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RESUME

Le sepsis consécutif a I'infection microbienne est une entité clinique complexe,
caractérisée par la survenue simultanée d'une dysrégulation de la réaction
inflammatoire initiale et d'une immunodépression associant des anomalies
quantitatives et fonctionnelles des cellules de limmunité innée et de limmunité
adaptative. La plupart des dysfonctions immunitaires induites par le sepsis ont été
associées a une susceptibilité accrue aux infections nosocomiales, au premier rang
desquelles les pneumonies acquises sous ventilation mécanique (PAVM). Toutefois,
il semble exister une variabilité dans la susceptibilité a ces infections acquises en
réanimation. Dans un premier temps, nous avons identifié chez les patients pris en
charge pour un choc septique un risque accru de PAVM dans les suites d’'une
premiere agression pulmonaire en comparaison des autres sites infectieux. Par
ailleurs, dans le contexte pandémique, nous avons identifié que la COVID-19 était
indépendamment associée a un risque accru de pneumonie nosocomiale, suggérant
ainsi que l'infection a SARS-CoV-2 induit des altérations particulieres de 'immunité
pulmonaire. A I'aide de deux modéles murins d’infections pulmonaire (pneumonie a
E. coli) et extra-pulmonaire (ligature ponction caecale, LPC) et de leurs controles
respectifs (laparotomie simple et instillation de PBS), tous suivis d’'une seconde
pneumonie a Pseudomonas aeruginosa aprés 7 jours, nous avons pu mettre en
évidence une différence de susceptibilité et de clairance bactérienne dans les suites
d’'une pneumonie secondaire a P.aeruginosa en fonction du site infectieux initial,
ainsi que des modifications quantitatives et fonctionnelles des cellules immunitaires
pulmonaires. En comparaison des souris ayant subi une laparotomie simple, les
souris post-LPC ont une susceptibilité accrue a une pneumonie secondaire a P.
aeruginosa avec une diminution de la clairance bactérienne et une mortalité plus
importante (50% versus 0%, p<0.05). A l'inverse, 'ensemble des souris ayant eu une
pneumonie a E. coli a survécu a cette seconde pneumonie, avec une augmentation
de la clairance bactérienne. L’évaluation de la composition cellulaire pulmonaire au
7¢me jour (avant la seconde pneumonie) a montré une diminution du nombre de
macrophages alvéolaires (MA) chez les souris post-LPC et une augmentation chez
les souris post-pneumonie. A l'inverse des MA post-LPC, les MA de souris post-

pneumonie expriment fortement le CMH de classe IlI, ont une signature
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transcriptomique orientée vers les défenses antibactériennes et stimulent la
prolifération antigéne-spécifique de lymphocytes T CD4. De plus, nous avons
identifié une augmentation de la proportion des lymphocytes T CD4 régulateurs
(Tregs) dans les poumons de souris post-LPC en comparaison des autres
conditions, cette augmentation étant dépendante de la voie de signalisation du TLR2.
La déplétion des Tregs préalablement a la survenue de la seconde pneumonie a P.
aeruginosa par des anticorps bloquants dirigés contre le CD25 restaure la survie et
la clairance bactérienne chez les souris post-LPC. Leur déplétion est aussi associée
a une restauration du nombre et des fonctions des MA post-LPC. Compte-tenu des
difficultés d’accés aux macrophages tissulaire en pratique clinique, nous avons
évalué les fonctions des monocytes circulants a I'aide d’une technique expérimentale
innovante basée sur I'encapsulation de cellules dans des gouttelettes lipidiques dans

un systéme de microfluidique. Nous avons évalué en temps réel la sécrétion

individuelle de TNF o par des monocytes de patients septiques (n=7) et de

volontaires sains (n=10) exposés a une stimulation par LPS. En confrontant les

résultats a ceux obtenus par cytométrie de flux (expressions membranaire de HLA-

DR et intracellulaire de TNFa), nous avons pu mettre en évidence I'existence d’une

variabilité¢ temporelle importante et d’'une grande hétérogénéité des réponses

monocytaires chez les patients septiques.
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PROLEGOMENES

L’étre humain est en permanence exposé a de nombreux agents infectieux
aux mécanismes de pathogénicité multiples et variés. Le systéme immunitaire a pour
objectif le maintien de lintégrité biologique de I'organisme et I'élimination de ces
agents pathogénes, par le biais de mécanismes complexes plus ou moins
spécifiques, et intimement liés. On distingue schématiquement deux types de
réponse immunitaire : la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire

adaptative.

La réponse immunitaire innée fait intervenir un systéme de reconnaissance de
motifs moléculaires conservés et partagés par plusieurs espéces pathogénes. Les
meécanismes effecteurs sont peu spécifiques mais rapidement activés aprés contact
avec I'agent pathogéne. La réponse immunitaire adaptative met en jeu un systéme
de reconnaissance hautement spécifique par des mécanismes de réarrangement
génique. Elle se développe en plusieurs jours, permet une réponse plus efficace en
cas de deuxieme contact avec un agent pathogéne et entraine le développement

d’une mémoire immunologique.

Le sepsis consécutif a I'infection microbienne est une entité clinique complexe,
caractérisée par la survenue simultanée d’une dysrégulation de la réaction
inflammatoire initiale et d'une immunodépression associant des anomalies
quantitatives et fonctionnelles des cellules de I'immunité innée et de l'immunité
adaptative. Chez des patients de réanimation considérés comme
immunocompétents, la plupart des dysfonctions immunitaires induites par le sepsis
ont été associées au pronostic et plus réecemment a une susceptibilité accrue aux
infections nosocomiales dont les plus communes et les plus redoutées sont les
pneumonies associés a la ventilation mécanique dues a des germes considérés

comme peu virulents mais souvent multi-résistants aux antibiotiques.

Toutefois, il semble exister une variabilité dans la susceptibilité a ces
infections acquises en réanimation. En effet, des données épidémiologiques
récentes suggérent que lincidence et la mortalité attribuable des pneumonies

nosocomiales pourrait varier selon le site infectieux initial (1,2). A ces observations
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cliniques s’associent des données humaines montrant qu’il existe différents profils de
réponses immunitaires dans les suites d’une premiére agression infectieuse (3,4).
Ces différences sont aussi expérimentalement observées a I'échelle de I'organe, du

tissu et des cellules (5,6).

L’approche physiopathologique actuelle du choc septique prend peu en
compte la variabilité des réponses immunes anti-infectieuses. Nous formulons
'hypothése qu’une exploration approfondie de telles variations ainsi que des
meécanismes qui les sous-tendent pourrait permettre une meilleure compréhension
de la variabilité des réponses a une infection sévere et participer a déterminer les
phénotypes de patients les plus susceptibles de bénéficier de thérapeutiques

immunomodulatrices.
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« Essentially all models are wrong, but some are useful »

Georges Box (1919 — 2013)
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INTRODUCTION

l.Infection, sepsis et choc septique

A. Définition et origine

Trés t6t dans lhistoire des maladies infectieuses, les praticiens se sont
apercus que le contact avec un individu malade pouvait transmettre la maladie. C’est
dans le cadre de la recherche de la nature des agents transmissibles des maladies
gu’'une avancée majeure a été faite. En inoculant a des cochons d’Inde du Vibrio
cholerae inactivé par la chaleur, Richard Pfeiffer (1858 — 1945), un bactériologiste
allemand a identifié que les bactéries inactivées conservaient néanmoins une
pathogénicité. Il a ainsi identifié un composé insoluble de la paroi membranaire
bactérienne résistant a la chaleur : 'endotoxine. Retrouvée chez plusieurs bactéries,
ce composeé a été rapidement tenu pour responsable de la survenue des états de
choc liés aux bactéries a Gram négatif (7), communément appelé dés lors choc
endotoxinique. Apres avoir observé que I'endotoxine était capable d’induire de la
fievre, il a ensuite été identifié la présence de microthrombi dans des modéles
expérimentaux de choc endotoxinique. Toutefois, le lien entre activation de la
cascade de la coagulation et infection n'a été possible que plus tard avec la
découverte des cytokines dans les années 1970, les deux premiéres identifiées étant

l'interleukine-1 (IL-1) (8) et le tumor necrosis factor (TNFa) (9).

Ainsi, I'interprétation physiopathologique du sepsis centrée sur le pathogéne a
progressivement évolué pour venir s’articuler autour d'un déséquilibre dans la
réponse immunitaire de I'hnéte. Par exemple, I'administration de TNFa humain
recombinant reproduit les Iésions tissulaires observées dans le choc endotoxinique,
avec une mortalité comparable (10). De la méme fagon, I'administration d’IL-13
recombinant humain a des lapins reproduit des résultats similaires, avec un effet
synergique lorsqu’associé au TNFa (11). La compréhension que les manifestations
systémiques observées au cours des infections peuvent étre en rapport avec la
synthése de médiateurs de l'inflammation plutét qu’en raison de la dissémination
microbienne est a l'origine du concept moderne de sepsis (12). De fait, dans une

premiere conférence de consensus de 1992 modifiée en 2001, le sepsis est défini
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comme le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) induit par une
infection, le choc septique étant la forme clinique caractérisée par une défaillance

circulatoire avec une hypotension artérielle.

B. Choc septique : la conséquence d’une réponse inflammatoire
excessive de I’héte

L’initiation de la réponse inflammatoire dans le sepsis, et a fortiori dans le
choc septique, nécessite la reconnaissance des pathogénes. Celle-ci se fait par des
récepteurs spécialisés qui peuvent reconnaitre les agents pathogénes directement
par des ligands spécifiques ou indirectement par des opsonines (Figure 1).
L’identification directe des pathogénes se fait par des Pattern Recognition Receptors
(PRR), membranaires ou cytoplasmiques, qui reconnaissent des motifs moléculaires
hautement conservés et spécifiques des pathogénes : les Pathogen Associated
Molecular Patterns (PAMP) (13). Les PRR peuvent aussi reconnaitre des
composants issus de la dégradation cellulaire appelés damage-associated molecular
patterns (DAMP). En fonction de leurs caractéristiques, les PRR peuvent déclencher
a eux seuls la phagocytose (par exemple Dectin-1 qui lie les B—glucanes des
organismes fongiques) ou alors déclencher les mécanismes effecteurs cellulaires. La
localisation subcellulaire de ces récepteurs est adaptée a I'expression de leurs
ligands a la surface du pathogéne comme les composants de paroi et membrane, ou
bien dévoilés par la phagocytose comme les acide nucléiques. Il existe trois grandes
familles de PRR que sont les Toll-like receptors (TLRs), les RIG-I-like receptors
(RLRs) et les NOD-like receptors (NLRs). La fixation du ligand sur le récepteur TLR
induit une signalisation en cascade aboutissant a la synthése de cytokines pro-
inflammatoires dépendante du facteur de transcription nuclear factor-kB (NF-kB). Ce
facteur de transcription occupe une place toute particuliere dans linitiation de la
réaction immunitaire initiale. Les RLRs sont une famille d’ARN-hélicases intra-
cytoplasmiques essentielles pour la défense anti-virale. Enfin, la famille des NLRs
comprend un grand nombre de récepteurs intracellulaires ayant un réle crucial dans
la formation du complexe protéique oligomérique intracellulaire de l'inflammasome
puis l'activation des processus inflammatoires (14). Ensemble, ces récepteurs vont

initier une cascade d’activations systémiques dont les trois principales dans le choc
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septique sont 1/ lactivation du complément, 2/

coagulation et 3/ I'activation des cellules endothéliales.
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Figure 1 : Récepteurs membranaires et intracellulaires responsables de la reconnaissance des

pathogénes (PAMP) et des signaux de dangers (DAMP). D’aprés (15).

a. L’activation du complément

Le complément est un systéme autonome d'une trentaine de protéines
solubles ou membranaires. Les différentes protéines qui le composent sont des pro-
enzymes inactives qui sont activées par clivage en cascade lors d’'une interaction
étroite avec une surface membranaire activatrice. Ce clivage libére une fraction
ayant une activité enzymatique de protéase et un petit fragment soluble, qui posséde
souvent un réle dans linflammation. Actuellement, trois voies d’activation du
complément ont été décrites : la voie classique, la voie alterne et la voie des lectines
(Figure 2). La voie classique est déclenchée par la fixation du facteur C1q au
fragment Fc des immunoglobulines 1gG et IgM fixées a la surface des pathogénes,

avec formation de C1r et C1s qui clivent les facteurs C2 et C4. La voie des lectines
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est activée lors de la reconnaissance de résidus mannoses exprimés a la surface
des pathogénes par les Mannose Binding Lectins (MBL). La voie alterne est quant a
elle activée par une hydrolyse spontanée du fragment C3 (16). Si ces voies different
par le mécanisme inducteur, elles convergent vers une voie finale commune par
génération de la C3 convertase dont la fonction est de cliver le C3 en
'anaphylatoxine C3a et 'opsonine C3b. Se forment ensuite la C5 convertase puis le
complexe d’attaque membranaire formé des facteurs C6, C7, C8 et C9 qui aboutit a

la lyse des cellules cibles.
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Figure 2 : Schéma du systéme du complément et de son rble au sein du systéme immunitaire.

VOIE ALTERNE

Le systéme du complément est constitué d’'un grand nombre de protéines, dont plusieurs sont des
protéases, interagissant les unes avec les autres pour opsoniser les pathogénes et induire et amplifier
la réaction inflammatoire. Le systéme du complément peut-étre activé par trois voies différentes que
sont la voie classique, la voie alterne et la voie des lectines. CAM: Complexe d’attaque

membranaire ; LPS : lipopolysaccharide

Le systeme du complément intervient a de multiples niveaux et participe a
plusieurs fonctions importantes telles que 1/ l'opsonisation de certains agents
pathogenes permettant leur phagocytose par les cellules effectrices, 2/ I'activation du
systeme immunitaire par les fragments issus du clivage, 3/ la lyse cellulaire d’'un
agent pathogéne et 4/ le métabolisme des complexes immuns circulants grace aux

récepteurs des fragments du complément. L'ensemble de ces fonctions requiert une
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régulation fine, en particulier en cas d’activations multiples. Dans le contexte
infectieux, et en particulier dans le cadre du choc septique, le type de voie activée
ainsi que le moment auquel elle est engagée semblent étre des facteurs

déterminants d’un réle protecteur ou délétére (17).

b. Coagulation et activation des cellules endothéliales

Une activation importante des voies de la coagulation est observée dans le
sepsis, avec pour résultante la survenue d’une coagulation intravasculaire
disséminée associant des microthrombi vasculaires et des hémorragies (Figure 3).
Le facteur tissulaire occupe une place centrale dans I'activation de la coagulation et
le développement de défaillances dorganes dans le choc septique (18).
Parallelement, de hombreuses données expérimentales et cliniques ont rapporté des
altérations des réponses anticoagulantes de I'antithrombine, de l'inhibiteur du facteur
tissulaire (Tissue factor pathway inhibitor, TFPI) et de systéme de la protéine C (18).
L’activité pro-coagulante dans le choc septique se traduit par des dépdbts de fibrine
dans les micro-vaisseaux, une altération du glycocalyx et a des lésions endothéliales

avec majoration de la perméabilité vasculaire.
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Figure 3 : Modifications de I’endothélium vasculaire dans les suites d’une infection, d’un état

anticoagulant vers un état pro-coagulant. D’aprés (15).

