collected from all ARDS patients during a bronchoscopy
within 48 hours of ARDS onset (day 1-2 sample) and, for patients who were alive and still had
ARDS criteria five days thereafter (day 4-5 sample). Broncho-alveolar lavage fluid samples
were also collected from controls during bronchoscopy. A blood sample (4 ml) for
measurement of serum neutrophil extracellular traps and serum cytokines concentrations was
obtained in the same time as part of routine care (see online supplementary data for further

details).

MNETs quantification
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MNeutrophil extracellular traps were specifically quantified by measuring myeloperoxidase
(MPO)-DNA complexes in serum and broncho-alveolar lavage samples using a previously
described capture ELISA [399] considered to be the best way to monitor NETosis in vivo 4.
Briefly, 20 pg/ml of rabbit anti-human MPO antibody (Millipore, AB 1224) was coated
overnight to 96-well microtiter plates. After blocking with 2% BSA, samples were added
together with a peroxidase-labeled anti-DNA monoclonal antibody (component 2 of the Cell
Death ELISA kit, Roche). After incubation, the peroxidase substrate was added for 40 min at
37 °C. Optical density was measured at 405 nm. A standard curve was obtained by dilution of
a strongly positive serum. Samples were interpolated from the standard curve using the
sigmoidal dose-response (variable slope) equation and results were expressed in arbitrary

units (a.u.). The detection range was 4-1000 a.u..
Quantification of cytokines and biomarkers of alveolar epithelial injury

Serum and Broncho-alveolar lavage fluid concentrations of the main pro- and anti-
inflammatory cytokines involved in neutrophil chemotaxis and activation (IL-6, IL-8, IL10, TNF-
a [487]), as well as lung epithelium injury markers (surfactant protein D, RAGE ) were
measured by a single operator (MS) blinded to the clinical data using a Human Magnetic

Luminex Assay (Biotechne — R&D Systems, Abingdon, UK) and expressed in ng/mL.

Statistical analysis

Continuous variables are reported as median [25-75™ percentiles] or mean (+standard
deviation, SD), as appropriate, and compared using Student t test or the Mann-Whitney test.
Categorical variables are reported as number and percentages (95 % confidence interval) and
compared using the chi® or Fischer test, as appropriate. Because no clinically relevant
neutrophil extracellular traps concentration threshold value was previously reported in
Broncho-alveolar lavage fluid of ARDS patients, we categorized patients according to median
broncho-alveolar lavage neutrophil extracellular traps (DNA-myeloperoxidase) levels (ie.,
patients with “higher” versus patients with “lower” broncho-alveolar lavage neutrophil
extracellular traps levels). A p value <0.05 was considered significant. Analyses were

conducted using the SPSS Base 21.0 statistical software package (SPSS Inc., Chicago, IL).
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eTable 1. Characteristics of control patients (n=4) included in the study

Variables Control patients®
Age 40 72 30 25
Gender Male Male Male Male
Immunosuppression No No No No
Comorbidities None Prostate cancer (2005, in remission) None None
Smoker No Yes Yes No
Clinical indication for | Micronodules in right | Ground glass lesions in right upper lobe | Suspicion of | Hilar
bronchoscopy upper lobe + nodular lesion tuberculosis adenopathy
Characteristics upon BAL sampling
White blood cell counts, 10°/mm? | 6.4 17.4 5.0 6.0
Neutrophils 3.5 14.4 24 3.7
Lymphocytes 24 2.2 1.5 1.3
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Monocytes 0.4 0.3 0.6 0.8
BAL cytology

Total cell counts, 10°/mL 77 70 197 130

Macrophages, % 87 84 66 66

Neutrophils, % 1 15 1 1

Lymphocytes, % 12 1 30 33

2All control patients were free of ARDS, active pulmonary infection, infiltrative lung disease, and immunosuppression
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eTable 2. Microbiological documentation of patients (n=35) with pneumonia-related ARDS

N (%)

Bacteria 18 (51.4)
Enterobacteriaceae 6
Streptococcus pneumoniae 5
Staphylococcus aureus 2
Legionella pneumophila 2
Mycoplasma pneumoniae 2
Group A streptococcus 1

Virus 11(31.4)
Influenza HIN1 7
Rhinovirus 2
Respiratory syncytial virus 1
Metapneumovirus 1

No documentation 6(17.1)
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eTable 3. Baseline characteristics of ARDS patients (n=35) having lower (n=18) or higher

(n=17) broncho-alveolar lavage fluid neutrophil extracellular traps concentrations within 72 hours

of intubation

Variables* Lower BAL NETs Higher BAL NETs P value
(n=18) (n=17)
Age, years 52.5116.9 35.3%17.2 0.631
Gender, male 13 (72) 11 (65) 0.604
ICU admission to intubation, days 0 [D-1] 0 [0-1] 0.742
Comorbidities (%)
Diabetes mellitus 3(17) 5(29) 0.443
COPD 1(s) 3 (18) 0.338
Chronic heart failure 2(11) 2(12) >0.99
Obesity 4(22) 2(12) 0.658
Liver cirrhosis 1(5) 2(12) 0.603
Sickle cell disease 2(11) 2(12) >0.99
Smoker 9 (50) 3 (18) 0.075
BMI, kg/cm? 30.0+8.9 27.814.7 0.269
Within 24 hours of study inclusion** [moderate/severe ARDS criteria)
SAPS I 39+14 42118 0.657
SOFA 843 814 0.991
Temperature, Celsius degree 38.6 [37.9-39.3] 38.7 [38.0-40.0] 0.518
shock 4(22) 3 (18) >0.99
ARDS severity (Berlin classification) >0.99
moderate 9 (50.0) 9(52.9)
severe 9 (50.0) 8 (47.1)
Lung injury score 2.910.7 2.620.3 0.081
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Crs, mLfcmHz0 24 [19-26] 25[21-28] 0.389
Driving pressure, mmHg 17.816.0 16.1+4.0 0.211
Pa03z/FiO; ratio, mmHg 99 [81-160] 130 [69-186] 0.654
Tidal volume, mL/kg PBW 6.1 [5.5-6.3] 6.2 [5.9-7.1] 0.131
Plateau pressure, cnHz0 2816 2513 0.152
PEEP, cmHz0 10 [8-15] 10 [6-12] 0.248
Neuromuscular blocking agents 17 (94) 11 (65) 0.041
Prone position 6(33) 6 (35) >0.99
Arterial lactate levels, mmol/L 1.0 [0.8-2.9] 1.5 [1.0-2.1] 0.226
Arterial pH 7.35%0.10 7.3620.12 0.943
Arterial PCOz, mmHg 4719 4319 0.195
Serum creatinine, pmaol/L 84 [67-156] 82 [68-142] 0.961
White blood cells, 10°/mm? 13.248.8 14.747.5 0.592
Blood neutrophils, 10°/mm? 12.347.3 11.146.0 0.603
Blood platelets, 10°/mm? 207494 257+138 0.212
Blood hemoglobin level, g/dL 11.642.7 10.3+1.5 0.106
Upon BAL 1 sampling
Intubation to 1% BAL, days 1[1-1] 1 [0-2] 0.902
SOFA 814 813 0.952
Temperature, Celsius degree 38.5 [37.5-39.0] 38.3 [37.9-39.7] 0.831
shock 4(22) 2 (12) >0.99
Microbiological documentation 0.621

Bacteria 9 (50.0) 8 (47.0)

Virus 6(33.3) 5(29.4)

Bacteria + virus 1(5.5) 0 (0.0)

None 2 (11.1) 4(23.5)
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Lung injury score 2.710.5 2.4+0.5 0.076
Crs, mLfcmHz0 28 [24-37] 32 [24-43] 0.262
Driving pressure, mmHg 13.7+2.7 11.913.1 0.073
Pa03z/FiO; ratio, mmHg 142 [103-193] 242 [149-350] 0.006
Tidal volume, mL/kg PBW 5.8 [5.0-6.2] 6.2 [5.9-6.7] 0.021
Plateau pressure, cnHz0 24+3 2344 0.434
PEEP, cmHz0 10 [8-14] 12 [9-14] 0.849
Neuromuscular blocking agents 13 (72.2) 11 (64.7) 0.725
Prone position 6(33) 8 (47) 0.500
Arterial lactate levels, mmol/L 1.1 [0.8-2.3] 1.4 [1.0-1.7] 0.987
Arterial pH 7.3740.11 7.38x0.08 0.796
Arterial PCOz, mmHg 49+13 42+7 0.132
Serum creatinine, pmaol/L 105 [62-155] 81 [62-225] 0.902
White blood cells, 10°/mm? 11.747.8 15.618.2 0.150
Blood neutrophils, 10°/mm? 9.316.6 13.617.4 0.091
Blood platelets, 10°/mm? 193+104 2404113 0.116
Shock dose steroids 3(17) 1(86) >0.99