Ainsi, le choc septique est responsable de lésions tissulaires au sein de
différents organes, et est susceptible d’aboutir a une défaillance multiviscérale
responsable des déceés a la phase initiale. Cependant, la reconnaissance précoce de
ce syndrome et les progrés de la réanimation ont permis de diminuer la mortalité
précoce du choc septique. Les patients survivants a la phase initiale sont alors
exposes a des infections nosocomiales grevées d’une importante morbi-mortalite,
dans un contexte de dysfonction complexe du systéeme immunitaire appelée

immunosuppression post-septique.

llLimmunosuppression post-septique

A. Considérations historiques

Les premiéres données concernant les dysfonctions du systéme immunitaire
chez le patient critique proviennent de la traumatologie et de la réanimation

chirurgicale. En 1975, une équipe de chirurgiens et d’anesthésistes canadiens vont
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observer anergie cutanée a la tuberculine chez un patient de 13 ans décédé d’'une
appendicite aprés 4 mois en réanimation. Devant un possible déficit de 'immunité, ils
vont réaliser une greffe de peau d’'un donneur HLA-incompatible non apparenté, qui
ne va générer aucune réaction de rejet. Dans ce contexte, les auteurs vont évaluer
I'hypersensibilité retardée a un test cutané chez 50 patients ayant un traumatisme ou
un sepsis, et ont rapporté une anergie cutanée chez 26% des patients (19).
L’apparition d’'une anergie cutanée dans les suites d’'une chirurgie en urgence était
associée a l'apparition d’une infection secondaire dans 64% des cas (20). En 1983,
en se basant sur les données observées chez les patients atteints du VIH au stade
SIDA, Williams et coll. ont rapportés I'existence d’une déplétion lymphocytaire T CD4
et CD8 chez 146 patients pris en charge pour des infections. Des modéles
expérimentaux vont mettre en évidence une apoptose massive lymphocytes T CD4
et CD8, avec un réle central du TNFa (21). De fagon intéressante, la persistance de

ces anomalies était associée a une mortalité plus élevée.

B. Altérations du systéme immunitaire adaptatif

Dans la lignée des travaux précédemment décrits, cette déplétion
lymphocytaire va étre ensuite étre mise en évidence chez 'Homme, avec les travaux
pionniers de R.S. Hotchkiss qui va montrer une déplétion en lymphocytes T CD4 et
en lymphocytes B dans la rate de patients septiques par comparaison a des patients

splénectomisés pour traumatisme (22) (Figure 4).
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Figure 4 : Images sans grossissement de rates de patients splénectomisés dans le cadre d’un
traumatisme (A,B et C) et de rates de patients en choc septique (D,E et F), marquée en
immunohistochimie par le CD20 (identifiant les lymphocytes B), d’aprés (22).

De la méme fagon, la déplétion lymphocytaire va étre mise en évidence dans
le compartiment circulant, la persistance de la lymphopénie étant associée a la
mortalité des patients septiques et a la survenue d’infections nosocomiales (23). Au
dela de ces anomalies quantitatives, de nombreuses altérations des capacités
fonctionnelles lymphocytaires ont été rapportées dans la littérature (Figure 5). Ainsi,
il a été décrit une diminution du répertoire antigénique T chez les patients en choc
septique, l'intensité de cette diminution étant associée a la mortalité et au risque
d’infection nosocomiale (24). De plus, il a été montré une diminution de la capacité
de sécrétion cytokinique a une stimulation par LPS ou au CD3/CD28 des

lymphocytes spléniques de patients ayant un sepsis (25).
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Figure 5 : Altérations post-septiques des cellules de I'immunité adaptative. D’aprés (26).

Parmi les populations lymphocytaires T, les lymphocytes T régulateurs (Tregs)
représentent un sous-groupe dintérét en raison de leurs capacités
immunosuppressives. De maniere notable, ces cellules sembent préservées de
'apoptose induite par le sepsis, et sont alors caractérisées par une expansion
relative (27,28), qui semble persister au long cours aprés la guérison du choc
septique, avec un réle central de I'lL-33 (29). Il est intéressant de noter que ces
cellules semblent créer un environnement favorable a la progression tumorale dans
les suites d’'un sepsis (30). Ce résultat a ouvert des perspectives intéressantes
concernant les complications a long terme post-septiques, telles que la survenue
d’'un cancer. Parallelement a ces altérations lymphocytaires, il a été mis en évidence

des altérations de cellules de 'immunité innée dans les suites d’'un choc septique.

C. Altérations du systeme immunitaire innée

Des anomalies quantitatives et fonctionnelles des acteurs de la réaction
immunitaire innée vont aussi étre mis en évidence au cours du choc septique, a la

fois dans le sang, dans la moelle osseuse mais aussi dans les organes distants.

C’est par le biais de linvestigation des mécanismes faisant intervenir les
cytokines qu’'a été faite une avancée importante dansle domaine de
limmunodépression post-septique. En effet, si les premiéres études font état d’une
élévation précoces des taux circulants de cytokines pro-inflammatoires (TNFa et I'lL-
1) chez les patients septiques (31), d’autres travaux vont mettre en évidence une
augmentation des quantité d’IL-10, cytokine anti-inflammatoire, dans le sang total de
patients septiques (32). C’est dans le cadre de recherches visant a identifier la ou les
cellules responsables de cette différence qu'ont été mis en évidence une atteinte
fonctionnelle et phénotypiques des monocytes circulants. En effet, Munoz et coll. ont
montré en 1991 une diminution de la capacité de sécrétion en IL-1, IL-6 et TNFa en
réponse a une stimulation par LPS des monocytes circulants de patients en choc
septique (33). En paralléle, I'expression de HLA-DR (appartenant au complexe
majeur d’histocompatibilité de type Il, CMH-IlI) a la surface des monocytes est
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diminuée chez les patients ayant un choc septique (34). Ce phénotype cellulaire est
associé in vitro a une internalisation de HLA-DR faisant intervenir I'lL-10 et le GM-
CSF (35,36). L’administration d’IFNy permet de restaurer le niveau d’expression de
HLA-DR a la surface des monocytes des patients en choc septique et possiblement

d’améliorer le pronostic (37,38).

D’autres cellules présentatrices d’antigéne présentent des altérations post-
septiques (Figure 6). Par exemple, il a été mis en évidence une apoptose importante
des cellules dendritiques spléniques (39) mais aussi circulantes (40). Par ailleurs, les
cellules dendritiques survivantes dans le contexte post-septique présente une
diminution de I'expression de I'appareil de présentation de I'antigéne ainsi qu’une

production accrue d’IL-10 aprés stimulation (41,42).
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Figure 6 : Altérations post-septiques des cellules de I'immunité innée. D’aprés (26).

Les neutrophiles, autres cellules clés dans la réponse immunitaire innée,
présentent des altérations dans les suites d'un choc septique. En effet, les
neutrophiles des patients post-septiques présentent une diminution de leurs
principales fonctions anti-infectieuses que sont le chimiotactisme et le relargage de
granules cytolytiques (43). Ces anomalies ont été associées a un risque accru
d’infections nosocomiales chez ’'Homme (44). De fagon remarquable, il a été décrit
une augmentation de la proportion de neutrophiles immatures chez les patients
septiques. Ces cellules sont caractérisées par un faible niveau d’expression du CD10
et du CD16 (CD10'°¥ CD16'°%), et leur expansion est associée a une augmentation
de la mortalité chez les patients septiques (45). Il a été décrit un sous-groupe de

polynucléaires identifiés par le phénotype CD16", CD62L'" et capable d’'inhiber la
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prolifération lymphocytaire (46). Ces cellules immatures identifiées dans le sepsis
présentent des similitudes avec les PMN-MDSC (polymorphonuclear myeloid-derived
suppressor cells). Celles-ci sont des cellules granulocytiques phénotypiquement et
morphologiquement proches des polynucléaires (CD11b* CD14~ CD33" CD15*
CD66%) mais avec des fonctions immunosuppressives (47). Elles sont augmentées
dans le compartiment circulant des patients septiques (48) et leur expansion est
associée a une risque accru d’infection nosocomiale (49). Ces deux populations sont
difficiles a distinguer a I'’heure actuelle, leur différenciation reposant sur le gradient de

sédimentation par Ficoll.

Il apparait donc que coexistent dans le choc septique a la fois des
meécanismes pro-inflammatoires mais aussi anti-inflammatoires. De fait, ont été crées
des modeéles physiopathologiques visant a articuler I'état hyper inflammatoire et les

altérations immunitaires innées et adaptatives observées au cours du choc septique.

D. Modéles physiopathologiques du choc septique

En 1996, compte-tenu de I'échec de plusieurs essais thérapeutiques visant a
traiter la réponse inflammatoire excessive observée dans le sepsis (SIRS), R. C.
Bone va proposer l'existence d'une réponse anti-inflammatoire compensatoire
(compensatory anti-inflammatory response, CARS) (50). Ce modele de réponse
biphasique a été progressivement développé et adopté au cours des 20 derniéres
années. Ce modele décrit le choc septique comme une réponse pro-inflammatoire
initiale, dérégulée et responsable des défaillances d’organes a la phase initiale,

rapidement suivie d’'une réponse anti-inflammatoire compensatrice.

Bien que satisfaisant intellectuellement car associé la survenue plus fréquente
d’infections nosocomiales dans les suites d’un choc septique, plusieurs éléments
viennent remettre en question ce concept physiopathologique, notamment I'absence
d’individualisation d’'une phase immunosuppressive claire. Plusieurs analyses du
profil transcriptomique des leucocytes circulants montrent qu’il n’existe pas de phase
immunosuppressive individualisable et homogéne chez les patients en choc septique

(51). Par ailleurs, plusieurs auteurs ont rapporté la détection simultanée de cytokines
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pro et anti-inflammatoire a la phase initiale du choc septique (52,53). Enfin, des
données expérimentales suggérent que les cytokines peuvent exercer un effet
protecteur ou délétére en fonction du délai par rapport a linitiation du sepsis. Par
exemple, l'inhibition de I'lL-10 dans les suites d’'une péritonite polymicrobienne
protége d’une infection secondaire a Pseudomonas aeruginosa dans un modele
murin (54). A linverse, I'administration d’anti-IL-10 préalablement a la réalisation
d’'une péritonite polymicrobienne entraine une mortalité plus grande dans le méme
modéle murin (55). Ces données ont amené a reconsidérer ce modéle

physiopathologique biphasique du choc septique.

Pendant longtemps, deux théories centrées sur la réponse de I'héte ont été
débattues (26). Un premier modele, largement développé par les travaux de Richard
S. Hotchkiss, reconnait I'existence simultanée d’'une phase pro et anti-inflammatoire
a la phase précoce d'un choc septique et se fonde sur I'évolution clinique des
patients (Figure 7). Ainsi, la mortalité précoce est expliquée par I'existence d’'une
réponse inflammatoire de I'héte incontrélée et dominante qui vient entrainer des
Iésions tissulaires irréversibles et une défaillance multi-viscérale. La mortalité tardive
est elle expliquée par la survenue dinfections nosocomiales favorisées par
'existence d’une phase anti-inflammatoire prolongée (56). Une autre théorie a été
avanceée sur la base d’'une étude de transcriptomique qui met en évidence I'existence
d’'une surexpression de genes de la réponse immunitaire innée et une répression de
I'expression des génes de la réponse adaptative. Comme dans le premier modéle, la
mortalité précoce est en lien avec des lésions tissulaires secondaires a une
hyperactivation de 'immunité innée. En revanche, la mortalité tardive en lien avec les
infections nosocomiales est expliquée par une réponse inflammatoire excessive et

soutenue (57).
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Figure 7 : Schéma représentant les deux modéles physiopathologiques actuels du
choc septique, issu de (26).

Si ces deux modeles s’opposent sur le mécanisme, ils s’accordent néanmoins
tous deux sur l'existence d’une mortalité tardive en lien avec les infections
nosocomiales (Figure 7). En effet, 'amélioration des techniques de réanimation et la
précocité de l'identification des patients en choc septique a fait reculer de fagon
significative la mortalité initiale. Les patients sont alors soumis a une réanimation
prolongée et a un risque accru d’infections acquises en réanimation, au premier rang

desquelles les pneumonie nosocomiales.
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E. Choc septique et pneumonie nosocomiales

a. Un risque accru d’infections nosocomiales dans le
choc septique

De fagon générale, les patients admis en réanimation sont a risque de
développer une ou plusieurs infections nosocomiales (1,58). Les taux d’incidence
rapportés étaient de 8,4% en 2016 dans le rapport épidémiologique annuel du centre
européen pour la prévention et le controle des maladies (European center for
disease prevention and control) (10) et 19,2% pour I'étude de prévalence
européenne portant sur 310755 patients sur 1209 hépitaux dans 28 pays entre 2016
a 2017 (59,60). Parmi les patients admis en réanimation, ceux pris en charge pour
choc septique présentent un risque tout particulier de survenue d’infections
secondaires. En 2015, une étude rétrospective monocentrique chez des patients pris
en charge pour un choc septique montrait que les infections acquises en réanimation
représentaient la premiére cause (20,4%) de mortalité tardive, si on fait abstraction
de l'arrét des thérapeutiques actives. Les facteurs de risques indépendants de
mortalité tardive étaient I'dge élevé, la cirrhose, l'absence d’identification de
pathogene et une corticothérapie antérieure (61). Toutefois, au-dela des facteurs liés
aux patients et ceux en rapport avec la prise en charge, le choc septique per se
entraine des altérations des réponses immunes systémiques et régionales

responsables d’'une susceptibilité accrue aux infections secondaires.

Comme précédemment décrit, de nombreuses anomalies quantitatives et
fonctionnelles de 'immunité innée mais aussi adaptative ont été rapportées dans le
contexte du choc septique. Ces modifications ont été associées a un taux plus
important de réactivation virale (62—-64), dont la signification clinique reste débattue,
ainsi qu’a une susceptibilité accrue aux infections bactériennes (65,66) et fongiques
(67) opportunistes, les pathogénes impliqués étant habituellement peu virulents chez
les patients immunocompétents. Toutefois, 'ensemble des données cliniques et
expérimentales montre que le poumon semble étre un organe a risque tout particulier

d’infections nosocomiales dans les suites d’un choc septique.
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b. Le poids des pneumonies nosocomiales dans le choc
septique

Les pneumonies acquises en réanimation sont une cause fréquente
d’infection nosocomiale. L’incidence rapportée dans la littérature des pneumonies
acquises sous ventilation mécanique (PAVM) varie entre 5% et 67% (68). Cette
hétérogénéité peut étre rapportée a la grande variabilité des populations étudiées
mais aussi des criteres diagnostiques. En effet, en absence d’examen de référence
(« gold-standard ») permettant de porter le diagnostic, les PAVM sont uniquement
suspectées sur un faisceau d’arguments cliniques, radiologiques et biologiques, par
exemple en utilisant des scores tels que le CPIS (Clinical Pulmonary Infection
Score). Celui-ci prend en compte la présence d’un nouvel infiltrat radiologique, de
signes d’infection systémique (fievre, numération leucocytaire altérée), une
modification de I'aspect des sécrétions trachéo-bronchiques et la mise en évidence
microbiologique d’'un pathogéne. Toutefois, il existe une variabilité inter-observateur
dans l'appréciation de certains parameétres qui peut influencer le score et donc le
diagnostic de PAVM.

La mortalité attribuable des PAVM est un autre sujet de controverse. En effet,
si les infections pulmonaires secondaires ont été décrites comme responsables de la
plus grande augmentation de mortalité parmi les infections nosocomiales (6,1% avec
IC 95% 5,7%—6,5%), versus 3,2% pour les infections de cathéter veineux centraux,
et 0,4% pour les infections du tractus urinaire (58), la mortalité attribuable des PAVM
est difficile a préciser en raison d’un risque de biais d’analyse lié au temps. En effet,
les patients en choc septique sont a risque de survenue d’'un autre événement qui
viendrait entraver I'observation de I'événement d’intérét. Par exemple, dans notre
cas, la survenue du décés en raison d’'un autre motif qu’'une pneumonie secondaire
n’expose plus le patient au risque de pneumonie nosocomiale. Cependant, a partir
de modeéles statistiques d’analyse en risque compétitif, des études récentes ont
rapporté une mortalité attribuable plus faible et variant entre 5,3% et 13 % dans le

choc septique (69,70).

En outre, si de nombreux facteurs de risque de pneumonies nosocomiales liés
au terrain sous-jacent, a la sévérité et au recours a des procédures invasives ont été

identifiés, ceux-ci n’expliquent pas a eux seuls la variabilité inter-individuelle du
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risque chez les patients en choc septique. Une piste d’investigation intéressante est
'environnement immunitaire pulmonaire. En effet, plusieurs éléments laissent a
penser qu’il existe une hétérogénéité des modifications post-infectieuses de

limmunité pulmonaire, dont les déterminants restent a ce jour mal identifiés.

lll.LRéponse immunitaire anti-infectieuse pulmonaire

A. Les pathogénes pulmonaires

La survenue d’une pneumonie est définie par la survenue de Iésions
pulmonaires avec accumulation de liquide intra-alvéolaire en lien avec la présence
d’'un agent pathogéne. Le rble joué par ces derniers est mal compris et complexe. En
premier lieu, il existe une grande variété d’agents responsables, avec fréquemment
une absence d’identification de germes. Au sein d’'une population de 2320 patients
admis a I'hépital pour pneumonies communautaires, 23% et 11% des agents
identifiés étaient des virus et des bactéries, respectivement (71). Deuxiémement,
plusieurs agents pathogénes peuvent étre mis en évidence au sein du poumon, la
part de responsabilité de chacun dans les lésions pulmonaires étant alors difficile et
incertaine (Figure 8). Troisiemement, des données récentes montrent que le
microbiote bactérien pulmonaire jouant un rdle important dans la survenue des
pathologies infectieuses, auto-immunes et oncologiques (72,73). Enfin, force est de
constater que certains patients vont développer un tableau clinique de pneumonie en
présence d’'une bactérie dans le poumon alors que d’autres non. Ainsi, bien que la
nature du ou des agents pathogénes soit tout a fait importante, la réponse de I'héte
au pathogéne participe activement a déterminer l'intensité et la sévérité du tableau

clinique de pneumonie (Figure 8).
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Figure 8 : Comparaison des microbiomes bactériens dans les voies aéro-digestives de patients
sains. Les répartitions bactériennes sont exprimées a I’échelle des phylums. D’aprés (74).

B. La réponse immunitaire innée pulmonaire

Le systéme immunitaire inné correspond a un réseau de signaux et de
cellules, hautement conservé au cours de I'évolution, dont une fonction principale est
la reconnaissance d’agents pathogénes et l'induction précoce de mécanismes
immunitaires visant a leur élimination. Si les voies respiratoires constituent une
authentique barriere anatomique protectrice vis a vis de linvasion des pathogenes
respiratoires, une cellule se démarque tout particulierement en raison de sa
localisation a la surface alvéolaire et de ses fonctions immunitaires: le macrophage

alvéolaire.

a. Le macrophage alvéolaire, cellule clé de la réponse
immunitaire pulmonaire

i. Considérations historiques

S’il n’a pas été le premier a observer le mécanisme de phagocytose, Elie

Metchnikoff a été le premier a relier ce phénomeéne a un processus d’homéostasie
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tissulaire et de défense de I'héte a une agression infectieuse (75). Il a défini une
catégorie de cellules phagocytaires professionnelles incluant les neutrophiles (alors
appelé « microphages ») ainsi que les phagocytes mononucléés (alors appelé
« macrophages »). Depuis plus de 100 ans, la caractérisation de ces cellules
phagocytaires a largement évolué et progressé, en particulier pour le systeme des
phagocytes mononuclées qui inclut a la fois les monocytes et les macrophages.
Jusqu’a récemment, les monocytes étaient pergus comme les précurseurs circulants
des macrophages tissulaires. Néanmoins, des travaux récents viennent préciser les

contours de cette filiation et apporter des niveaux de complexité supplémentaires.

ii. Ontogénie des macrophages alvéolaires

Le modéle classique est celui du renouvellement des macrophages tissulaires
qui se fait par le pool de monocytes circulants. Cette conception hiérarchique a été
formalisée dans les années 1970 en créant le systéme des phagocytes
mononuclées. Dans ces travaux princeps, Van Furth et coll. vont identifier en utilisant
un marquage a la thymidine-3H le promonocyte comme le précurseur médullaire
commun aux monocytes et aux macrophages (76). En 2006, Vogg et coll. vont
identifier une cellule médullaire CX3CR1* CD117* et Lin- appelé MDP (Macrophage
and Dendritic cell Progenitor) capable de se différencier a la fois en monocyte, en
cellule dendritique et en macrophage dans certains tissus (77). En 2013, Hettinger et
coll. vont mettre en évidence l'existence d’un précurseur monocytaire commun
dérivant des MDP : la cMoP (common Monocyte progenitor), qui donne naissance
aux sous-populations de monocytes Ly6Chd" et Ly6C'°". La cMoP peut-étre
différenciée de la MDP par la perte d’expression de CD135 (78). L’ensemble de ces
découvertes a été permis par I'identification de marqueurs phénotypiques de surface
en cytométrie de flux. Une autre étape a été franchie grace a I'analyse non
supervisée des données obtenues en single-cell RNA-Seq (79), permettant la mise

en évidence de combinaisons de facteurs transcriptionels inconnus jusqu’alors (80).

En paralléle de ces avancées concernant la détermination de plus en plus
précise des progéniteurs médullaires myéloides, de nombreux travaux ont été aussi
menés pour mieux comprendre la dynamique de renouvellement des macrophages
tissulaires. La traditionnelle conception hiérarchique du continuum entre les

monocytes circulants et les macrophages tissulaires a été remise en question
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récemment par des travaux montrant que les macrophages tissulaires disposent
d’'une capacité de renouvellement indépendante du contingent circulant des
monocytes. Il convient toutefois de différencier I'état homéostatique de ['état

inflammatoire pathologique, dans lequel les mécanismes mis en jeu peuvent différer.

Dans le cas des macrophages alvéolaires, I'ensemble des données
disponibles suggére que les macrophages alvéolaires se renouvellent a [I'état
homéostatique avec une faible contribution du contingent circulant (Figure 9). En
utilisant une stratégie de fate-mapping basée sur I'expression inductible ou
constitutive de la recombinase Cre dans les cellules exprimant CX3CRy1, il a été
montré que le renouvellement des macrophages alvéolaires est indépendant des
monocytes circulants (81). En utilisant des modéles de souris parabionte qui
partagent le compartiment circulant mais des organes différents, la contribution des
cellules circulantes du donneur est minime chez le receveur dans les populations de
macrophages alvéolaires (82-84). Ainsi, chez la souris naive d’agression
pulmonaire, le renouvellement des macrophages alvéolaires se fait essentiellement
par auto-renouvellement du pool résident, avec une contribution minime voire nulle
des monocytes circulants. Ces données ainsi que les progrés des stratégies de fate-
mapping ont permis d’explorer la participation des précurseurs embryoniques dans
'ontogénie des macrophages alvéolaires adultes. Des travaux princeps ont montré
que les macrophages alvéolaires sont issus d’'un précurseur commun a de nombreux
autres macrophages tissulaires et issu du sac vitellin embryonnaire : le YS-EMP
(Yolk Sac Erythro Myeloid Progenitor). Cette cellule est identifiée (Csf1r* Kit* CD45'°w
AA4.1%) dans le sac vitellin au 8.5°™ jour embryonnaire (E8.5) puis se différencie en
pré-macrophage (pMac) et colonise les tissus embryonnaires au 9.5°™ jour
embryonnaire (E9.5) (85). Cette cellule apparait aussi au niveau du foie foetal a
E12.5, ou elle se différencie aussi en pMac et en monocytes avant d’aller se localiser
dans les tissus foetaux via la circulation (86). Ces monocytes foetaux sont retrouvés
dans le poumon embryonnaire a partir de E14.5, ou ils se différencient en
macrophages alvéolaires immatures (pre-AM) identifiés par le phénotype de surface
suivant : F4/80™ CD11b™" (86,87). Dans ce processus de différenciation intra-
tissulaire de pré-AM en macrophage alvéolaire mature, le facteur de transcription
PPARYy (Peroxisome proliferator-activated receptor-y) joue un réle crucial. Dans un
modeéle murin utilisant le systéme de recombinaison Cre-Lox et permettant la

déplétion du facteur de transcription PPAR-y au sein des macrophages ou des
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cellules CD11c*, il a été montré que linduction par le GM-CSF de ce facteur de
transcription contréle le développement des macrophages alvéolaires dans le
poumon foetal (87). De plus, il a été montré que l'expression de PPAR-y est
dépendante du facteur épigénétique histone déacétylase de type Il (HDAC3), qui
vient moduler I'expression de ce facteur transcriptionnel et jouer un réle clé dans le
développement foetal et le renouvellement tissulaire des macrophages alvéolaires
(88). Parallelement au GM-CSF, une autre voie de signalisation passe par le TGF[3,
qui régule a la fois la différenciation mais aussi le maintien homéostatique des

macrophages alvéolaires, avec une régulation autocrine (89).
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Figure 9 : Modéle actuel modélisant la dynamique ontogénique des macrophages alvéolaires.
Adapté de (90).

Deux éléments importants sont a considérer dans I'’homéostasie post-
infectieuse des macrophages alvéolaires. D’'une part, la majorité des données

disponibles ont été obtenues a partir de modeles viraux, en particulier a partir de
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modeles murins de grippe. D’autre part, plusieurs techniques sont utilisées pour
évaluer l'origine des macrophages, grevées des limites intrinséques propres. Ainsi,
les données issues de la littérature sont extrémement hétérogénes et d’interprétation

complexe.

Dans des modéles murins, la détermination de l'origine des macrophages
alvéolaires (renouvellement tissulaire ou recrutement de monocytes circulants) est
explorée par le biais de deux grandes stratégies que sont 1/ l'utilisation de souris
déficientes pour le C-C chemokine receptor type 2 (CCR2) (souris Ccr2”,) et 2/
I'utilisation de chiméres grace a des souris exprimant des isotypes différents CD45.1
et CD45.2 du marqueur hématopoiétique CD45. Ainsi, dans des modéles d’infections
virales respiratoires, plusieurs données suggérent qu’il existe un recrutement
pulmonaire de monocytes circulants, ces derniers exercant un effet protecteur vis-a-
vis d’'une infection secondaire (91-93). Toutefois, une infection respiratoire par
adenovirus entraine la génération et la persistance de macrophages alvéolaires
mémoires de fagon indépendante des monocytes circulants (94). En utilisant une
stimulation au LPS, les données expérimentales (95) et humaines (96) suggérent un
recrutement alvéolaire en monocytes circulants. A l'inverse, en utilisant des modéles
infectieux bactériens, les données plaident en faveur d’un renouvellement assuré par
les macrophages résidents pulmonaires. En utilisant le profil transcriptomique des
macrophages tissulaires isolés apres la survenue d’'une péritonite polymicrobienne
(CLP), il a été montré au sein du poumon (mais aussi dans le rein, le cceur et le foie)
la dominance d’'un programme de prolifération cellulaire (5). De facon similaire, a
partir de modéles de pneumonies bactériennes (E. coli ou S. aureus) mais aussi
virale, les macrophages alvéolaires développent un phénotype tolérant vis a vis
d’'une agression secondaire et sont maintenus dans les tissus sans contribution des

monocytes circulants (97).