Continuous variables are presented as mean * standard deviation when normally distributed
and median [15*-3" quartiles] otherwise; P values come from the unpaired t-test or the Mann-
Whitney test, as appropriate; Categorical variables are shown as n (%); P values come from
the chi? or the Fisher exact test, as appropriate; * None of the data pertaining to this table
was missing; ** Worst values recorded; ARDS, acute respiratory distress syndrome; BAL:
bronchoalveolar lavage fluid; NETs, neutrophil extracellular traps; ICU, intensive care unit;
COPD, chronic obstructive pulmonary disease; BMI, body mass index; SAPS Il, Simplified Acute
Physiology Score Il; SOFA, Sequential Assessment of Organ Failures; PEEP, positive end-
expiratory pressure; PBW, predicted body weight;
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eTable 4. Measurement of neutrophil extracellular traps concentrationsin the alveolar and

blood compartments in ARDS patients (n=35) having lower (n=18) or higher (n=17) broncho-

alveolar lavage fluid neutrophil extracellular traps concentrations within 72 hours of

intubation
Lower BAL NETs Higher BAL NETs P value
(n=18) (n=17)
Alveolar compartment
BAL Fluid NETs levels, AU 74 [52-104] 1000 [533-1000] | <0.0001
Blood compartment
Serum NETs levels*, AU 25 [4-58] 30[8-93] 0.39

AU: arbitrary units, BAL: bronchoalveolar lavage fluid; NETs, neutrophil extracellular traps; *

Serum NETs levels value was missing for one patient; P values come from the Mann-Whitney

test.
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eTable 5. Correlation matrix exploring the relationship between serum neutrophil
extracellular traps concentrations, serum cytokines, and serum alveolar epithelium injury

biomarkers levels.

BAL biomarkers NETs IL6 I8 IL-10 TNFa SP-D RAGE
(o.d.)
Rho 1.000 0.151 -0.126 -0.135 -0.001 0.167 0.005
NETs (0.d.) Pvalue - 0402 0486 0452 099 0.352 0.980
N 34 33 33 33 33 33 33
Rho 1.000 0.722 0495 0.485 -0.472 0.239
IL-6 P value - <0.0001 0.003 0.004 0.005 0.173
N 34 34 34 34 34 34
Rho 1.000 0.364 0405 -0.212 0.425
IL-8 P value - 0.034 0.017 0.229 0.012
N 34 34 34 34 34
Rho 1.000 0.658 -0.527 0.349
IL-10 P value - <0.0001 0.001 0.043
N 34 34 34 34
Rho 1.000 -0.456 0.511
TNF-a P value - 0.007 0.002
N 34 34 34
Rho 1.000 -0.099
SP-D P value - 0.577
N 34 34
Rho 1.000
RAGE P value -
N 34

P values and correlation coefficients (rho) were computed using the Spearman’s test; NETs,
neutrophil extracellular traps; NETs concentrations were expressed in optical densities (o0.d.);

N indicates the number of samples available for each biomarker.
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eTable 6. Exploratory uni- and multiple regression analysis using live ventilator-free days at day 28 as the dependent variable.

Univariable analysis Multivariable analysis
Independent variable B coefficient | 95% Cl of the B coefficient P value | B coefficient | 95% Cl of the B coefficient | P value
NET BAL levels (o.d.) 3.70 -0.87;8.30 0.084 2.40 -2.13;6.92 0.288
Pa02/FiO2 ratio * 0.03 -0.01; 0.06 0.097 0.01 -0.33;0.36 0.934
Tidal volume * 3.66 1.24; 6.09 0.004 331 0.48;6.13 0.023

* Upon BAL 1 collection; Cl, confidence interval; p values come from uni- and multiple linear regression
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SUPPLEMENTAL FIGURES

eFigure 1. Flow chart of patients with pneumonia-related moderate/severe acute

respiratory distress syndrome (ARDS) included in the study. * Withholding/Withdrawal of

life-sustaining therapies; BAL, broncho-alveolar lavage; NETs, neutrophil extracellular traps;

** Reasons for not performing the second BAL included deceased patients (n=5), extubated

patients (n=10) or patient mechanically ventilated but not meeting ARDS criteria at day 5-7

(n=2).

N=78

Patients with pneumonia-related moderate/severe ARDS

Non-inclusion :

*  Immunosupprassion (n=21}
SAPS 11 >90 (n=5)

Irreversible neuralogical disorder {n=4)
WH/WD of LST* (n=4)

Others (n=3)

- - L

L

N=35

Patients included in the study

Patients with higher BAL NETs levels
N=17

{All had BaL fluid and serum drawn at days 1-2 post-intubation)

Patients with lower BAL NETs levels
N=18

Patients who had BAL fluid and serum drawn at days 5-7
post-intubation
N=18

189



eFigure 2. Linear regression of BAL fluid neutrophil extracellular traps (NETs, DNA-MPO)
levels on alveolar macrophages. There was a significant invert relationship between BAL fluid
MNETs, expressed as optical density (o0.d.) values and alveclar macrophages, as a percentage of
total BAL cell numbers (y=-0.016x + 2.027; r*=0.26; p<0.0001), from ARDS patients sampled at
days 1-2 (n=35; red circles) and days 5-7 (n=18; blue circles) and controls (n=4; black circles).
The grayed area comprised between the dashed curves depicts the 95% confidence interval

of the regression line.
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2. Supplément en ligne article 2: Alveolar compartmentalization of

inflammatory and immune cell biomarkers in pneumonia-related ARDS

Inés Bendib : Asma Beldi-Ferchiou : Frédéric Schlemmer : Mathieu Surenaud ; Bernard Maitre ;
Anne Plonquet ; Guillaume Carteaux ; Keyvan Razazi ; Veronique Godot ; Sophie Hie; Armand

Mekontso Dessap, Nicolas de Prost.

Crit Care 2021 ;25(1):23.
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Additional file 1: Table 51. Characteristics of control patients (n=7) included in the study

Variables Control patients®
1 2 3 4 3 5] 7
Age 40 72 30 25 40 25 o7
Gender Male Male Male Male Female Male Male
Immunosuppressio No No No No No No No
n
Comorbidities None Prostate None None None None Ischemic heart
cancer disease,
(2005, in hypertension, COPD
remission)
Smoker MNo Yes Yes Mo Mo Mo Yes
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Clinical indication Micronod Ground Suspicio Hilar Lung Weight loss, Pulmonary isolated
for bronchoscopy ules in glass n of adenop micronod hilar bilateral cysts in RLL in context
RUL lesions in tubercul athy ules and lymphadenop of medical history of

right upper osis positive athy and cerebral
lobe + IFN-y interstitial adenocarcineoma and
nodular release abnormalities smoking
lesion assay

Characteristics upon BAL sampling

WEC counts, 6.4 17.4 2.0 6.0 6.4 6 12.2

10°/mm? 3.5 14.4 2.4 3.7 3.5 3.7 9

Neutrophils 2.4 2.2 1.5 1.3 2.4 1.3 1.3

Lymphocytes 0.4 0.3 0.6 0.8 0.4 0.7 0.7

Monocytes

BAL cytology

Cell counts, 10°/mL 77 70 197 130 77 130 143.3

Macrophages, % 87 84 66 66 87 66 29

Neutrophils, % 1 15 1 1 Q 0.5 1

Lymphocytes, % 12 1 30 33 13 33 49
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Final diagnosis

Connectiv
e tissue
disease

Asthma

Vasculitis

Mo clear
diagnosi
5

Mo clear
diagnosis

Disseminated
tuberculosis

Lung cancer

2All control patients were free of ARDS, active pulmonary infection, infiltrative lung disease, and immunosuppression; RLL, right lower lobe;

RUL, right upper lobe

194




Additional file 1: Table S2. Microbiological documentation of patients (n=70) with

pneumonia-related ARDS
N (%)

Bacteria 47 (67 %)*
Enterobacteriaceae 16
Streptococcus pneumoniae 12
Staphylococcus aureus 7
Legionella pneumophila 4
Mycoplasma pneumoniae 2
Group A streptococcus 2
Haemophilus influenzae 3
Virus 18 (26%) ®
Influenza A (H1IN1)pdm2009 11
Rhinovirus 2
Respiratory syncytial virus 2
Metapneumovirus 1
Adenovirus/ Coronavirus 3
No documentation 9 (12%)

2 Including four patients with bacterial-viral co-infection
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Additional file 1: Table 53. Measurements of cytokines and epithelial/endothelial injury biomarkers in serum and broncho-alveolar
lavage (BAL) fluid in ARDS patients who survived (n=55) or died (n=15) in the hospital.