iii. Fonctions anti-infectieuses des macrophages alvéolaires

D’un point de vue fonctionnel, les macrophages alvéolaires oscillent entre
deux grandes fonctions que sont le maintien de 'homéostasie tissulaire pulmonaire
et 'immunité anti-infectieuse pulmonaire (Figure 10). Les macrophages alvéolaires
représentent une premiere ligne de défense contre linvasion de pathogeénes

respiratoires notamment par leur capacité de phagocytose.
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A I'état homéostatique, les macrophages alvéolaires exercent des propriétés
anti-inflammatoires par la phagocytose des cellules apoptotiques, des particules
exogénes et du surfactant (98). Dans le cas d’'une menace infectieuse pulmonaire, le
macrophage polarise son activité vers des propriétés anti-infectieuses, au premier
rang desquelles la processus de phagocytose pour former une vésicule
phagosomale (99). La destruction du pathogéne se fait alors par I'acidification
progressive du phagolysosome et la synthése de médiateurs cytolytiques que sont
les radicaux libres (100). Parallélement au processus de phagocytose, le mécanisme
d’apoptose joue un réle central dans la destruction des pathogénes par le
macrophage alvéolaire (101). Ce processus de phagocytose peut-étre déclenché a la
fois par la reconnaissance de motif moléculaires intra-cytosoliques mais aussi de
cytokines via des récepteurs membranaires (102,103). Par ailleurs, d’autres voies de
mort cellulaire que sont la nécroptose et la pyroptose ont été récemment mises en
évidence, avec toutefois des éléments laissant a penser que ces mécanismes
pourraient étre délétéres pour I'héte en entrainant une réponse inflammatoire
exacerbée (104). Par ailleurs, le macrophage alvéolaire est en mesure de déclencher
et de coordonner le recrutement de cellules anti-inflammatoires au site infectieux par
la production de cytokines et de chémokines avec un réle central du facteur de
transcription NF-kB (105).
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Figure 10: Fonctions de défense immunitaire (résistance immunitaire) et de protection
tissulaire (réparation tissulaire) des macrophages alvéolaires au cours d’une agression
infectieuse. Adapté de (100). TNF : Tumor necrosis factor ; CXCL2 : Chemokine (C-X-C motif) ligand
2 ; CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator ; transient receptor potential channel ;
catD : cathepsine D; Mcl-1: Induced myeloid leukemia cell differentiation protein ; DR5 : Death
receptor 5 (TRAIL-R2) ; LXA4 : Lipoxine A4 ; RvD3 : Resolvine D3 ; MaR1 : Maresine 1.

b. La cellule épithéliale pulmonaire

Récemment, des travaux sont venus mettre en lumiére le rdle joué par
I'épithélium pulmonaire dans la réponse pulmonaire anti-infectieuse (Figure 11). Si
les caractéristiques biophysiques de I'épithélium pulmonaire (synthése des protéines
A et D du surfactant, clairance muco-ciliaire) en font une barriere anatomique
participant a assurer l'intégrité architecturale des poumons, celui-ci exerce aussi
d'importantes fonctions immunomodulatrices et coordinatrices. On distingue
schématiquement les cellules épithéliales de type | et de type Il. Les cellules de type
| constituent 98% de la surface totale des poumons et jouent un réle central dans les
échanges gazeux entre alvéoles et capillaires en raison de leur architecture

caractérisée par une surface importante et une épaisseur fine. Les cellules de type Il
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exercent quant a elle des fonctions de synthése du surfactant, de reconnaissance
des pathogénes mais aussi expriment des régulateurs négatifs des macrophages

alvéolaires.

Les cellules épithéliales pulmonaires de type Il expriment a leur surface un
large éventail de récepteur de I'immunité innée, tels que les Toll-Like receptors (TLR)
ou les récepteurs RAGE (Receptors for advanced glycation endproducts) (106). Une
fois activés par leurs ligands respectifs, ces récepteurs entrainent une activation de
la protéine adaptatrice MyD88 et du facteur de transcription NF-kB (107,108). Une
autre voie dactivation des cellules épithéliales pulmonaires passe par la
reconnaissance de cytokines sécrétées dans le milieu (Figure 11). Parmi celles-ci on
peut notablement citer linterleukine 22 (IL-22) et I'IL-17 produites par les
lymphocytes CD4+ TH17. L’IL-22 entraine la synthése du peptide antimicrobien
lipocaline-2 par I'épithélium (109) alors que I'lL-17 induit la sécrétion de la chémokine

CXCLS5 permettant un afflux de neutrophiles au site de I'infection (110).
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Figure 11 : Mécanismes de défense anti-infectieux de I'épithélium pulmonaire. D’aprés (111).
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En sus de ces fonctions antibactériennes, I'épithélium pulmonaire intervient
dans la régulation de I'état d’activation des macrophages alvéolaires qui résident au
sein du mucus alvéolaire et sont en contact étroit avec les cellules épithéliales de
type | et de type Il (Figure 12). Dans le cadre de ces interactions cellulaires, le
couple ligand-récepteur CD200-CD200R est d’intérét tout particulier. CD200 est
exprimé a la surface luminale des cellules épithéliales respiratoires et se lie au
CD200R exprimé a la surface des macrophages alvéolaires. La délétion en CD200
chez des souris entraine a la fois une prolifération des macrophages alvéolaires mais
aussi une plus grande susceptibilité a une infection par le virus de la grippe (112). Un
autre mécanisme de régulation met en jeu le TGFf, dont la fixation a l'intégrine av36
située sur les cellules épithéliales entraine des changements conformationnels
facilitant I'interaction avec les récepteurs au TGFB a la surface des macrophages
alvéolaires (113). Cette interaction est suivie d'une activation des voies de
signalisation dépendantes de SMAD activant ou inhibant les macrophages
alvéolaires. L’épithélium alvéolaire est aussi une source importante de GM-CSF
(Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), dont 'absence résulte en une
accumulation de surfactant au sein des poumons, les macrophages alvéolaires étant
alors incapables de dégrader les protéines et les lipides du surfactant. Le facteur de
transcription PU.1 a été identifi€ comme jouant un réle central dans la régulation des
effets du GM-CSF au sein du macrophage alvéolaire (114). Enfin, Les macrophages
alvéolaires qui peuvent interagir avec I'épithélium alvéolaire par un mécanisme
original de canaux de connexine-43 qui permettent la communication intercellulaire

par dépolarisations synchrones Ca**-dépendantes (115).
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Figure 12 : Régulation de I’état d’activation des macrophages alvéolaires par I’épithélium
pulmonaire. Issu de (98).

Si les interactions entre macrophages alvéolaires et épithélium respiratoire
dans les suites d’'une agression infectieuse visent a la régulation fine de I'intensité de
la réponse inflammatoire, une finalité importante de ces échanges est le recrutement
au site infectieux de cellules immunitaires, dont I'archétype est le polynucléaire

neutrophile.

c. Les autres acteurs de la réponse immunitaire innée
pulmonaire

Les mécanismes qui gouvernent le recrutement des polynucléaires
neutrophiles au site infectieux pulmonaire sont multiples, avec un rdle central joué
par les TLR et les gradients de chémokines (116). L’arrivée rapide de ces cellules au
site infectieux est favorisée par I'existence d’'une grande quantité de polynucléaire
neutrophiles a la paroi des vaisseaux pulmonaires (117). Un fois leur migration intra-
alvéolaire acheveée, ils exercent un effet antimicrobien par le biais des mécanismes
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principaux de phagocytose et de dégranulation. Le principe de la destruction
bactérienne par phagocytose repose sur le méme mécanisme que celui des
macrophages alvéolaires. La dégranulation correspond a I'émission dans le milieu
extracellulaire de granules toxiques contenant de la myéloperoxidase (MPO), de la
gelatinase B (MMP9), des cathepsines et des défensines (118). Enfin, il a été décrit
récemment I'émission par les neutrophiles activés de fibres extracellulaires
composeées d’'un mélange d’ADN, d’histones, de protéines et/ou d’enzymes Iytiques
appelés NETs (Neutrophils extracellular traps) qui peuvent immobiliser les
pathogenes, ainsi contenir la dissémination de I'infection et favoriser leur élimination
(119,120).

Une population cellulaire a bénéficié d’un intérét considérable depuis quelques
années : les cellules lymphoides innées (CLI). Il s’agit d’'une population cellulaire
caractérisée par une morphologie de cellules lymphoides mais dépourvue
d’expression des principaux marqueurs de surface des lignées lymphocytaires T et
B et impliqués dans la réponse immunitaire anti-infectieuse et dans la réparation des
dommages tissulaires (121,122). Actuellement, les CLI sont divisées en trois sous-
groupes : les CLI de type 1, incluant les cellules NK (natural killers), qui produisent
de I'lFN-y, les CLI de type 2, qui produisent de I'lL-9 et de I'lL-13, et qui ont un réle
dans le maintien de I'intégrité tissulaire, les CLI de type 3 qui sécretent des cytokines
pro-inflammatoires et jouent un réle dans la réponse immunitaire innée contre les
bactéries extracellulaires. Si les cellules NK jouent un rdle particulier dans la
reconnaissance et la dégradation de cellules de I'héte infectées par les virus, des
données récentes viennent mettre en lumiére leur réle joué dans les infections
bactériennes pulmonaires (100). Elles exercent leur fonction effectrice de cytotoxicité
par le biais de deux principaux mécanismes : I'exocytose de protéines lytiques de
paroi (perforine et granzyme) et linduction de l'apoptose par la voie caspase-
dépendante. La régulation des fonctions effectrices cytotoxiques des cellules NK
nécessite un équilibre finement régulé entre des signaux afférents activateurs et
inhibiteurs. Ces signaux sont intégrés via des récepteurs transmembranaires qui
exercent une fonction activatrice ou inhibitrice en fonction du ligand reconnu. On
distingue en particulier les Killer cell Ig-like Receptors (KIR) qui reconnaissent
spécifiguement les molécules du CMH de classe | et le récepteur pour le fragment Fc
des IgG (FcyRIIIA ou CD16), qui intervient dans le phénoméne de cytotoxicité

dépendante des anticorps par opsonisation. Les CLI de type Il sont retrouvées dans
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le poumon a I'état homéostatique. Leur role exact dans les mécanismes de défense
pulmonaire et/ou de régénération tissulaire reste a déterminer (123). Les CLI de type
lIl représentent une de source principale d’'IL-17 dans le poumon en réponse a une
agression bactérienne (100). Enfin, le réle des plaquettes a aussi été identifié dans la
réponse immunitaire innée pulmonaire. Elles participent au recrutement des
polynucléaires neutrophiles au site infectieux (124) et leur activation excessive a été
identifiée comme un facteur délétére dans les infections par le virus de la grippe
(125).

C. La réponse immunitaire adaptative pulmonaire

Le systéme immunitaire adaptatif, composé d’'une immunité a médiation
humorale et d’'une immunité a médiation cellulaire, joue également un réle majeur
dans la réponse anti-infectieuse pulmonaire. Dans le cadre de la pandémie de
COVID-19, les essais d'utilisation de sérum de patients convalescents et
l'importance de la vaccination illustre bien le réle central de 'immunité adaptative a
meédiation humorale dans la réponse anti-infectieuse pulmonaire. Par ailleurs, la
survenue d’infections opportunistes a Pneumocystis jirovecii chez les patients VIH
ayant une déplétion en lymphocytes T CD4+ confirme I'importance de son pendant
cellulaire. L’objectif de la réponse immunitaire adaptative vise au développement
d'une immunité acquise spécifique dirigée contre le pathogéne (immunité
homotypique) mais aussi contre des pathogénes similaires mais non identiques
(immunité hétérotypique). Les principaux acteurs de cette réponse sont les

lymphocytes T et B.

Les lymphocytes T expriment un récepteur membranaire hautement
polymorphique permettant une grande spécificité antigénique, le TCRaB (T cell
receptor) et des molécules CD3 qui viennent s’assembler avec le TCR pour former
un complexe TCR-CD3. On distingue deux grandes sous-populations de
lymphocytes T : les lymphocytes T CD8 cytotoxiques et les lymphocytes T CD4, dont
I'orientation fonctionnelle est signée par leur profil de sécrétion cytokinique et des
facteurs de transcription spécifiques (Figure 13). Parallelement a cette définition
fonctionnelle, il existe une distinction basée sur les capacités de migration des

lymphocytes T CD4+, qui isole les Trm (résident mémoire, résident dans un tissu)
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des Tem (effecteurs mémoire, circulant dans le sang et le réseau lymphatique) et des

Tcwm (centraux mémoire, non circulants) (126).
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Figure 13: Profils de différenciation des cellules lymphocytaires T CD4+ naives sous
I'influence de combinaisons cytokiniques. TGFf : transforming growth factor; STAT : signal
transducer and activator of transcription ; GATA-3 : Trans-acting T-cell-specific transcription factor
GATA-3; RORyt : RAR-related orphan receptor gamma 2

Si les lymphocytes Tem Th17 jouent un réle central dans limmunité anti-
infectieuse pulmonaire en majorant le recrutement de neutrophiles (127), les Trm
viennent peupler le poumon. A partir dun modéle de pneumonie lobaire a
Streptococcus pneumoniae, les Trv viennent préférentiellement se localiser dans le
lobe atteint en comparaison du lobe controlatéral, I'immunité anti-infectieuse

compartimentalisée étant plus efficace envers une agression a S. pneumoniae (128).
Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont une sous-population de

lymphocytes T CD4+ dotée de propriétés d’inhibition de la prolifération des autres

lymphocytes T effecteurs. lls jouent un rdle dans le maintien de 'homéostasie par
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I'exercice d’une tolérance périphérique. Ces cellules exercent leur effet par le biais
de 3 principaux mécanismes : la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et
TGF-B), une cytotoxicité par le biais de la voie perforine/granzyme et une inhibition
de la maturation des cellules dendritiques (129). A I'état homéostatique, la présence
de Tregs participe a déterminer l'orientation des lymphocytes T en fonction de I'age.
Dans les poumons humain des enfants agés de moins de 2 ans, la proportion de
Tregs est beaucoup plus importante en comparaison des adultes qui contiennent
essentiellement des Trwv, avec un rapport Tregs/TRM contrélant le degré de
différenciation lymphocytaire T (130). En conditions inflammatoires, et en particulier
dans les suites d’'une pneumonie bactérienne, il existe une accumulation de Tregs au
sein des poumons. Ces cellules sont en mesure d’infléchir la production de cytokines

et de favoriser la réparation tissulaire (131,132).

Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont impliqués dans la défense contre
les pathogénes intracellulaires (virus et bactéries) ainsi que dans la réponse
immunitaire anti-tumorale par différents mécanismes tels que la sécrétion de
cytokines (TNF-a, IFN-y), la production de perforine et de granzyme et I'activation du
systeme pro-apototique Fas / Fas-Ligand. L’activation, la prolifération et la
différenciation des précurseurs T CD8+ nécessitent la présentation de I'antigéne par
les molécules du CMH de classe |, la présence de molécules de co-stimulation et un
environnement cytokinique favorable. Au-dela des populations classiques de
lymphocytes T, il existe des lymphocytes T dits non-conventionnels : les lymphocytes
Tyd et les lymphocytes NKT. Les lymphocytes Tyd possédent un TCRyd mais
n’expriment pas les co-récepteurs CD4 ou CD8. Chez 'Homme, les lymphocytes Tyd
possédent une capacité de cytotoxicité, principalement exercée par le relargage de
perforine et de granzyme. Les lymphocytes NKT expriment un TCRap conventionnel
semi-invariant et le CD3 mais sans CD4 ni CD8. lls ne reconnaissent pas de
complexes CMH-peptides mais des lipides et des glycolipides qui sont présentés par
le CD1 et peuvent sécréter du TNFa, de I'lL-2 et de I'lL-4.

Ainsi, la survenue d’une pneumonie modifie profondément I'environnement
immunitaire pulmonaire. Toutefois, il a été mis en évidence une grande
hétérogénéité dans les profils de réponse immunitaire pulmonaire anti-infectieuse, en

particulier dans le choc septique.
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IV.Hétérogénéité des réponses immunitaires anti-infectieuses :
compartimentalisation, tolérance et mémoire immunitaire innée

Parfois, une infection pulmonaire peut se manifester par une défaillance
circulatoire sous la forme d’'un choc septique. Comme précédemment décrit, il existe
des données qui suggérent qu’il coexiste a la phase initiale de ce syndrome une
réaction pro-inflammatoire mais aussi anti-inflammatoire. Celles-ci se basent sur
'analyse du transcriptome des monocytes circulants mais aussi sur le dosage
simultané de cytokines pro- et anti-inflammatoires (51-53). L’extrapolation des
caractéristiques des cellules circulantes aux cellules résidentes d’organes est

difficile, de méme que I'évaluation de 'ambiance cytokinique intra-tissulaire.

A. Le concept de compartimentalisation

Une des fagons simple d’évaluer l'orientation et l'intensité de la réponse
inflammatoire est le dosage des cytokines et d’apprécier a la fois leur niveau de
synthése ainsi que la balance inflammatoire nette. Toutefois, cette approche est trés
restrictive et ne permet pas d’apprécier la complexité des réponses inflammatoires
infectieuses au niveau tissulaire. Un exemple récent est celui de la pneumonie a
SARS-CoV-2 dans laquelle les taux de cytokines circulants, dont I'lL-6 ou le TNFa,
sont somme toute assez modestes par rapport au site infectieux pulmonaire (133), et
sont peu associés a la sévérité des patients, et au pronostic vital (134). Par
comparaison, les taux de cytokines dans la COVID-19 sévére sont bien moindres
gu’au cours du choc septique ou des syndromes de relargage cytokinique observés
aprés réinjection de CAR-T cells, dans des rapports respectifs de 1 :10 et 1 :100. A
gravité égale et aprés correction par de potentiels facteurs confondants, les niveaux
de cytokine circulants ne sont pas comparables entre les patients ayant une infection
a SARS-CoV-2 ou une grippe (135). Ces observations suggérent qu’il existe une
grande variabilité de l'orientation et de l'intensité des réponses inflammatoires au
sein d’'un méme héte en fonction du site de I'agression initiale et des pathogénes

responsables.
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En effet, la production de cytokines peut varier en intensité et en durée d’un
organe a un autre pour une méme agression a un temps donné. Par exemple, la
réalisation d’'une péritonite polymicrobienne par ligature et ponction caecale chez la
souris (LPC, ligature et ponction caecale) entraine une production transitoire de
TNFa dans le péritoine 16 fois plus importante que dans le sang puis se normalise
aprés 24 heures alors que I'on détecte du TNFa pendant 5 jours dans le poumon
(136). Chez des patients pris en charge pour une pneumonie, la concentration de
TNFa retrouvée dans le LBA varient entre 0,5 et 247 fois celle mesurée dans le sang
(4). Dans un modele de LPC chez le rat, on retrouve différents niveaux d’expressions
de génes codant pour des protéines jouant un réle important dans la réponse
inflammatoire (IL-1B, ROS, protéines du complément par exemple) au sein des
différents organes (137). On retrouve aussi une grande variabilitté de réponses
cellulaire en fonction des différents organes. Ainsi, au décours d’'une LPC, on
observe une variation quantitative et fonctionnelle des macrophages tissulaires,
'amplitude et l'orientation de ces modifications variant en fonction des tissus
explorés (5). Cette variabilité est retrouvée jusqu’au sein méme des organes, avec
une regionalisation de la réponse immune. Ainsi, chez des patients une pneumonie
lobaire unilatérale, la concentration en IL-6 est beaucoup plus importante dans le

lobe pulmonaire atteint en comparaison du lobe indemne (4).

A l'intérieur des organes, il existe une variabilité de la réponse anti-infectieuse
au sein d’'une méme population. Dés 1967, Mcintrye et coll. ont mis en évidence
différents types de réponses macrophagiques, phagocytaire et bactériolytique,
phagocytaire non bactériolytique ou non-phagocytaire, envers une infection par la
bactérie Salmonella enterica, (138). Ces profis foctionnels macrophagiques ont été
identifiés comme responsables des différences de mortalité observées dans ce
modele (139). Le principal déterminant de cette variabilité de réponse entre la cellule
et le pathogene est lié a des différences de réponse transcriptomique au LPS (6).
Cette réponse transcriptomique a été montrée comme bimodale avec une variabilité
d’épissage des ARN messagers a partir de cellules de moelle osseuse de souris
stimulées par du LPS (140). Cependant, le ou les déterminants de cette variabilité

restent imparfaitement compris.

Ainsi, il existe des données expérimentales et humaines robustes suggérant

'existence d'une hétérogénéité de la réponse inflammatoire au cours d'une
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agression infectieuse a I'échelle de I'héte, de I'organe, des tissus mais aussi des
cellules. La réponse immunitaire anti-infectieuse n’est donc pas homogéne mais
compartimentalisée et variable dans le temps et dans son intensité. De plus, les
modifications cellulaires induites en réponse a cette premiére agression infectieuse
varient elles-aussi en fonction du type cellulaire et de I'organe considéré, ajoutant

ainsi un niveau de complexité supplémentaire en cas de surinfection.

B. Hétérogénéité des réponses immunitaires aprés une premiére
infection : tolérance et mémoire immunitaire innée

a. Le phénoméne de tolérance

Les patients admis en réanimation pour un choc septique exhibent plusieurs
anomalies quantitatives et fonctionnelles de I'immunité anti-infectieuse, dont la
tolérance a I'endotoxine caractérisée par la diminution de la capacité des leucocytes
circulants a sécréter des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa ou I'lL-6 au
cours d’une stimulation ex vivo par le LPS (141). Toutefois, I'évaluation de la
capacité des cellules circulantes a répondre a ce stimulus ne reflete pas le
comportement de leurs homologues tissulaires au sein des organes. Par exemple,
dans un modeéle murin évaluant ex vivo la production de TNFa induite par LPS par
des macrophages tissulaires aprés injection in vivo de LPS montre une absence de
tolérance a I'endotoxine des macrophages alvéolaires en comparaison des
macrophages péritonéaux ou circulants (142). Ce phénomeéne fournit un élément
explicatif sur 'absence de relation entre le phénomene de tolérance a I'endotoxine et
le risque d’infections nosocomiales chez les patients en choc septique (143). De
plus, si la capacité de synthése en cytokines des monocytes circulants est altérée
apres stimulations itératives au LPS, il a été montré que certaines fonctions anti-
infectieuses telles que la phagocytose sont quant a elles augmentées (144). Ainsi, il
semble s’agir d’'une reprogrammation cellulaire plus que d’'une paralysie fonctionnelle
extensive. Ce phénomeéne s’apparente a celui de mémoire immunitaire innée, champ

d’investigations importantes au cours des dix derniéres années.
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b. Le concept de mémoire immunitaire innée

Dans sa conception classique, la réponse immunitaire innée anti-infectieuse
initiale précoce mais relativement peu spécifique est associée au déclenchement
paralléle de la réponse immunitaire adaptative, plus lente, mais plus spécifique par le
biais de réarrangements des récepteurs antigéniques. Il s’agit la du concept de
« mémoire immunologique », utilisé par exemple dans le cadre de la vaccination
préventive, et permettant une protection en cas de réinfection. Cette vision
dichotomique entre une immunité innée précoce aspécifique et une mémoire
immunitaire lente mais spécifique a été récemment remise en questions par
plusieurs découvertes. En effet, il existe aussi une protection en cas de réinfections
chez les plantes et les invertébrés qui ne possédent pas de systéme immunitaire
adaptatif. De plus, plusieurs études rapportent une protection croisée en cas
d’infections a des pathogénes différents chez 'homme (145). L’ensemble de ces
observations a entrainé I'émergence du concept de mémoire immunitaire innée, ou
trained immunity. Ce phénoméne concerne plusieurs types cellulaires englobant les
cellules myéloides et les CLI, qui partagent un mécanisme commun reposant sur des

modifications épigénétiques post-infectieuses persistantes au cours du temps.

Ces modifications ne sont pas univoques. Par exemple, une infection virale
par adenovirus entraine l'induction de macrophages alvéolaires ayant un profil de
trained immunity, associant une augmentation de I'expression du CMH-II et un profil
transcriptomique pro-inflammatoire durant plusieurs semaines dans un modéle murin
(94). En revanche, une pneumonie a E. coli, S. aureus ou virus Influenza A induit un
profil de macrophage alvéolaires tolérogéniques, caractérisés par une diminution de

capacité phagocytaire sous l'influence de modifications épigénétiques (146).

Ainsi, ces observations mettent en avant deux points particulierement
importants dans linterprétation de la physiopathologie du choc septique : 1/ la
réponse a un stimulus infectieux varie dans le temps et en intensité avec une
compartimentalisation a I'échelle de I'organe, du tissu et du type cellulaire et 2/ la co-
existence de phénoménes d’activation immunitaire et de tolérance au sein d’un
organisme. Ces éléments peuvent justifier de reconsidérer le paradigme

physiopathologique actuel du choc septique, qui a certainement le mérite de la
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pédagogie, mais qui finalement reflete mal 'nétérogénéité extrinséque et intrinseéque

des réponses immunes chez I'héte septique.

47



OBJECTIFS DU TRAVAIL

Alors que le phénotype immunologique et I'impact clinique des réponses
immunosuppressives induites par le sepsis commencent a étre pleinement
appréciés, les mécanismes cellulaires et moléculaires qui contrélent le
développement et la profondeur de ces dysfonctions immunitaires acquises, la
compartimentalisation des réponses immunes ainsi que la modulation par I'agression

initiale demeurent néanmoins largement méconnus.

L’objectif principal de ce travail a été d’évaluer I'hétérogénéité extrinséque et
intrinséque des réponses immunes post-septiques et les mécanismes
physiopathologiques qui gouvernent ces phénoménes. Nous avons développé un

projet de recherche translationnelle autour de trois grands axes de travail :

1/ évaluer la variabilité clinique dans la susceptibilité aux pneumonies nosocomiales

chez des patients pris en charge en réanimation pour un sepsis ou un choc septique

2/ caractériser les réponses immunes pulmonaires envers un sepsis pulmonaire ou

extra-pulmonaire chez I'animal

3/ évaluer le comportement fonctionnel individuel de monocytes circulants de

patients en choc septique

Dans un premier temps, nous avons évalué le risque de survenue de
pneumonie acquise sous ventilation mécanique dans une large population de choc
septique admis en réanimation a I'hépital Cochin (Paris) sur une période de 9 ans.
Dans le contexte pandémique lié a la COVID-19, nous avons réalisé une étude
multicentrique évaluant l'incidence et les déterminants des pneumonies acquises
sous ventilation mécanique chez des patients pris en charge pour des pneumonies

graves bactériennes ou virales a SARS-CoV-2 ou a virus Influenza.

Dans un second temps, nous avons investigué la variabilité des réponses
immunes pulmonaires chez I'hote septique en fonction du site d’infection primaire
grace a des modéles animaux pertinents de doubles agressions infectieuses

séquentielles mimant la situation clinique commune de pneumonie nosocomiale.
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Enfin nous avons exploré I'hétérogénéité des fonctions monocytaires en
explorant la variabilité intercellulaire et chronologique de la sécrétion de TNFa aprés
stimulation par LPS de monocytes circulants de patients septiques en comparaison
de monocytes provenant de donneurs sains. Cette évaluation a été possible grace a
une technique innovante de microfluidique qui permet une évaluation fonctionnelle

dynamique de la production de TNFa.
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RESULTATS

. Article 1: Pulmonary infections prime the development of
subsequent ICU-acquired pneumonia in septic shock

Jean-Francois Llitjos, Aicha Gassama, Julien Charpentier, Jérome Lambert, Charles de
Roquetaillade, Alain Cariou, Jean-Daniel Chiche, Jean-Paul Mira, Matthieu Jamme,
Frédéric Péne

Annals of Intensive Care, 2019 Mar 15;9(1):39

Le choc septique représente la forme la plus grave de sepsis, avec une
mortalité globale de I'ordre de 40%. Grace a une reconnaissance plus précoce de
cette entité et a 'amélioration de la prise en charge par les traitements anti-infectieux
et les supports d’'organes, les patients survivent de plus en plus a la phase initiale du
choc septique. lls sont alors exposés a un risque marqué d’infections nosocomiales,

au premier rang desquelles les pneumonies acquises sous ventilation mécanique.

En évaluant les déterminants et les facteurs de risque de pneumonie acquise
sous ventilation mécanique au cours du choc septique, nous avons constaté que ce
risque était particulierement marqué chez les patients pris en charge pour une
pneumonie primaire. Ces données suggérent qu’'une premiére infection pulmonaire
altére particulierement les défenses locales envers une seconde infection. Cette
observation a fondé le rationnel d’'une modélisation expérimentale chez I'animal
visant a évaluer les réponses immunes pulmonaires au décours d’'une premiere

agression infectieuse pulmonaire ou extra-pulmonaire.
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Pulmonary infections prime s

the development of subsequent ICU-acquired
pneumonia in septic shock

Jean-Francois Llitjos'?, Aicha Gassama', Julien Charpentier', Jéréme Lambert*®, Charles de Roquetaillade’,
Alain Cariou'?, Jean-Daniel Chiche??, Jean-Paul Mira'*3, Matthieu Jamme®’ and Frédéric Péne'%*"

Abstract

Purpose: To investigate the determinants and the prognaosis of intensive care unit (ICU)-acquired pneumonia in
patients with septic shock.