Serum concentrations BAL fluid concentrations

Biomarkers® Survived Died P Survived Died P

(n=55) (n=15) value/adjusted (n=55) (n=15] value/adjusted
p value® p value®

TNF-o 27.0 [24.1-35.2] 32.0 [24.0-45.2] 0.390 48.7 [35.7-97.0] 41.0 [27.0-130.5] 0.396

IL-10 38.0 [29.0-65.0] 55.5 [37.5-65.5] 0.192 60.0 [43.0-97.6] 62.0 [39.7-80.0] 0.374

IFN-y 29.0 [27.0-32.1] 25.0 [18.5-33.5] 0.867 42.7 [35.0-59.0] 34.5 [24.0-46.5] 0.042/0.115

IP-10/CXCL10 387.7 [185.7- 1797.0 [818.5- 0.143 3255.2 [717.5- 3176.5 [1051.0- 0.937
4322.9] 6555.0] 18115.2] 12385.5]

IL-17a 25.0 [24.0-28.0] 25.0 [15.0-28.0] 0.445 29.2 [26.7-34.1] 28.0 [19.2-32.7] 0.382

IL-8 178.5 [107.7- 261.0 [177.5- 0.222 4520.0 [2533.7- 4712 [1965.5- 0.704
436.7] 677.5] 8399.7] 7258.5]

IL-6 400.2 [203.2- 1072.0 [260.0- 0.420 2596.0 [709.7- 2214.0 [432.5- 0.775
2500.9] 4395.2] 8400.1] 6960.2]

IL-1Ra 2995.0 [16597.7- 3750.0 [1501.5- 0.830 3105.5 [1671.7- 2017.0 [720.6- 0.049/0.069
5185.5] 7357.7] 6034.9] 3603.0]

IL-13 33.0 [25.5-50.0] 30.5 [16.7-66.7] 0.470 19.0 [16.0-23.2] 17.0 [14.0-20.0] 0.042/0.122

5P-D 1381.2 [621.2- 1338.0 [581.2- 0.933 8173.5 [4435.1- 4947.0 [3575.7- 0.260
2399.6] 2733.5] 10195.0] 9236.5]

GM-CSF 28.0 [24.0-31L.7] 28.0 [26.0-35.0] 0.982 43.5 [31.0-62.4] 44.0 [32.2-74.5] 0.692
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Amphiregulin 11.0 [10.0-12.0] 11.0 [10.0-12.2] 1.0 15.5 [12.4-24.2] 14.0 [11.5-16.0] 0.170

1L112-23p40 22.0[20.0-23.0] 22.0 [19.0-25.7] 0.621 28.2 [24.7-35.5] 26.0 [19.5-31.5] 0.222

Ang2 2075.7 [926.5- 2941.0[1705.1- 0.160 59.5 [35.7-135.8] 67.0 [35.0-210.9] 0.905
3085.7] 5389.6]

Angl 5227.0[3333.2- 3960.0 [1218.2- 0.091 27.0[22.0-51.7] 26.0 [20.0-39.5] 0.396
6941.1] 5513.5]

ICAM1 4509.7 [3516.4- 4202.0 [3507.2- 0.450 1576.5 [456.7- 1435.0 [503.0- 0.401
6892.6] 9696.2] 4246.7] 2450.0]

vWF 84.5[70.4-115.9] 96.0 [83.7-124.7] 0.254 29.0[24.0-37.2] 24.0[21.5-33.5] 0.163

RAGE 1040.0 [685.5- 1421.0 [1053.5- 0.035/0.207 2877.0 [1147.2- 1950.0 [632.5- 0.256
1402.0] 2021.2] 4176.0] 3682.7]

VEGF 131.7 [62.7-272.4] 52.7 [25.4-197.7] 0.113 23.5[11.5-50.0] 36.7 [12.1-52.1] 0.600

IL-7 22.0[17.0-30.7] 26.0 [15.2-34.2] 0.781 11.0[11.0-12.0] 11.0[10.0-11.2] 0.245

RANTES 2741.5 [1747.5- 1882.2 [334.4- 0.084 63.5 [33.6-134.2] 42.0 [31.7-137.4] 0.549
4311.1] 3809.4]

SerpinEl_PAI1 2159.0 [1707.7- 2858.0[1934.1- 0.537 5690.2 [1464.7- 5263.0 [622.2- 0.480
3576.7] 3886.0] 13860.0] 10730.0]

Variables are expressed as median [1*-3™ quartiles]; ® All cytokine concentrations are expressed as fluorescence intensity values; ® Values

yielding statistical significance at the p<0.05 level were adjusted for driving pressure and SOFA; Bolded results are significant at the p<0.05

level.
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Additional file 1: Table S4. Uni- and multiple logistic regression analyses exploring the
relationship between broncho-alveolar monocytic HLA-DR expression (BAL HLA-DRm) and

BAL-to-blood ratio of HLA-DRm and hospital mortality (dependent variable).

L . Multivariable
Univariable analysis .
analysis
Independent variables
OR (95% aOR
a P (95% Cl) P
Model 1 (BAL HLA-DR,, expressed as a continuous variable in percentage)
0.99 0.99
BAL HLA-DRm (%) [0.95- 0.451 [0.96- 0.955
1.02] 1.04]
1.15 1.13
SOFA, per point [0.97- 0.107 [0.92- 0.237
1.36) 1.38]
1.14 1.13
Driving pressure, per mmHg [0.99- 0.074 [0.95- 0.158
1.33] 1.33]
Model 2 (BAL HLA-DR expressed as a continuous variable in MFI)
0.99 1.01
BAL HLA-DR,, (MFI) [0.95- 0.451 [0.99- 0.136
1.02] 1.02]
1.15 1.21
SOFA, per point [0.97- 0.107 [0.97- 0.083
1.36) 1.49]
1.14 1.11
Driving pressure, per mmHg [0.99- 0.074 [0.95- 0.197
1.33] 1.31]

Model 3 (BAL to blood ratio of HLA-DRm expressed as a continuous variable in
percentage)

0.99 1.00

BAL/blood HLA-DRm (%) [0.95- 0.950 [0.95- 0.925
1.05] 1.06)
1.15 1.13

SOFA, per point [0.97- 0.107 [0.94- 0.193
1.36] 1.37)
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1.14 1.13

Driving pressure, per mmHg [0.99- 0.074 [0.95- 0.158
1.33] 1.33]

Model 4 [ BAL to blood ratio of HLA-DR,, expressed as a continuous variable in MFI)
1.01 1.02

BAL/blood HLA-DR,, (MFI) [0.99- 0.155 [0.99- 0.070
1.03] 1.04]
1.15 1.23

SOFA, per point [0.97- 0.107 [0.99- 0.062
1.36) 1.28]
1.14 1.08

Driving pressure, per mmHg [0.99- 0.074 [0.92- 0.334
1.33] 1.28]

OR, odds ratio; Cl; Confidence interval; aOR, adjusted odds ratio; MFI, mean

fluorescence intensity;
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Additional file 1: Table S5. Uni- and multiple logistic regression analyses exploring the
relationship between broncho-alveolar CD8+ lymphocytes PD1 (CD8+ PD1+) expression and
BAL-to-blood ratio of CD8+ PD1+ and hospital mortality (dependent variable)