Methods: This single-center retrospective study was conducted in a medical ICU in a tertiary care center from Janu-
ary 2008 to December 2016. All consecutive patients diagnosed for septic shock within the first 48 h of ICU admission
were included. Patients were classified in three groups: no ICU-acquired infections (no ICU-Al), ICU-acquired pneu-
monia and non-pulmonary ICU-Al, The determinants of ICU-acquired pneumonia and death were investigated by
multivariate competitive risk analysis.

Results: A total of 1021 patients were admitted for septic shock, and 797 patients were alive in the ICU after 48 h of
management. The incidence of a first episode of ICU-Al was 31%, distributed into pulmonary (17%) and non-pulmo-
nary ICU-AI (14%). Patients with septic shock caused by pneumonia were at increased risk of further pulmonary ICU-Al
with a cumulated incidence of 34.4%. A pulmonary source of the initial septic shock was an independent risk factor
for subsequent ICU-acquired pneumonia (cause-specific hazard 2.33, 95% confidence interval [1.55-3.52], p<0.001).
ICU-Al were not associated with a higher risk of ICU mortality after adjustment in a multivariate-adjusted cause-spe-
cific proportional hazard model.

Conclusion: Septic shock of pulmonary origin may represent a risk factor for subsequent ICU-acquired pneumonia
without affecting mortality.

Keywords: Septic shock, Immunosuppression, Nosocomial infection, Ventilator-acquired pneumonia

Introduction

Sepsis is an infection-related life-threatening condition
characterized by an initial overwhelming pro-inflamma-
tory response followed by a complex immunosuppressive
response [1]. Septic shock, its most severe presentation,
remains associated with a crude 40% mortality rate, as
well as with numerous short-term and long-term com-
plications. Thanks to early recognition of the disorder as
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and indicate if changes were made.

well as prompt institution of antimicrobial treatment and
advanced life support, most septic shock patients nowa-
days survive the early phase of resuscitation but then
become highly susceptible to intensive care unit (ICU)-
acquired infections (ICU-AI) which account for a major
cause of death in this setting [2, 3]. Prevention and man-
agement of complications in patients recovering from
the primary insult now appear as cornerstone therapeu-
tic challenges to improve the overall prognosis of septic
shock.

ICU-acquired pneumonia accounts for the majority
of ICU-AI in critically ill patients and is associated with
increased mortality and other relevant poor outcomes
such as prolonged ventilation and prolonged length of

©The Author(s) 2019. This article is distributed under the terms of the Creative Commaons Attribution 4.0 International License
(http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,
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stay in the ICU and in the hospital. Classical risk factors
for ICU-acquired pneumonia rely on patients’ charac-
teristics including underlying immune and non-immune
comorbid conditions, clinical severity and requirements
for invasive ventilatory support [4]. Hence, endotra-
cheal intubation and duration of mechanical ventilation
are major determinants of so-called ventilator-associ-
ated pneumonia. Furthermore, a new paradigm of post-
aggressive immunosuppression has emerged in critically
ill patients [5]. Accordingly, sepsis-induced immune
dysfunctions of most circulating immune cells have
been associated with increased susceptibility to second-
ary infections in previously immunocompetent patients.
Such explorations have been conducted in circulating
blood cells for obvious accessibility reasons. The impact
of multiple sequential insults within target organs on
the subsequent risk of infectious complications remains
unclear.

We hypothesize that a primary pulmonary infection
may contribute to alterations in lung defense and thereby
may favor the development of ICU-acquired pneumo-
nia. The aim of this study is to investigate the determi-
nants and the prognosis of ICU-acquired pneumonia in
patients with septic shock, with a particular emphasis on
linking primary and secondary infectious insults.

Patients and methods

Patients and setting

We performed a retrospective single-center study in a
24-bed medical ICU. All patients aged>18 years old
diagnosed with septic shock within the first 48 h of ICU
admission were included. Septic shock was defined as a
microbiologically proven or clinically suspected infec-
tion, associated with acute circulatory failure requiring
vasopressors despite adequate fluid filling. Patients who
remained in the ICU after 48 h, and therefore at risk of
ICU-acquired infections, formed the core of this study.
Patients were classified in three groups: no ICU-acquired
infections (no ICU-AI), ICU-acquired pneumonia and
non-pulmonary ICU-AL The ethics committee of the
French Intensive Care Society approved the study and
waived the need for patients’ consents due to its retro-
spective observational design (ref. CE SRLE, #16-30).

Intended management

Patients were treated in accordance with the guidelines of
the Surviving Sepsis Campaign [6]. Patients were admin-
istered intravenous broad-spectrum antibiotics, depend-
ing on the presumed site of infection, previous antibiotic
treatment and known colonization with antibiotic-resist-
ant bacteria. Antimicrobial treatment was deescalated to
narrower spectrum after identification of the responsi-
ble pathogen. Source control measures, such as surgery
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or removal of infected devices, were applied when nec-
essary. They were subjected to a strict sedation protocol
based on the Richmond Agitation-Sedation Scale assess-
ment every 3 h and daily stop of sedatives whenever pos-
sible, as well as assessment of weaning criteria twice a day
in order to reduce the length under mechanical ventila-
tion. End-of-life decisions to withhold or withdraw life
support were taken on collectively when maintenance
or increase in life-sustaining therapies was considered as
futile by all participants and that death would irremedia-
bly occur in a short-term manner. Palliative care was then
appropriately delivered in the ICU.

Definitions

Severity at admission was assessed by the Simplified
Acute Physiology Score 2 and the Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) scores [7, 8]. Patients were
considered immunocompromised if one or more of the
following conditions were observed: patients with solid
tumors with chemotherapy in the last 3 months or a pro-
gressive metastatic disease, hematologic malignancies,
solid organ transplantation, HIV infection with or with-
out AIDS, treatment with corticosteroids (>3 months at
any dosage or>1 mg/kg prednisone equivalent per day
for>7 day), or treatment with other immunosuppressive
drugs.

The characteristics of both primary and secondary
infections included the source and the causative micro-
organism if microbiologically documented. ICU-acquired
infections were defined as any new onset of probable or
definite infection that developed after 48 h from ICU
admission [2]. Only the first episode of ICU-acquired
infection was considered. ICU-acquired pneumonia was
diagnosed according to the American Thoracic Society
criteria [9]. Briefly, the diagnosis of pneumonia was based
on a Clinical Pulmonary Infectious Score>6. Patients
with clinically suspected ventilator-associated pneumo-
nia were usually subjected to a tracheobronchial aspirate
with semiquantitative cultures. The diagnosis of venti-
lator-associated pneumonia and the decision to initiate
or not antimicrobial treatment were discussed on daily
rounds. A definite diagnosis of catheter-related blood-
stream infection required the growth of the same patho-
gen from both peripheral blood and catheter tip cultures,
or from blood cultures sampled from the catheter and
from venous puncture with a differential time to positiv-
ity > 120 min. The diagnosis of coagulase-negative Staph-
ylococcus bloodstream infections required at least two
positive blood cultures with the same pathogen. Urinary
tract infections, mostly catheter related, were diagnosed
upon the association of systemic manifestations of infec-
tion and positive urine bacterial culture at>10" CFU/
mL. Invasive fungal infections were diagnosed according
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to the current guidelines [10]. The diagnostic work-up for

ICU-AI did not change during the study period.

Statistical analysis
Continuous variables were expressed as median (inter-
quartile range) and categorical variables as numbers (per-
centages) and were compared by the Kruskal-Wallis’ test,
the Pearson’s Chi-square test or the Fisher’s exact test as
appropriate. [CU mortality was analyzed through a com-
petitive risk framework, with discharge alive as a com-
peting event. The independent predictors of ICU death
were investigated in a multivariate Cox cause-specific
model, by performing a stepwise backward and forward
variable selections based on Akaike information criteria.
The model included variables that were significant at p
value of less than 0.20 in univariate analysis. Proportional
hazard assumption was graphically checked, and poten-
tial interactions were tested in the final model. Because
ICU-AI is a time-dependent covariate, we performed a
Cox cause-specific survival analysis, with ICU-AI and the
source of infection as predictors, at each landmark time.
Landmarking is a common method recommended for the
analysis of time-dependent covariates in time-to-event
data. We chose each day from day 3 to day 30 for land-
mark times. Because multiple statistical tests increase the
risk of type I error, we applied the Bonferroni correction
to adjust p values (p value threshold =0.003).
Determinants of ICU-acquired infections were also
analyzed through a competing risk framework, with dis-
charge alive and death in ICU as competing events. Since
ICU-acquired infections are defined by the occurrence
after 48 h, a landmark analysis was performed on the
subset of patients still alive in ICU at day 3. Independent
determinants of ICU-acquired infections were investi-
gated in a multivariate analysis using a Cox cause-specific
proportional hazard model with time-dependent covari-
ates. All analyses were carried out using R 3.1.1 (R foun-
dation for Statistical Computing Vienna, Austria) with
the packages “survival,” “cmprsk,” “survival, “rms” and
“stepwise.”

Results

Patients

From January 2008 to December 2016, 1021 patients
were admitted for septic shock in our ICU. Among them,
147 (14.4%) died early within 48 h and 77 (7.5%) rapidly
improved to be promptly discharged from the ICU, leav-
ing 797 patients alive in the ICU after 48 h of manage-
ment (Additional file 1: Figure S1). Among them, 337
(42%) patients presented with community-acquired
infections and 460 (58%) patients had hospital-acquired
infections, with a previous in-hospital length of stay
of 5 (1-17) days. Most 48-h survivors had underlying
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comorbid conditions, including 276 (35%) with prior
immunosuppression (Table 1). The lung was the most
common source of the primary infection in 50% of
patients. Adequacy of initial antimicrobial treatment
in microbiologically documented infections was 91%. A
large majority of patients were mechanically ventilated
(n=0691, 87%) with a median length of ventilation of 6
(3-12) days; 213 of the 797 48-h survivors (26.7%) died
in the ICU. The independent determinants of ICU mor-
tality are displayed in Table 2 and include demograph-
ics (age and gender), underlying comorbid conditions
(immunosuppression and cirrhosis) and the extent of
organ failures (invasive mechanical ventilation and renal
replacement therapy).

Characteristics and outcome of ICU-acquired infections

Among 48-h survivors, the incidence of a first episode of
ICU-AI was 31% (n=249), distributed into pulmonary
(n=139, 17%) and non-pulmonary ICU-AI (n=110,
14%). Characteristics of ICU-AI are displayed in Table 3.
Microbiological documentations of primary and ICU-
acquired pneumonia were all different in terms of strains
and/or antibiotic susceptibility. Non-pulmonary ICU-AI
episodes were mainly related to catheter-related infec-
tions (43%) and abdominal infections (31%). Time from
admission to ICU-AI diagnosis was similar for both pul-
monary and non-pulmonary ICU-AI 7 (5-11) days and 8
(5-12) days, respectively. Patients with ICU-AI exhibited
higher SAPS2 severity score at ICU admission resulting
in higher requirements for stress-dose steroids, invasive
mechanical ventilation and renal replacement therapy
(Table 1). Of note, the underlying immune status did
not impact on the susceptibility to ICU-AL The occur-
rence of ICU-AI was associated with protracted invasive
mechanical ventilation, especially if pulmonary ICU-A],
and a marked increase in ICU mortality (46% vs. 18% in
patients without ICU-AL, p<0.001). However, neither
pulmonary nor non-pulmonary ICU-AI remained signifi-
cantly associated with a higher risk of ICU mortality in a
multivariate-adjusted cause-specific proportional hazard

model (Fig. 1).

Determinants of pulmonary ICU-Al

Most importantly, we observed a link between sources
of primary and secondary infections. Thus, patients with
septic shock caused by pneumonia carried a particular
susceptibility to further pulmonary ICU-AI with a cumu-
lated incidence of 34.4% (Fig. 2a). In contrast, a primary
pneumonia did not favor the occurrence of non-pulmo-
nary ICU-AI (Fig. 2b). Differences between patients with
ICU-acquired pneumonia and other patients without
ICU-AI or with non-pulmonary ICU-AI are displayed in
Table 1.
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Table 1 Characteristics of patients
Variables No ICU-Al (n=548) Pulmonary ICU-Al Non-pulmonary ICU-Al P
(n=139) (n=110)
Age (years) 67 (56-78) 68 (57-78) 69 (57-78) 095
Male gender 335(61) 110(79) 61(55) <0.001
Comeorbid conditiens
Immunosuppression 191 (35) 44 (32) 41 (37) 065
Chronic heart failure 130 (24) 25(18) 22 (20) 031
Diabetes mellitus 111 (20) 22(16) 22 (20) 0.52
COPD 93(17) 25(18) 17(16) 087
Chronic renal failure 82(15) 16 (11) 15 (14) 062
Obesity 59(11) 11 (8) 1302) 057
Cirrhosis 57 (10) 19 (14) 15(14) 039
Characteristics on ICU admission
SAPS2, points 64 (49-81) 71 (54-88) 78 (57-89) <0001
SOFA score, points 9(6-12) 10 (6-13) 9(6-13) 0.05
Source of infection <0001
Lung 257 (47) 104 (75) 42 (38)
Digestive 84(15) 17(12) 27 (24)
Urinary 78 (14) 3Q) 11(10)
Skin and soft tissues 41(7) 3(2) 5(4)
Catheter 33(6) 3(2) 8(7)
Others 55(10) 9(6) 17 (15)
Microbiological documentation 440 (80) 112 (80) 95 (86)
Bacteremia 186 (34) 35(25) 40 (36) 0.09
Microorganisms
Gram-negative bacteria 278 (50) 57 (41) 57(52) 0.08
Gram-positive bacteria 151 (28) 49 (35) 33(30)
Fungi 1002) 6 (4) 4(4)
Mycobacteria 1002 () T
Biclogical findings
WBC count (per mm®) 134 (6.8-22.5) 119 (4.7-214) 136 (76 219) 040
Serum protein level (g/L) 59 (52-66) 62 (51-68) 5 (47-65) 001
Serum creatinine level (umol/L) 136 (85-201) 21 (73-204) 138 (80-241) 036
Serum bilirubin level (umol/L) 12 (8-24) 125 (8-25) 3(8-30) 072
Prothrombin time (%) 60 (46-73) 64 (45-75) 9 (41-71) 047
ICU management
Invasive mechanical ventilation 448 (82) 137 (99) 06 (96) <0001
Renal replacement therapy 197 (36) 83 (60) 76 (69) <0.001
Surgical source control 136 (25) 8(13) 28 (25) 001
Aminoglycosides 321159 64 (46) 69 (63) 001
Stress-dose steroids 228 (42) 70(53) 4 (59) <0.001
Outcomes
Duration of mechanical ventilation (days) 45(2-8) 18 (10-29.5) 13(8-21) <0.001
End-of-life decision 66(12) 3324 29 (26) <0001
ICU mortality 99 (18) 64 (46) 50 (45) <0001

Variables are expressed as median (interquartile range) or number (percentage) as appropriate

ICU intensive care unit, ICU-Al intensive care unit-acquired infections, COPD chronic obstructive pulmonary disease, SAPS2 Simplified Acute Physiology Score 2, SOFA

Sequential Organ Failure Assessment, WBC white blood cell
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Table 2 Determinants associated with ICU mortality using
multivariate Cox cause-specific model

CSH ratio 95% Cl p

Age

0-59 years Ref. Ref. Ref.