Independent variables Univariable analysis Multivariable
analysis
OR (95% p aOR (95% p
cl) cl)
Model 1 (BAL PD1 expressed as a continuous variable in percentage)
BAL PD1 (%) 0.99 [0.96- 0.474 0.99 [0.97- >0.99
1.02] 1.03]
SOFA, per point 1.15 [0.97- 0.107 1.10 [0.90- 0.335
1.36] 1.35]
Driving pressure, per mmHg 1.14 [0.99- 0.074 1.12 [0.95- 0.171
1.33] 1.33]
Model 2 (BAL PD1 expressed as a continuous variable in MFI)
BAL PD1 (MFI) 0.99 [0.95- 0.451 0.99 [0.94- 0.630
1.02] 1.04]
SOFA, per point 1.15 [0.97- 0.107 1.10 [0.90- 0.354
1.36] 1.34]
Driving pressure, per mmHg 1.14 [0.99- 0.074 1.11 [0.94- 0.216
1.33] 1.30]
Model 3 (BAL to blood ratio of PD1 expressed as a continuous variable in percentage)
BAL/blood PD1* CD8" cells (%) 0.99 [0.60- 0.995 1.09 [0.64- 0.740
1.65] 1.86]
SOFA, per point 1.15 [0.97- 0.107 1.11 [0.91- 0.315
1.36) 1.35]
Driving pressure, per mmHg 1.14 [0.99- 0.074 1.13 [0.96- 0.151
1.33] 1.34]
Model 4 (BAL to blood ratio of PD1 expressed as a continuous variable in MFI)
BAL/blood PD1* CD8* cells 0.97 [0.84- 0.738 0.99 [0.85- 0.889
(MFI1) 1.13] 1.14]
SOFA, per point 1.15 [0.97- 0.107 1.13 [0.92- 0.281
1.36) 1.35]
Driving pressure, per mmHg 1.14 [0.99- 0.074 1.11 [0.94- 0.205
1.33] 1.30]
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OR, odds ratio; Cl; Confidence interval; aOR, adjusted odds ratio; MFI, mean

fluorescence intensity;
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Additional file 1: Figure 51. Gating strategy of flow cytometric analyses of monocytes
and T-cell subsets in broncho-alveolar lavage fluid (A) and blood (B).

The same gating strategy was used in blood and BAL fluid samples. Monocytes, and
lymphocytes were first gated on a side scatter-area (SSC-A) versus CD45 (the leukocyte
common antigen) flow cytometry dot plots. Monocytes were defined as Side Scatter (55)
intermediate, CD45" and CD14* cells. Expression of HLA-DR was then analyzed (upper
panel in A and B). T CD8+ lymphocytes were identified as CD45* CD3* CD8* cells within the
CD45* S5 low lymphocyte gate. Expression of PD-1 was then analyzed on T CD8&*
lymphocytes (lower panel in A and B). HLA-DR and PD-1 quantification was expressed in

percentage or mean fluorescence of intensity (MFI).
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Additional file 1: Figure 52. Flow chart of patients with pneumonia-related
moderate/severe acute respiratory distress syndrome (ARDS) included in the study.

Patients with pneumonia-related moderate/severe ARDS

n=188
Non-inclusion :
Immunosuppression (n=55)
SAPS 11590 {n=9}
Irreversible neurclogical disorder (n=11)
_—

WH/WD of LST (n=5)
Extrapulmonary ARDS (n= 13}
Delay = 72h post OTI (n= 17}
CRD with LTO (n=5)
Cirrhosis (n=3)

- - - - - - - -

Patients included in the study
n=70 had BAL fluid and blood sampled within 45 hours of intubation

Dead at hospital discharge Alive at haspital discharge
n=15 n=55

BAL, broncho-alveolar lavage; CRD: chronic respiratory disease; LTO: long term oxygenotherapy; OTI: oro-
tracheal intubation; WH/WD of LST: withholding/withdrawal of life-sustaining therapies.
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Additional file 1: Figure S3.

Serum and broncho-alveolar lavage (BAL) fluid concentrations of biomarkers associated
with the acute respiratory distress syndrome (ARDS). Red circles correspond to ARDS
patients (n=70) and open circles to controls (n=6). Concentrations are expressed in
fluorescence intensity (A) or pg/mL (B; note that some of the subfigures are presented
with a log scale). P values come from the Mann-Whitney test.
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Additional file 1: Figure 54.

Receiver Operating Characteristic (ROC) curves for biomarkers obtained in serum (left
column), broncho-alveclar lavage (BAL) fluid (middle column), and BAL fluid -to-serum
ratio, and hospital mortality. A) II-1Ra; B) IL-10; C) Amphiregulin; D) RAGE. The area under
the curve (AUC) is provided and its 95% confidence interval is displayed between brackets.
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3. Suppléments en ligne article 3: Functional Ex Vivo Testing of Alveolar

Monocytes in Patients with Pneumonia-Related ARDS

Inés Bendib, Asma Beldi-Ferchiou, Frédéric Schlemmer, Bernard Maitre, Mathieu Surenaud,
Sophie Hie, Guillaume Carteaux, Keyvan Razazi, Jean-Daniel Leliévre, Yves Lévy, Armand

Mekontso Dessap, Véronique Godott et Nicolas de Prostt.
Cells 2021 ; 10(12):3546.
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Additional Methods

BAL jluid and blood sampling

BAL fluid was collected from all ARDS patients during a bronchoscopy within 458
hours of ARDS onset. BAL fluid samples were also collected from control patients.
Concomitant heparin anticoagulated blood samples were obtained in ARDS and
control patients. Samples were stored at room temperature and analyzed within 2
hours.

During a standard flexible bronchoscopy, the bronchoscope was wedged within a
bronchopulmonary segment. Four aliquots of normal saline (50 mL each) were
instilled through the bronchoscope within the selected bronchopulmonary segment.

After each aliquot was instilled, saline was retrieved using a negative suction pressure,
BAL samples were filtered thoough a 100pm cell strainer; centrifugated and BAL cells
were then collected in phosphate buffered saline solution. BAL fluid cytology was
performed by direct microscopy after centrifuging broncho-alveolar lavage fluid
samples (12 000 revolutions for 10 min) and dying under the May-Griinwald-Giemsa
staining, Total (quantified in cells/mL) and differential {ie., percent of neutrophils,
macrophages and lymphocytes) cell counts were measured as recommended [1].

Phagocyiosia assay

After treatment with E. coli LPS (200 ng/ml) or medium alone, a fraction of blood and
BAL fluid samples were incubated 30 min with 20 pL of fluorescent E. coli particles
{flucrescent pHrodo™! Green E.coli BioParticles, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), as recommended by the furnisher, either at 37°C and 5% COzto evaluate the
phagocytic activity of cells or at +4°C to assess fluorescent background for bound but
not internalized bacteria. At the end of the incubation period, all samples were put into
ice to stop the phagocytosis process. Red cells were then lysed using pHrodo™
BioParticles® Phagocytosis kit for flow cytometry (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Ma, USA), following the furnisher’s instructions. After two successive washings done
with 1X Phosphate buffered saline (FBS), cells were further immunophenotyped.
Phagocytosis was quantified on both alveclar and circulating monocytes using
FI/FITC channel and expressed both in % of positive cells and in delta MFI by
retrieving basal MFI of unstained cells,

Immunophenotyping

Blood and BAL fluid surface immunostaining was performed as follows: 100 pL of
whole blood or BAL fluid were incubated during 15 min at room temperature in the
dark with the following conjugated-monoclonal antibodies: CD14-ECD/ HLADR-
PACBLUE/ PDL1-BVY85 and, for alveolar samples CD45-AF700 and CD169-AF647
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were added to identify alveolar monocytes [25] (all antibodies were from BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), eBioscience (San Diego, CA, USA) or Beckman
Coulter (Brea, CA, USA). A LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was added to this panel to determine cellular
viability, After washing steps, cells were fixed with FBS 1% PFA and further acquired
with a LSEII cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) within 458 hours, Flow
cytometer analyses were performed with the Flow]o software (version 10 ; Tree Star,
Ashland, OR, USA). HLA-DRE and PD-L1 quantification was expressed in percentages
of positive monocytes (% positive cells) among the total monocyte population or in
delta MFL Flow cytometry results were expressed both in percentage of positive cells
and delta MFL A difference might be observed between percentage of positive cells
and MFI as these provide different information: percentage of positive cells reflects the
amount of monocytes expressing the biomarker of interest, while MFI is the geometric
mean of the biomarker fluorescence on each monocyte.

Assessment of TNF production by tntracellular staining

After treatment with L. coli LPS (200 ng/ml) or medium alone, blood and BAL fluid
samples were immunophenctyped and further used to quantify intracellular TINF
synthesis according to the regular PerFix-no centrifuge (nc) (Beckman Coulter, Brea,
Calif) procedure. In brief, fixation of the samples was conducted for 20 min at room
temperature, applying 200 pL of PerFix-nc Fixative Reagent, followed by 20 min
permeabilization and concomitant staining at room temperature in the dark. Dried
TNF-PC7 antibodies from BD Biosciences (San Jose, CA, TTSA) and eBioscience {San
Diego, CA, USA) were resuspended extemporanecusly with 50 uL of the
permeabilizing reagent per staining before use. Finally, the reaction was terminated
by adding 1.5 mL of PerFix-nc final reagent. Cells were then fixed with PBS 1% PFA
and turther acquired with a LSRII cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, UUSA)
within 48 hours. Flow cytometer analyses were performed with the Flow]o sottware
{version 10 ; Tree Star, Ashland, OR, USA). TNF guantification was expressed in
percentages of positive monocytes (% positive cells) among the total monocyte
population (positivity threshold was defined with non-stimulated values from the
same donor) or in delta MFL
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Figure 51 Gating stratogy of fhow eytomeiric anabyses of yies in Bronche-alveakr lasage Buid (o k] and Blood [¢d]. In Broncho-akeolar Bvage (BAL) Tluid, wa
represented ling singlet cells ona CO4 versus 045 (the leukaoyte comman antigen) dot blot. The sebasquent O0dd+ COES+ ool were then ssamined in a fonvard scatter-
mrmm |FSC-A] wmrus COED dok bt to distingaish shecler monooybes (FSC-AlowTI144 (0166 fram aheolar macrophages (FSC-AlowCD14s CO1684) [1]. Thm, HLA-DE and
PO-L1 expression &5 vl & Phroda (£ el Muorsscent particles) imismalzation were assessed on aheolar reancoytes [panel ). To 52t up the positive treshold of HLA-DR
and PO-L1 staining froen backgrowsd, sw convidared both the suvtcAucrecence of umdaired coll snd Ba unspecfic sksining detecked on COA%- CO04- calb [rok shewn]. For
Phrodo/E. coll internalication, we considered the fl cence of unstained cells and Phrodo background dee to its binding on osll surface. Phrndo Background wes
evaluated on alveclar calls incubated 2t +4°C. The LPS-induced THF exp was d in akveakr wies after a step of permeabilzation (panel bi. To set the
paositve threshokd of THF staining, we conskdersd the backpeound observsd in unstimulsted control cells. For blood symples, we represented lvieg singlet cells on & FSC-8
warnun C014 diot Blot [panael cf. Moncoytes eere then dentfed as FSC-Alow CO44 calls. Than, HUA-O8 and PO-L1 ssprassion as wel s Phrode intemalivabion wers suanasd
on F5C-Alow CONA+ circulsting monooytes. To set up the posftive threshold of HLA-0E snd PO-L stsining from backgraund, we o the gutord] ence of i
calb and e unspe:ific siming detected on FSC-Alow S5C8 [side acatter-ares) low noe-graredoopic and mon-mywlod calb {not shown) Far PhrodagE. ool mbermalizetion,
weconsidered the sutofluorescence of unstsined cellk snd Phrodo background dus to s binding on csll surface. Phrodo background was svslusted on crmulsting monooyies
incubated at +4°C. The LPS-mduced THF axpression was assessed in droulating monooybes after a shep of permesbilization {panad dl. To set the positive threshold of THF
sESNing, we considensd the background obmerned in unstimulated controd cinod ating Forcoytes.
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Figure 52, Phagooytosis of £ ool particles by shmolar monaoytes socording to their HLA-DR expression meeasured by flow cytnmetry, The pragoogtnsis activiy of abenkar
monacytes has bean messered with and withowt [radium condition ) LFS challangs, snd axprassed in parcentage of positive cells (%, a) and in sean fluorescence intensiy
[P B, i ben pnewsonis-relsted ARDS pabents. Phagooyicaly sctivity waz analyred by ten-wey A%0WA with repeated messures, When results were expressed in % [a),
there weees nio significant effect of HLA-DR storbus (HLA-DR vs HLA-DR', p=0.2687], mora sigrificant effzct of experimantal condfion fmedium vs LPS, p=0.1228), or a significant
Interaction [HLA-DR siates ¥ cxpanmatal condition, p=0 FOST]. Whan recults wons cepreted in MFI ), thane wes & significant effect of HLA-DR stabes (HUA-ORve HLA-
DR*, p= 0821}, nor & significant effect of esperimentsl condition |medivm v LIPS, p=0 8091, or 8 sigrificant intersction #LA-0R status x experimental condition, p = 015584},
Displayed prvalues come from post-hoc comparisons pedormed wing the Sidei test
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DR vs HLA-DIRY, p=0.95000, but & significant effect of experirental cordifion (readium vs UPS, p=0u0023), and no significant inferacton |HLA-DR stabe W condition, p=0.7458].
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Table 51. Characteristics of non ARDS patients [n=7] induded in the study

Variables Hon-AEDS patients™
3 4 5 ] 7
Age am T 20 23 &0 3 BT
Gemder Kale= Male Male Male Fernale Mal= Mial=
B A O P e sshon (] o o Ho N [ No
Comerbiditis [T Prastata HNang HNons Nors: Mang Ischamic heart dissass,
cancer (2005, hypertersian, COPD
i rmission)
Siwikar L] s Yes o o L vas
elinical indication for Micronadubes | Ground glass Suspicion of | Hilar Lung wieight loss, hilar | Pulmanary solated cysts
Beanchascopy i ALL kesinns in right | tuberculosis | adencpathy | micronodules | bdateral in RLL in condext af
uppar oba & and positive | ymphadenapathy | medical hstory of
nodular lesion IF4-y release | and interstial cerebral adenacarcinomas
aEEaY abrormalties and sireking
haractesistics upon BAL sampling
WEC counts, 10°%mm" | 6.4 178 a0 50 6.4 -] 12.2
R ko g
Mevtrcphils is 144 24 a7 2.4 13 13
Lymphocytes 4 Lk 1.5 13 0.s o7 0.7
Monooptes 0.4 0.3 0.6 -]
BAL Muid cytology
) ] 157 130 T 13q 1433
Leukacytas, 10%mL | o, a4 &% &% a7 6 2
Macrophages, % o 0.5 1
Neutrophils, 35 1 15 - - .
12 1 0 EE] 13 e 43
Lymphaoytas, %

=All ron ARDS patients wars froa of AADS, active pulmaerary infoctian, Infitrativa lung disaass, and Immunosuppressian; BAL, Broncho-akeolar lavage; ALL,

right lower lobe; FUL, right upper lobe; WBC, white blood c=lis

Table 52. Microbiclogical documentation of patients (n=10) with preumonia-related ARDS

Bacterio
Slreplncnccis prewmomioe
Stophylococcus aureus
Haemophilus influenzae
Enterobacteriaceae
Escherichia.coli
Klebsiello pneumoige
Pseudomonos aercgincsae
Virus
Influanzo A or B
Adenowirus
No documentation

* Including three patients with bacterial co-infections

7 (70%)
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Tncontrolled innate and impaired adaptive immune responses are prognostic

features of COVID-19 ARDS
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Methods

Non-COQVFID-19 ARDS panents

All patients with moderate/severe pnevmonia-related ARDS were included consecutively with
the following mnclusion eriteria: tracheal intubation and mechanical ventilation since less than
48 howrs; pulmonary infection diagnosed less than 7 days before ICT admission ; bilateral
pulmonary infiltrates on chest x-ray: a PaOyFi0n ratio =200 mm Hg with a positive end-
cxpiratory pressure (PEEP) =5 em HaO. Non-inclusion criteria were as follows; age <18 years;
preguancy; chronic respiratory failure requiring long-term oxygen therapy: Child-Pugh C liver
cirthosis: lung fibrosis: immunosuppression (Le., HIV infection, active hematological
malignancy or solid cancer receiving chemotherapy, corticosteroids therapy for more than 0.5
mgkg/day since more than 4 weeks, organ transplant patients), SAPS I (Simplified Acute
Physiology 1T score) =90, wmeversible  newological  disorders,  patients  with
withholding withdrawing of life-sustaining therapies and profound hypoxemia (PaO2Fi0: <75
mum Hg). Seventy patients with non-COVID-12 ARDS were included during the study period,
36 of whom nnderwent at least two blood samples drawn at days 1-2 and days 4-8 time points,
as depicted in the flow chart (Figure E1).