60-74 years 1.48 1.02-2.14 0.04

>75 years 220 1.54-3.16 <0.001
Male gender 0.75 0.56-099 0.05
Immunocompromised status 1.63 1.23-2.16 <0.001
Cirrhosis 1.55 1.05-2.26 0.02
Mechanical ventilation 314 0.99-994 Q.05
Renal replacement therapy 1.91 1.39-2.65 <0.001

CSH ratio cause-specific hazard ratio; 95% CI 95% confidence interval

Using a cause-specific Cox regression multivari-
ate model, we plotted the pulmonary source of the pri-
mary infection against other relevant determinants
of ICU-acquired pneumonia including prior invasive
mechanical ventilation treated as a time-dependent
covariate (Table 4). A primary pulmonary infection was
an independent risk factor for subsequent ICU-acquired
pneumonia (pulmonary vs. non-pulmonary primary
infections: CSH 2.33, 95% confidence interval [1.55—
3.52], p<0.001). Similar results were obtained in a sen-
sitivity analysis performed in the 691 patients who had
required invasive mechanical ventilation (pulmonary vs.
non-pulmonary primary infections: CSH 2.03, 95% confi-
dence interval [1.35-3.05], p < 0.001).

Discussion

We herein reported that ICU-acquired pneumonia
account for the majority of secondary infections in
patients who survived the early days of septic shock.
After adjustment with potential confounders, including
the exposition to invasive mechanical ventilation, a pri-
mary pulmonary infection was independently associated
with the development of further ICU-acquired pneu-
monia. This suggests that a primary pulmonary insult
may impair lung defense mechanisms toward secondary
infections.

Recent cohorts of sepsis and septic shock patients have
reported that ICU-acquired infections remain frequent
and dreaded complications, with incidence ranging from
13.5 to 23% [2, 11]. Incidence of nosocomial infections
is higher in critical care setting than in general hospital
wards given the complex interactions between underly-
ing diseases, the severity of acute illness and the multi-
plicity and the maintenance of invasive devices [12, 13].
We reported here a slightly higher incidence ICU-AI of
31%, with a majority of nosocomial pneumonia, prob-
ably linked to the underlying characteristics of our
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cohort. Although ICU-AI are clearly associated with a
higher risk of death in critically ill patients, whether they
directly contribute to mortality or only account for a sur-
rogate marker of frailty remains questionable. Moreover,
the burden of antimicrobial resistance is increasing, due
to extensive antimicrobial use and protracted hospital
length of stay, and raises new therapeutic challenges.
Hence, early identification of ICU-AI and infection con-
trol measures are of major concern in preventing ICU-AI
and decreasing the spread of antimicrobial resistance.

Although the development of ICU-AI is commonly
associated with an increased risk of death, multiple
additional factors are likely to contribute to mortality in
critically ill patients including underlying comorbid con-
ditions, accumulation of organ failures, infectious and
non-infectious complications. This may frequently result
in therapeutic limitations that may prevent appropriate
diagnostic work-up and treatment. Sophisticated statis-
tical models taking into account such confounders allow
addressing the specific attributable mortality of nosoco-
mial infections, defined as the percentage of death that
would not have occurred without infection. Thus, recent
studies retrieved little impact of ICU-acquired infections,
and more specifically of ventilator-associated pneu-
monia, on ICU mortality (2, 14, 15]. Using a multivari-
ate cause-specific hazard model, we observed that both
pulmonary ICU-AI and non-pulmonary ICU-AI were
not significantly associated with a higher risk of ICU
mortality.

The major result of this study lies in the link between
primary and secondary sources of infection. Specifically,
we found that the pulmonary source of the primary infec-
tion was a risk factor for further ICU-acquired pneumo-
nia, independent from prior requirement and duration
of invasive mechanical ventilation. This result suggests
regional disparities induced by different sources of infec-
tion that rely on the compartmentalization of immune
responses. Primary pulmonary or non-pulmonary insults
may differentially impact on lung defense and modulate
the further susceptibility to superimposed infectious
insults. The regimen and duration of prior antibiotics
may also impact on the type of pathogens involved in
ventilator-associated pneumonia and their eventual sus-
ceptibility to antimicrobials [16]. We also found that male
patients had an increased risk of developing pulmonary
ICU-AIL We could hardly find a definite explanation, but
it is likely that sexual hormones play a role in the regula-
tion of the immune system and may therefore impact on
the eventual susceptibility to and outcome of sepsis [17].

It is now well documented that both pulmonary and
non-pulmonary sepsis may induce various quantitative
and functional changes in most immune cells [18], which
have been associated with an increased susceptibility to
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Table 3 Characteristics of ICU-acquired infections
Variables Pulmonary ICU-Al (n=139) Non-pulmonary ICU-Al (n=110) P
Time from admission to ICU-Al (days) 7(5-11) 8(5-12) 057
Sources of non-pulmonary ICU-Al
Catheter - 47 (43)
Abdominal - 34(31)
Skin and soft tissue - 15(14)
Urinary - 5(4)
Miscellaneous - 303
Unknown - 6(5)
Microbiological documentation 112 (80) 85 (77) 0.10
Positive blood culture 11(8) 61(55) < 0.001
Distribution of pathogens <0.001
Gram-negative bacteria
Pseudomonas aeruginosa 39(28) 10(9)
Escherichia coli 18(13) 3(2)
Enterobacter spp. 15(11) 13(12)
Klebsiella spp. 13(9) 7(6)
Serratia marcescens 71(5) 0(0)
Miscellaneous 71(5) (M
Gram-positive bacteria
Staphylococcus aureus 6(4) 8(7)
Enterococcus spp. 1(1) 11(10)
Miscellaneous 202) 20(19)
Fungi
Candida albicans 01(0) 3(2)
Non-albicans Candida 01(0) 6(5)
Aspergillus fumigatus 2(1) 0(0)
Miscellaneous 202) 0(0)
Virus
Cytomegalovirus 0100 3(2)
Further episodes of ICU-Al 008
None 85(61) 72(65)
1 episode 25(18) 26 (24)
> 2 episodes 29 (21) 12001

Variables are expressed as median (interquartile range) or number (percentage), as appropriate

ICU intensive care unit, ICU-Al intensive care unit-acquired infections, MRSA methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MSSA methicillin-susceptible Staphylococcus

aureus, GNB gram-negative bacteria

secondary infections [19-22]. Furthermore, experimen-
tal studies have highlighted that different body compart-
ments may not behave similarly following an infectious
insult. For instance, alveolar macrophages do not pro-
duce interferon-f after LPS stimulation when compared
to peritoneal macrophages [23]. Therefore, assuming
a regional compartmentalization of immune response,
several mechanisms could participate to explain the sus-
ceptibility of the lung to a second infectious hit after sep-
tic shock of pulmonary origin. A recent study reported
acquired tolerogenic properties of pulmonary dendritic
cells, an important subset of antigen-presenting cells,

following severe primary pulmonary infection with an
increased susceptibility to secondary infections [24].
Besides sepsis-induced immunosuppression, various ICU
interventions such as mechanical ventilation or systemic
therapeutics such as antimicrobials, corticosteroids and
transfusions may contribute to alter lung susceptibil-
ity to secondary infections. Since mechanical ventila-
tion is a well-known risk factor for ventilator-associated
pneumonia [9], pulmonary alterations due to mechanical
ventilation may participate to lung susceptibility to sec-
ondary infections. In experimental models, ventilated
injured lungs develop direct damage in both epithelial
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with ICU-acquired infections in patients still at risk (alive in the ICU) at
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and endothelial cells [25]. Another interesting line of
approach is the relation between microbiota and antimi-
crobial treatment. A recent experimental study provides
data suggesting that both intestinal and upper airway
microbiota promote the innate response to pulmonary
infections by enhancing pathogens clearance [26]. One
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could hypothesize that a previous episode of pneumonia
could modify the bacterial composition of respiratory
microbiota and therefore promote susceptibility to sec-
ondary infections.

As already reported in a previous study involving part
of the present cohort, we observed that the underly-
ing immune status did not confer a higher susceptibil-
ity toward ICU-acquired infections [27]. Although this
observation may contradict a common belief, several
explanations can be proposed. All septic shock patients
were exposed to invasive procedures and breakthrough
of natural barriers to infections. Most non-immunocom-
promised patients exhibited non-immune comorbidities
also likely to impair local and/or systemic anti-infec-
tious defense mechanisms. Finally, sepsis-induced
dysfunctions can promote profound immunosuppres-
sion smoothing away the immune capacities between
immunocompromised and non-immunocompromised
patients.

This study has several limitations. First, this was a
retrospective study, performed in a single center with a
particular case mix of patients and a high prevalence
of immune comorbidities. Such a study can only iden-
tify association but not causality links between vari-
ables. Second, we were able to collect only ICU-acquired
infections, but we did not address the incidence of fur-
ther hospital-acquired infections following ICU dis-
charge. Third, the study did not include a control group
of patients with primary pneumonia but no septic shock,
which may allow understanding the respective roles of
pulmonary insults and shock on the further susceptibil-
ity to pulmonary ICU-AI In addition, some potential
confounders such as prior pulmonary lesions and prior
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Table 4 Determinants associated with ICU-acquired pneumonia
Variables Univariate Multivariate
CSH ratio 95%Cl p CSH ratio 95%Cl p
Male gender 214 1.41-3.25 <0.001 2.17 1.35-345 0.001
Source of primary infection
Lung Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Digestive 049 0.28-0.86 0.01 0.59 0.33-1.05 0.07
Urinary 0.24 0.07-0.76 0.01 0.29 0.09-0.89 0.03
Skin and soft tissue 029 0.09-0.93 0.03 033 0.10-1.04 0.06
Catheter 0.36 0.11-1.14 0.08 047 0.15-1.48 0.19
Others 043 0.20-0.88 0.02 049 0.23-1.02 0.05
Creatininemia 0.99 0.99-1 0.10
SOFA score 1.03 1-1.06 0.04 1.03 1.01-1.07 0.03
Mechanical ventilation 1.16 0.47-2.84 0.75
Aminoglycosides 067 0.47-0.94 0.02

All covariates were analyzed at baseline status except for mechanical ventilation which was evaluated as time-dependent covariate
CSH ratio cause-specific hazard ratio, 95% C/ 95% confidence interval, SOFA Sequential Organ Failure Assessment

antimicrobial exposure may also impact on the risk of
pulmonary ICU-AL Fourth, we focused on the first epi-
sode of ICU-acquired infection, whereas one third of
those patients exhibited additional infection episodes
throughout the ICU stay.

Conclusion

A prior episode of pulmonary infection in patients with
septic shock may represent a major risk factor for sec-
ondary ICU-acquired pneumonia. A better understand-
ing of pathophysiological mechanisms of post-septic
alterations in lung defense could contribute to better
stratify the risk of secondary pneumonia, and therefore
identify patients likely to benefit from innovative preven-
tive or therapeutic approaches.

Additional file

Additional file 1: Figure S1. Flowchart of the study. ICU: intensive care
unit.
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ll.Article 2: Increased susceptibility to intensive care unit-acquired
pneumonia in severe COVID-19 patients: a multicentre retrospective
cohort study

Jean-Francois Llitjos, Swann Bredin, Jean-Baptiste Lascarrou, Thibaud Soumagne,
Mariana Cojocaru, Maxime Leclerc, Arnaud Lepetit, Albin Gouhier, Julien

Charpentier , Gaél Piton, Matthieu Faron, Annabelle Stoclin , Frédéric Péne

Annals of intensive Care, 2021 Jan 29;11(1):20

La pandémie de COVID-19 a entrainé un afflux massif de patients porteurs de
pneumonies virales séveres a SARS-CoV-2 en réanimation. En raison des
caractéristiques intrinséques de cette pathologie induisant fréquemment un
syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) nécessitant souvent une ventilation
meécanique prolongée, ces patients sont exposés a un risque accru de pneumonie

nosocomiale.

Dans une étude multicentrique, nous avons évalué le risque de pneumonie
acquise sous ventilation mécanique chez des patients pris en charge pour une
pneumonie a SARS-CoV-2 en comparaison de deux cohortes historiques de patients
ventilés en réanimation pour une grippe grave ou pour une pneumonie bactérienne.
En utilisant un modéle de risque compétitif, nous avons identifié que la COVID-19
était indépendamment associée a un risque accru de pneumonie nosocomiale,
suggérant ainsi que linfection a SARS-CoV-2 induit des altérations particuliéres de

'immunité pulmonaire.

61



Llitjos et al. Ann. Intensive Care (2021) 11:20

https://doi.org/10.1186/513613-021-00812-w ® Annals of Intensive Care

RESEARCH Open Access

s . . ®
Increased susceptibility to intensive care Ay

unit-acquired pneumonia in severe COVID-19
patients: a multicentre retrospective cohort
study

Jean-Francois Llitjos™®", Swann Bredin?, Jean-Baptiste Lascarrou?, Thibaud Soumagne®, Mariana Cojocaru®,
Maxime Leclerc®, Arnaud Lepetit®, Albin Gouhier’, Julien Charpentier?, Gaél Piton?, Matthieu Faron®,
Annabelle Stoclin® and Frédéric Péne'?

Abstract

Background: The aim of this study is to determine whether severe COVID-19 patients harbour a higher risk of ICU-
acquired pneumonia.

Methods: This retrospective multicentre cohort study comprised all consecutive patients admitted to seven ICUs for
severe COVID-19 pneumonia during the first COVID-19 surge in France. Inclusion criteria were laboratory-confirmed
SARS-CoV-2 infection and requirement for invasive mechanical ventilation for 48 h or more. Control groups were two
historical cohorts of mechanically ventilated patients admitted to the ICU for bacterial or non-SARS-CoV-2 viral pneu-
monia. The outcome of interest was the development of ICU-acquired pneumonia. The determinants of ICU-acquired
pneumonia were investigated in a multivariate competing risk analysis.