Study design and partients

ARDS patients received mechameal ventilabon wsing a standardized protective ventilahon
strategy {1]. Other treatments, including nevromuseular blocking agents, nitric oxide mhalation,

prone positioning and venovenous extra-corporeal membrane oxyezenation were administered

depending on the severity of ARDS and according to MNational guidelines (2). The prevention

of ventlator-associated pnewmonia followed a multifaceted program (3). Sedation and

mechanical ventilation weamng followed standardized protocols.
Data collection

Demographics. clinical and laboratory variables were recorded npon ICU admission, at samples
collection time points and during ICTT stay. Other recorded vanables ineluded the use of
adjuvant therapies for ARDS, the need for hemodialysis or vasopressors. corficosteroids
admimistration. and the number of organ failure-free days at day 28, The primary clinical

endpoint of the study was day-28 mortality,

Flow cytameiry analyses

Blood samples were collected within 48 hours of ICU admussion (Days 1-2 sample) and 4 days
thereafter {Days 4-6 sample) in EDTA tubes, shipped at room temperaturs and analyzed within

E2
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2 h. Tnmunag-staining was performed as follows: 104 pL of whole bloed was incubated for 10
min at BT in the dark with the different combinations of the following conjugated-monoclonal
antibodies: anti-CD4-PE {clons 13B8.2), anti-CD3-AAT50 (clone UCHT1), anti-CDE-AAT00
(B9.11), anti-CD38-PC5.5 (LS198-4-3) or 1sobype control, ant-CD2T9 (PD-1}-PCT (clone
PD1} or isotype control, anti-HLA-DR-PB (Immu-357) or isotype control, anti-CD14-ECD
(RM052) and CD45-Krome Orange (clone 133) (all reagents were from Beckman Coulter).
Red-blood-cells were then lysed using VersaLyse Solution (Beckman Coulter) according to the
manufacturer’s instructions, Washed samples were immediately acquired on a 10-multicolor
Navios flow cytometer (Beckman Coulter) and analyzed with the Kaluza 2.1 software
(Beckman Coulter),

Independent T and B cell counts were performed uvsing standardized procedures. For non
COVID-19 patients, absohite cell counts were performed using FCS00 cytometer (Beckman
Coulter) and a routine bead-hased single platform technology according to the manufacturer
mstruetions (All reagents and materials were from Beckman Coulter). For COVID-19 patients,
T and B cell counts were performed using a fully antomated AQUIOS cytometer. Of note, the
two lymphocytes counts methods have an excellent correlation and agreement.

Monocytes, and lymphoeytes were first gated on a side seatter-area (S5C-A) versus CD45 (the
leukocyte common antigen) flow eytometry dot plots. Monoeytes were defined as Side Scatter
($%5) intermediate, CD45+ and CD14+ cells (Figure E2). Expression of HLA-DE was then
analyzed (Figure E2. upper panel). T CDE+ lymphoeytes were identified as CD45+ CD3+
CD8+ cells within the CD45+ 55 low lymphocyte gate, Expression of HLA-DR, CD38 and
PD-1 was then analyzed on T CDE+ lymphoeytes (Figure E2. lower panel).

Mensurements of serum cylokine concentrations

Blood samples collected at days 1-2, days 4-6 and days 8-12 for patients who still had ARDS

criteria were tmmediately centnifuged for storage at — 80°C. Cytokines were measured ar
distance in serum inactivated for 20 minutes at 56°C using Luminex® multiplex bead-based
technology (R&D Systems, Mimeapolis, MN. USA) and a Bio-Plex 2008 wstrument (BioRad,
Hercules, CA. USA). according to the manufacturers’ protocols on serum diluted to 1/2.
Laboratory technician who performed the assays was blinded to all clinical data. The following
eytokines/'chemokines were evaluated CCL2MCP-1, CCL4/MIP-1p, CCL19/MIP-3p, CDY0L,
CXCL10/IP-10, FGF-basie, G-CSF, GRZ-B, IFN-fi, IL-1a. IL-1ra, IL-3, IL-5, IL-7, IL-10, IL-
13, IL-17A, PD-L1. TNF-o, VEGF., CCL3MIP-lo, CCL11/Eotaxin, CCL20/MIP-3n,
CX3ICL1/Fractalkine, EGF. Fli-3L, GM-CSF, IFN-u, TFN-y, IL-1p, IL-2, TL-4, TL-G, IL-
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8/CHCLS. IL-12p70. IL-15, IL-33, TGF-o. TRAIL, CCLSRANTES. IL-17EIL-25. All
samples. including those obtained from both COVID-19 and non-COVID-19 patients, wers
mactivated dumng 20 minutes at 56°C. as previously described (4). We analyzed
cytokines/chemokines which displayed more than 30% of concentration values above the lower
limit of quantification (n=19), For cach of these analytes. extrapelated concentration values
caleulated by Bioplex Manager 6.1 sofware were taken mto accoumt and undetectable values

were imputed to the lowest extrapolated concentration value,

Statistical analyses

Descriptive results are presented as means (tstandard deviation [SD]) or medians (17-3™
quartiles) for contimons variables, and as numbers with percentages for categorical variables.
Log-transformation was applied to non-normally distributed variables, as assessed by graphical
methods and the Shapiro-Wilk test. Boxplots were plotted to illustrate differences in cytokines
levels according to time and COVID-19 status.

Bivariate comrelation analyses between eytokines and COVID-19 status were conducted by
computing Spearman and biserial correlation coefficients for continuous-continnous and
bmary-continuous variables correlations, respectively. A comrelation network plot was bualt
trom those results to graphically illustrate relationships.

Unadjusted between-groups comparisons between conditions (COVID-19 versus non-COVID-
19) and outcome (alive versus dead at ICU day-28) were performed using Mann-Whitney tests
for continuous variables, and Chi® or Fisher's exact tests for categorical variables, as
appropriate. Within-groups comparisons between baseline and subsequent assessments were
conducted nsing paired Wilcoxon signed ranks test. Association between eytokines, other
covariates and final outcome were further assessed after systematically adjusting for age and
SOFA score, using logistic regression {categoneal vanables) and linear regression modeling
(continnons variables) to compute adusted odds ratios (95% confidence interval) and adjusted
means (Zstandard error), respectively.

Longitudinal analyses were finally performed to assess the temporal evolution of cytokines
levels over a 12-day penod using mmzed effects hinear regression models to accovnt for the
correlation between repeated data over time. Models meluded a COVID-19 status vanable, a
time variable and an interaction term COVID-19%time to test for differences in average
cytokines levels between COVID-19 and non-COVID-19 patients, significant positive or
negative trends over time (slopes). and differentiated trends over time between COVID-19 and
ARDS patients.
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Twao-tailed p-values < 0.05 were consulered statistically significant, applying Benjamini-

Hochberz comection for test multiplicity in comelation analyses. Analyses were performed
using Stata V16.0 statistical software (StataCorp, College Station, TX, USA), B 363 (R

Foundation for Statistical Computing. Vienna, Austria; corrplot and ggraph packages) and
GraphPad Prism +8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Results

Table E1. Results from longitudinal analysis by mixed effects linear regression model assessing
the association between COVID-19 status, time elapsed since hospital admission and serum
cytokines concentrations

COVID-19 status® Time" Interaction [COVID-19
status ¥ time)*
IL-6 [log) 0,003 <0.0001 0,218
IL-1ra/fIL-1F3 (log) 0,432 <0.0001 0,267
IL-8/CXCLE (log) 0,045 0,337 0,111
IL-10 <0,0001 0,005 0,004
CXOL10/1P-10 0,082 0,001 0,201
GM-CSF 0,001 0,001 0,045
CCL2/MCP-1 (log) 0,068 0,007 0,924
CCLA/MIP-1a (log) 0,007 0,707 0,985
CCLA/MIP-1b (log) 0,615 0,102 0,266
CCL1%/MIP-3b (log) 0,141 0,039 0,149
CCLS/RAMNTES 0,033 0.766 0,688
CCL20/MIP-3a (log) 0,002 0,176 0,003
EGF <0,0001 0,794 0,289
CX3ICL1/Fractalkine (log) 0,677 0,653 0,571
VEGF (log) 0,625 0,877 0,019
Flt3 {log) 0,756 0,218 0,397
IL-15 (log) 0,022 <0.0001 0,031
IL-7 (log) 0,169 0,798 0,241

Results are p-valves from mixed effects inear regresston model, testing for © differences in average cytokines
fevels between COVID-18+ and ARDS patients, * significant positive or negative trends over fime [shopes), and ©
differentiated trends over time hetween COVID-15 and ARDS patients.

Table E2. Results from longitudinal analysis by mixed effects linear regression model assessing
the association between COVID-19 status, time elapsed since first symptoms of disease onset
[COVID-19 or non-COVID-19) and serum cytokines concentrations.

COVID-19 status® Time* Interaction [COVID-19
status ¥ time)©
IL-6 (log] 0,183 0,001 0,265
IL-1ra/IL-1F3 (log) 0,665 0,002 0,440
IL-B/CXCLE (log) 0,082 0,243 0,127
IL-10 <0.0001 0,264 =0.0001
CXCLL0/IP-10 0,002 0,098 0,010
GM-C5F <0.0001 0,155 0,002
CCL2/MCP-1 (log) 0,065 0,061 0,809
CCL3/MIP-1a (log) 0,028 0,116 0,777
CCLA/MIP-1b (log) 0,195 0,281 0,933
CCL19/MIP-3b (log) 0,720 0,524 0,919
COLS/RANTES 0,089 0,926 0,817
CCL20/MIP-3a (log) 0,002 0,101 0,003
EGF <0.0001 0,381 0,689
£X3CL1 Fractalkine (log) 0,932 0,021 0,965
VEGF [log) 0,253 0,419 0,015
FIt3 (log) 0,910 0,177 0,335
IL-15 {log) 0,060 <0,0001 0,075
IL-7 (log) 0,058 0,835 0,079

Results are p-values from mixed effects linear regression model, testing for ¥ differences in average cytokines
Ipvels between COVID-19+ and ARDS patients, * significant positive or negative frends over fime (slopes), and ©
differentioted trends over time between COVID-19 ond ARDS patients.

220



Table E3. Serum cytokires concentrations according to the microblological sticlogy of acute respiratary distress syndrome [non-COVID-18 wiral o
bacterial’non-documented (MO} or COVID-19.

S cytokires Man-COVID-18 [Ae3l1)* COWID-18 (na35]* Glabal  Poualus for Pait-hee compariaens®

congentrations prvalise”

{pasmL) Viral [nu1c] Bactarial /D (naZl] Virslus  Wirsl v Bactarial v
bacterial  COVID-19  COVID-15

L5 2084 [41.1-8796.1) 1655 [87.B430.5] 171.4[81.2-333.5) 0,682

IL-1-ra/IL-1F3 3148 [119.9-764.4] 1345 [113.6-320.9] 172.6134.4-336.6] 0,734

IL-B/CHOLE 1064 [50,6-147.2] 52.2 [40.8-97 4| 117.668.0-398.2] 0,010 0a61 0,99 0,005

IL-10 4514 [219,6-595.4] 99,3 [59.4-201.1] 436,71 [348.8-534.7] <0001 0045 .99 .01

CACLIOAP-10 27149 [352,3-4048.5] 1384 [101,3-450.5] 19113 [919.1-2555.5] <0.001 o016 0,99 1.0

GM-CSF 2067 |&3.5-299.7] 44 2[21.7-74.4) 2094 [158.4-133.8] <0001 0,045 =99 <0001

COL2/MACP-1 E34.5 [405,8-3289.2] B49,7 [400,1-1145.1] 14734 [897.5-2798.0] 0,02 .9 0,202 ools

CELI/MIP-1a 173 [B.4-61.3] 235[19.1-387] 535 [22.5-116.0 0,007 089 0,070 0,018

CoLA/Aar-1k 2HLE [142,5-307.5] 2¥.1 [112.6-278.1] 246.5 [179.2-397.8] 368

CEL18/MIP-2h 1558 [124.6-1088 0] 14005 [9.8-206.7] 117.7 [78.2-213.6] 0,154

CCLS/RANTES 27348 3 [211906-47176.3] 304905 [19437 4-45335.9]  45900.9 [29541_2-60E59.8] 0,080 =059 0,132 02

COL200MIP-3a 172 [P E-75.5| 1949 [8.0-66.0] 4.7 |4.2-20.3] 0,045 =159 0,235 02

EGF B7.3[50.8-158.2] 1376 [71.1-144.8] 4330 290.1-604.00 <0001 0,549 <1001 <0001

CHACL Fractaline 15373 [1267,1-1948 8] 11566 [562.6-1386.9] RENO(TE3,1-1377.4] 0075

VEGF 10142 [712.0-1422.3] 8329 [583.8-1602.8] 9204 [638,6-1508.1] 0,962

Fi-3L 1017 [60,0-150.7] 98,7 [73.5-134.9) 112.2[81.2-168.4] 0,634

IL15 5.9[3.4-13.0] 5.7 [3.59.3] 5.0 [3.6-7.5] 0,440

IL-7 16.3 [9.7-22.5] 13.4[7.0-22 8] 13.4 |B.4-23.0] 0,77R

Reswlts ore presented ar medion (17-2% quarties); bolded reswits ore statistically signifcomt ot the gl 05 level; @ Missing data, n=5; ® Missing data, n=3; * p-
wirles gome from the Kruskal-Wallis teit; * Post-hod comparisons wene pegformed when the glabof p-value wos <0.05 and cameched for multiphe testing wsing
e Bonferroni oovrection,

Talle E4. Cinicsl snd biological variabbes stsociated with day-I8 mertality in COVID-19 patierts and nen-COVID-19 patients

COVID-19 (ne38)
Alinre Dead
H=Z5 M=13
Serum cytokines concentrotions (pg/mi)*
-5 1292 [77.7-18.2] 15.9[174.8-377.0]
IL-1-ra/IL-1F3 1604 [124.9-175.3] FTE.1[142.0-685 5]
-8 CxCLE 1550 [67.7-431.8] 1116 [73.0-136.5]
L-10 4297 [304.6-493,3] 517.7 [473.8-580.8)
OHCLIBP-10 14616 [793.9-1103.5] 15556 [1756.99284.1]
GIA-CSF 1561 [146.4-120.5] 2338 [213.5-272.3]
OCL2MMCP-1 18477 [BT60-1471.4] 10340 [1009.7-4030,7]
CCL3/MIP-1a 57,6 [22.5-149.0] 31L.8[21.0-84.7]
CCLA/MIP-1k 24600 [184.7-379.0) BE.5[1759.2-469.5)
CCL18MIP-3b 1101 [77.7-159.3] 13,6 [102.1-402.5)
45606, T [31135.0-
CCLS/RANTES £9229.2] A5000,% [18287 0-53720.2]
COLRMIF-32 7.6[a.0-135] 175 [6.4-28.5]
FiGF 4077 [324.3-619.6] 324.2 [240.5-433.0)
ICLYFractalbine 8356 [712.6-1075.9] 1193.4 [950.9-1748.0]
VEGF H74.2 [19.5-1363.4] 13614 [860.5-1668.5]
Fl-30 1106 [ 76.6-166.7] 112.8 [103.8-170.4)
L-15 4.5 [3.5-6.7] 6.9 [4,5-10.0]
-7 131 [£1-24.2] 13.5 [9.3-24.0]
Other labaratery featares
¥T-qPCR viral load, €T 12 0[295-350] 26.0[20.7-20.6]
T 004" mphocytes, fmm" I06E.0 [229.0-380.0] 212.0[152.0-281.0]
TO0E" mphocytes, fmm?  1110[8R0-153.0) 142.0[98.0-171.0]

B lymgphocytes, fmm?

MK cells, fmm®

TCOPRLT Iymphocytes,
%

TLDEFD1* lymgphocytes,
W

T COE*HLA-DRACO3E"
hyrnphacytes, %

HLA-DRE" ronooytes, %

435.0(322,0-537.0]
47.0 [31.0-76.0)

20,4 [15.5-264)
158 [16.5-42.8)

08 [8.5-18.7]
68,3 [42.8-70.4]

323.0 [295,0-443.0]
51.0 [28.0-85.0]

235 [19.1-30.0]
26.1 [14.7-22.8]

B 1203
81.4 [44.3-82 4]

Men-COVID-19 (neis)

poabug® Alive: Dead

H=3Z M=4
0070 161.2 [B4.3-534.7] 457.1 [86.6-402.1]
0126 186.0 [112.4-4188]  321.0[1426-4426]
0,303 58,1 [40.8-1449| 97.4[17,2-136.1]
0,013 167.1 [B4.5-549.3| B75[8.4-136.7]
0,017 204.4 [153.4-3314 5] 166.8 [65.4-306.9]
0,005 7001 [34.1-254.1) 0.2 [4.4-54.5]
0,500 £90.3 [403.5-1455.6] 50,2 [320.3-2720.8]
0,394 225 [13.8-436] 15,4 [0.4-30,7]
0,957 313 [242.5-208.0] 6.4 [66.4-316.6]
0,055 196.2 [112.1-267.2) 102.1 [63.5-719.5]
DaT? 29748, [21063.9- 71703 [1302.6-

' AE256.1] S0RE3.5]
0,076 19.0 |7.5-82 5] 16.2 [5.5-66.0]
0,033 1201 [70.1-182.9] 15,5 [1,5-325.1]
0,828 13047 [617.1-1663.8] 0354 [F50.1-2576.9]
0,177 B75.7 [E50.7-1586.4] 11169 [373.0-1081)|
0,570 7.5 [70,5-139.0] 1369 [97.4-277.2|
0,126 6.0[3.5-0.7| 6.8 [2.4-13.4]
0,915 155 [0.3-23.4] 5.2 [2.5-22.8]
0,001 - -

0,186 3950 [100.0-5265] 4575 [159.5-704.0]
0,460 176,10 [58.5-288 5] 115 [48.0-361.5]
0,364 1995 (10503260 2170[114.0-326.5)
0,735 - -

0.317 238 [17.837.5] 28,1 [16.9-38.5]
0,470 42,5 [26.3-50.8] 34,7 [18.7-50.6]
0,854 12.4 [4.5-10.6] 5.0 [6.4-20.4]
0,508 20,5 [18.0-43.3] 40,3 [24,6-65.0]

p-value®

0,738
0,462
0,739
0,192
0,218
0,181
0,548
0,442
0,181
0,504

0,181

0,333
0,804
0,947
0,181
0.815
0,216

0,950
0,668

0.8a0

0.836
0,632

IE:v |
0.0

Results are presented as madion (173 quartilesl; belded results are statistivofly signiffcond at the p0.05 level ™ Povalies comes from the Moro-#iitney

test; © Missing dmte, n=2 for COVID-19 patients and r=5 for ron-00WID-19 patients; “ ob

 from naso-phoreng

| swabs
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Table ES, Clinicsl and bislogical variabbes stsociated with day-28 mortality in COVID-19 patients (na38) -

Unodjusted ormysis Adpusted cralysist
Aliww Dead [ Alise Dead
N=25 M=13 wvalus H=3 HN=12 pevalue
Clinicaf fi {oategonioe] N [%) M%) Adjusted odds ratios {58% CI)
Male gender 22 (BEM) 10 [77%) 0,392 028 (0.03;2.94) 0,289
Diahate 4 (16%] B (E1%) 0,009 A0 (06725000 0,126
COPD 1 jak%) 4 [31%) 0,088 141 [00%;21.45) 0805
Chranic heart filuine 1 (4% 5 |38%) 0,002 1312 [0.41:474,00) 0,147
Olbsessity o (363 5 |38%) 1.000 303 [0.3%:33.59) 0,290
Smoker & [A5%| G [dE%) 0,78 64 [0.11;3.73) 620
ARDS severity (Berlin definition] 0.004
Pl 6 [2e%) I 15%) 1re] 0,582
Modderiste 11 (4%) T |54 375 (0.31:45.39) 0,298
SEVere & [32%] 4 [31%) 262 [0.22:30497) 0,445
Clinical and general laboratory features Mean Mean Adjusted mean  Adjusted mean
fcontimuous variabies) {£50) st} f2st) i) poalie
W wdmissian - intubabon, days FA8 [+5.85) 1.2 [£2 M) 0,578 FAG(+1.12) 1.26(+1.61] 6
Age, years 5704 (£12,43] 68,15 [£10.37) 0,007 56,93 (+2,53] 6B,36 [£3,55] 0,017
B, kgfom? 8,83 (45.18) 1982 [£5.01) 0,589 1833 (+1.04) 3076 (#1.49) 0225
Temperature, 'C 38,58 (+1.00] 18 42 [£1.11) 0,987 38,58 (+0.23) 3840 (#0.33) 0723
SOFA T.0(£2.8) 98 [+26] 0,007 7.1 (6] 2,9[=0.8) 0,013
SAPS I F4(+13.2) 515 [£351) 0,054 45,6 (+3.0) 423 (+4.5) 0A7a
BalnFil; ratio, mmHE 1212 (4508.6] L3 [£761.00 0,088 128.8 (+101.1) 356.0(21452} 0,243
pH TA1 (+0.07) 7.36 (#0111} 0,206 739 (+0.02) 7,35 [+0.03] 0840
PaCOy mim Hg 43.4 (£11.2) 435 (1001} 0,963 42.1 (+1.9) 43.0(+2. 8 0815
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Figure E1.

Flow chart of patients with non-COVID-19 acute respiratory distress syndreme (ARDS) included
between January 2014 and December 2018. CRD: chronic respiratory disease; LTO: long-term
oxygenotherapy; OTl: oro-tracheal intubation; WH/WD of LST: withholding/withdrawal of life-
sustaining therapies,
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Figure EZ.

Flow cytometry gating strategies. Monocytes, and lymphocytes were first gated on a side scatter-area
(55C-A) versus CD45 (the leukocyte common antigen) flow cytometry dot plots. Monooytes were
defined as Side Scatter (55) intermediate, CD45+ and CD14+ cells (Figure E2). Expression of HLA-DR
was then analyzed (upper panel), T CDE+ lymphooytes were identified as CD45+ CD3+ CD&+ cells within
the C045+ 55 low lymphocyte gate. Expression of HLA-DR, CD38 and FO-1 was then analyred on T CDE+
lymphocytes (lower panel).
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Figure E3.

Flow cytometry analysis of lymphocytes subsets and moneocytes in COVID-19 (sky blue) and non-
COVID-19 patients with viral [red) or bacterial/non-documented [ND) acute respiratory distress
syndrome at days 1-2 of intensive care unit admission. A) Blood T CD4+ lymphocytes counts; There
was no significant effect of ARDS group by the Kruskal-Wallis test (p=0.454); B) Blood T CD8+
lymphocytes counts; There was a significant effect of ARDS group by the Kruskal-Wallis test (p=0.021)
but no significant between group differences on post-hoc comparisons; C) Blood B (CD1%+)
lymphocytes counts; There was a significant effect of ARDS group by the Kruskal-Wallis test (p=0.007)
and a significant between group (viral vs COVID-13) difference on post-hoc comparisons (p-value
comes from the Dunn’s test); 0} Percentage of T CD8+ CD38+ HLA-DR+ lymphocytes; There was no
significant effect of ARDS group by the Kruskal-Wallis test (p=0.850); E) Percentage of T CD&+ PD1+
lymphocytes; There was a significant effect of ARDS group by the Kruskal-Wallis test (p=0.004) and a
significant between group (viral vs COVID-19) difference on post-hoc comparisons [p-value comes from
the Dunn's test): F) Percentage of HLA-DR+ monocytes; There was a significant effect of ARDS group
by the Kruskal-Wallis test (p<0.0001) and a significant between group [viral vs bacterial/ND and
bacterial/ND vs COVID-19) difference on post-hoc comparisons (p-value comes from the Dunn's test):
Horizontal lines indicate the median value and the 1™and 3™ tertiles,
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Figure E4.

Evolution of serum concentrations of eytokines over time in patients with COVID-19 (thick red lines)
and non-COVID-13 (thick blue lines) acute respiratory distress syndrome. The y-axis represents serum
concentrations expressed in [log) ng/mL. Individual trajectories of COVID-19 (thin red lines) and non-
COVID-19 (thin blue lines) patients are represented in the background; The x-axis represents the time
elapsed since symptoms onset.
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Figure E5.

Correlation matrix of serum eytokines concentrations, age and SOFA score in patients with COVID-
19 (n=38) and non-COVID-19 [n=36) ARDS. A) Spearman and biserial correlation coefficients are
provided for continuous-continuous and binary-continuous variables correlations, respectively, with
positive (blue) and negative (red) correlation coefficients indicating statistical significance at the
pe0.05 level after Benjamini-Hochberg correction for test multiplicity; B) Spearman and biserial
correlation coefficients are provided for continuous-continuous and binary-continuous variables
correlations, respectively, with p-values indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ****
p=0.0001.
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