Result: One hundred and seventy-six patients with severe SARS-CoV-2 pneumonia admitted to the ICU between
March 1st and 30th June of 2020 were included into the study. Historical control groups comprised 435 patients
with bacterial pneumonia and 48 ones with viral pneumonia. ICU-acquired pneumonia occurred in 52% of COVID-19
patients, whereas in 26% and 23% of patients with bacterial or viral pneumonia, respectively (p <0.001). Times from
initiation of mechanical ventilation to ICU-acquired pneumonia were similar across the three groups. In multivari-

ate analysis, the risk of ICU-acquired pneumonia remained independently associated with underlying COVID-19
(SHR=2.18;95ClI 12-3.98,p=0.011).

Conclusion: COVID-19 appears an independent risk factor of ICU-acquired pneumonia in mechanically ventilated
patients with pneumonia. Whether this is driven by immunomodulatory properties by the SARS-CoV-2 or this s
related to particular processes of care remains to be investigated.

Keywords: COVID-19, Ventilator-acquired pneumonia, Immunosuppression, Septic shock

Introduction

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic
caused by SARS-CoV-2 infection is responsible for severe
pulmonary involvement frequently requiring inten-

*Correspondence: jeanfrancois llios@gustaveroussy.fr sive care unit (ICU) admission for advanced respiratory
9 Intensive care unit, Gustave Roussy, Université Paris-Saclay, Villejuif, support [1]. 1t rapidly came out that this new pulmo-
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clinical features, making it somewhat different from more
classical bacterial and viral pneumonia. In the absence
of efficient therapy, mechanical ventilation is the corner-
stone of the COVID19 management but then exposes
patients to ICU-acquired infections.

ICU-acquired pulmonary infections are major com-
plications of invasive mechanical ventilation, responsi-
ble for respiratory deterioration, extra-pulmonary organ
dysfunctions and prolongation of ventilation and of the
length stay in the ICU. Hence, ICU-acquired pneumeo-
nia is a frequent complication in critically ill ventilated
patients, with incidences ranging from 13.5 to 23%, and
accounts for a major cause of morbidity and mortality
in septic patients [2]. Prolonged mechanical ventilation
represents the leading risk factor of ICU-acquired pneu-
monia. We also previously reported that septic shock
patients with pneumonia exhibited the highest risk of
ICU-acquired pneumonia, suggesting that a primary
pulmonary insult may drive profound alterations in lung
defence towards a secondary infectious insult [3]. As a
matter of fact, sepsis-induced immunosuppression as
assessed by quantitative and functional defects in circu-
lating immune cells has been associated with increased
susceptibility to secondary ICU-acquired infections
(ICU-AI) [4]. Whether COVID-19 patients harbour dif-
ferent susceptibility towards secondary infections have
not been investigated.

To address these questions, we investigated the inci-
dence and the determinants of ICU-acquired pneumonia
in mechanically ventilated COVID-19 patients, as com-
pared to control patients with severe bacterial or viral
pneumonia.

Methods

Study design and participants

We performed a retrospective study in seven ICUs within
six French hospitals. The study gathered consecutive
adult patients (aged > 18 years old) admitted to the ICU
with a PCR-confirmed SARS-CoV-2 pneumonia requir-
ing mechanical ventilation. Only patients who received
endotracheal intubation during the first two days fol-
lowing ICU admission and required mechanical ventila-
tion for at least 48 h were included. COVID-19 patients
were compared to mechanically ventilated patients
with community-acquired bacterial or viral pneumonia,
extracted from a retrospective 2008—-2017 database of the
medical ICU of Cochin hospital [3]. The Research Eth-
ics Committee of the Institut Gustave Roussy approved
the study and waived the need for patient’s consent. The
study was registered at the French National Commission
on Informatics and Liberty and at the French National
Institute for Health Data. The ethics committee of the
French Intensive Care Society had previously approved
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the constitution of the historical database (ref. CE SRLF,
#16-30).

Data collection

Demographic, clinical, laboratory, treatment and organ
support at baseline, and outcome data were collected
from electronic medical records using a standardized
data collection form. Given the protracted mechanical
ventilation that were observed in COVID-19 patients at
the beginning of the outbreak [5], the observation period
was extended to day 45.

Definitions
Laboratory confirmation of COVID-19 was based upon
SARS-CoV-2 detection by real-time RT-PCR from nasal
swabs or lower respiratory tract secretions. Obesity
was defined as a body mass index superior to 30 kg/
m?. Patients were considered immunocompromised if
one or more of the following conditions were observed:
patients with solid tumours with chemotherapy in the
last 3 months or a progressive metastatic disease, hema-
tologic malignancies, solid organ transplantation, HIV
infection with or without AIDS, treatment with corti-
costeroids (>3 months at any dosage or>1 mg/kg pred-
nisone equivalent per day for>7 day), or treatment with
other immunosuppressive drugs. Severity at admission
was assessed by the Simplified Acute Physiology Score
2 and the Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)
scores. Acute respiratory distress syndrome (ARDS) was
diagnosed according to the Berlin definition [6].
ICU-acquired pneumonia was defined as new onset
of probable or definite infection not present at the time
of ICU admission and that developed after the first 48 h
from ICU admission. Only the first episode of ICU-
acquired pneumonia was considered for the present anal-
ysis. ICU-acquired pneumonia diagnosis was based on a
Clinical Pulmonary Infectious Score > 6 [7]. Patients with
clinically suspected ICU-acquired pneumonia were sub-
jected to a tracheobronchial aspirate or broncho-alveolar
lavage with direct Gram staining and semi-quantitative
culture [7]. Invasive fungal infections were diagnosed
according to current guidelines [8]. An independent phy-
sician (JFL) retrospectively assessed the diagnostic accu-
racy of all episodes of ICU-acquired pneumonia.

Patient management

Management of sepsis and septic shock was in accord-
ance with the guidelines of the Surviving Sepsis Cam-
paign [9]. Antimicrobial treatments were administered
intravenously depending on the clinical suspicion of
infection and known colonization with antibiotic-resist-
ant bacteria and deescalated to narrower spectrum after
identification of the responsible pathogen. Management
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of ARDS in the COVID-19 cohort followed the French
Intensive Care Society guidelines [10]. Strategies to
prevent ICU-acquired pneumonia were implemented
according to guidelines and included the use of weaning
protocols, semi-recumbent position, enteral route feed-
ing and physiotherapy [7]. End-of-life decisions to with-
hold or withdraw life support were taken independently
at each centre and palliative care was then appropriately
delivered in the ICU.

Statistical analysis

Continuous variables were expressed as median (inter-
quartile range) and categorical variables as numbers (per-
centages) and were compared by the Kruskal-Wallis’ test,
the Pearson’s Chi-square test or the Fisher’s exact test as
appropriate. The independent predictors of ICU death
were investigated through a multivariate Fine—Gray
model analysis to fit cumulative incidence curves. The
model included variables that reached p value less than
0.20 in univariate analysis.

Determinants of ICU-acquired pneumonia were ana-
lysed through a competing risk framework, with death
in ICU and extubation for more than 48 h as compet-
ing events. Independent determinants of ICU-acquired
pneumonia were investigated in a multivariate analy-
sis using a Fine—Gray model to fit cumulative incidence
curves. We also investigated the determinants of ICU-
acquired pneumonia using a cause-specific Cox model.
The model included variables that reached p values of
less than 0.20 in univariate analysis and proportional haz-
ard assumption was checked using graphical diagnostics
based on the scaled Schoenfeld residuals. All analyses
were carried out using R 3.3.3 (R foundation for Statisti-
cal Computing Vienna, Austria).

Results

COVID-19 and non-COVID-19 cohorts

Between March 1st and 30th June of 2020, 176 patients
were admitted in ICU for severe SARS-CoV-2 pneumo-
nia requiring invasive mechanical ventilation for more
than 48 h. Their main characteristics are summarized
in Table 1. Arterial hypertension and obesity were the
prominent comorbid conditions. Time from symptoms
onset to ICU admission was 7.5 (4.25-10) days. About
one-third of COVID-19 patients (n=66, 37%) received
specific antiviral treatments, including hydroxychloro-
quine and azithromycin combination in 39 patients, lopi-
navir in 18 patients and remdesivir in 8 patients. Twelve
COVID-19 patients (6%) were treated with steroids (dex-
amethasone) and one patient received tocilizumab. Bac-
terial co-infection was documented in 21 (12%) patients.
Nearly all patients fulfilled the criteria for ARDS (=170,
96%) and most of them underwent prone positioning
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(n=130, 74%) with a median number of 3 (1-7) sessions.
Rescue veno-venous extracorporeal membrane oxygena-
tion (ECMO) was used in 10 patients. The overall ICU
mortality rate was 31% (n=>55) and the median duration
of mechanical ventilation was 17 days (25th—75th IQR:
10-28). Half of patients (49%) with bacterial pneumonia
received stress-dose hydrocortisone for acute circulatory
failure.

Control groups were patients with severe bacterial
(n=435) or viral (#=48) pneumonia. Their character-
istics are displayed in Table 1, and compared with those
of COVID-19 patients. All cases of viral pneumonia were
related to influenza virus, except two episodes related
to metapneumovirus and cytomegalovirus. Bacterial
co-infection was documented in 11 (24%) patients with
viral pneumonia. The overall ICU mortality was 33%
in patients with bacterial pneumonia and 25% in viral
pneumonia.

COVID-19 and non-COVID-19 patients markedly dif-
fer in a number of underlying characteristics and clini-
cal presentation of acute condition (Table 1). Although
COVID-19 patients exhibited lower admission severity
scores, they more often fulfilled the diagnostic criteria for
ARDS. COVID-19 finally exhibited increased duration
under mechanical ventilation (median 17 days vs. 8 days
in bacterial pneumonia and 7 days in viral pneumonia,
p<0.001) and eventually increased length of stay in the
ICU (median 20 days vs. 10 days in bacterial pneumonia
and 9 days in viral pneumonia, p<0.001). In-ICU mor-
tality rates of COVID-19 and bacterial pneumonia were
similar (31% and 33%, respectively), both slightly higher
than that of viral pneumonia (25%). However, the mortal-
ity rates did not differ across even after adjustment with
other confounders (Additional file 1: Table S1).

ICU-acquired infections in COVID-19 and non-COVID-19
patients

The frequency of ICU-acquired pneumonia was 52% in
COVID-19 patients, with a median time from intuba-
tion to diagnosis of 9 (6-14) days (Fig. 1). ICU-acquired
pneumonia was responsible for deterioration to septic
shock in half of cases. Patients with bacterial pneumo-
nia and viral pneumonia exhibited lower ICU-acquired
pneumonia frequencies of 26% and 23%, respectively
(Table 2). Times from intubation to ICU-acquired pneu-
monia were 9 (6—12) days in bacterial pneumonia and 7
(6.5—14) days in viral pneumonia, thereby similar to that
of COVID-19 patients. The distribution of causing patho-
gens is precised in Table 2. In multivariate analysis taking
into account mechanical ventilation as a time-dependent
variable, the independent determinants of ICU-acquired
pneumonia were COVID-19 pneumonia (SHR=2.18;
95% CI 1.2-3.98, p=0.011), male gender (SHR=1.55;
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Table 1 Characteristics and outcome of patients with COVID-19, bacterial pneumonia or viral pneumonia
Variables COVID-19 (n=176) Bacterial pneumonia Viral pneumonia (n=48) 14
(n=435)
Age, years 63 (55-73) 66 (56-79) 72(42-75) 0.002
Male gender 134 (76) 296 (68) 25(52) <0.001
Body mass index, kg/m? 282 (26-32.3) 234 (20.7-26.7) 23(19.2-28.9) <0.001
Comeorbid conditions
Immunosuppression 26(15) 145 (33) 13(27) <0.001
Cirrhosis 2 41(9) 1(2) <0.001
Diabetes mellitus 45 (26) 89 (21) 7(14) 0.181
COPD 17(10) 103 (24) 3(19) <0.001
Chronic renal failure 13() 49(11) 7(15) 022
Cancer (ongoing or <5 years) 16(9) 120 (28) 8(17) <0.001
Severity on ICU admission
SAPS2, points 43 (30-56) 73 (55-88) 47 (39-71) <0.001
SOFA, points 6(4-9) 9(6-2) 7(2-13) <0.001
Biological findings
WBC count, per mm?® 84 (6.9-124) 12 (6.2-17.6) 8.8(34-117) <0.001
Lactate, mmol/L 1.5(1.2-1.9) 1.7 (1-38) 14 (04-3.1) 0.02
Characteristics of pneumaonia
Clinical presentation
Septic shock (Sepsis-3) 28(16) 191 (44) 15(31) <0.001
ARDS 170 (96) 62 (14) 17 (35) <0.001
Microbiological documentation 21(12) 286 (66) 11 (24) <0.001
Gram-negative bacteria 11(7) 148 (34) 5(10)
Gram-positive cocci 10 (6) 126 (30) 6(13)
SARS-CoV-2 176 (100) 0 0
| nfluenza virus 0 0 46 (96)
Miscellaneous 0 12 (3)* 2 (4
ICU management within the first 48 h
Antimicrobial agents 161 (92) 435 (100) 45 (94) <0.001
Vasopressors 371 (85) 147 (83) 37(71) 032
Prone positioning 130 (74) 41 (9) 9(19) <0.001
Number of sessions 3(2-5) 2(1,5-2,5) 1(1-2) <0.001
Anaesthesia ventilator 12(7) 0(0) 0(0) <0.001
Extracorporeal membrane oxygenation 10 (6) 14(3) 5(10) 0.04
Renal replacement therapy 5129 44 (10) 9(19) <0.001
Blood transfusions 67(38) 223(51) 18(37) 001
Corticosteroids 12 () 213 (49) Q(0) <0.001
Outcomes
Total duration of mechanical ventilation, days 17 (10-28) 8 (5-16) 7 (4-13) <0.001
ICU length of stay, days 20 (12-30) 10 (6-19)) 9(6-16) <0.001
ICU mortality 55(31) 143 (33) 12 (25) <0.001

ICU, intensive care unit, ICU-Al, intensive care unit-acquired infections, COPD, chronic obstructive pulmonary disease, SAPS2, Simplified Acute Physiology Score

2, SOFA, Sequential Organ Failure Assessment score, WBC, white blood cell. Variables are expressed as median (interquartile range) or number (percentage) as

appropriate

" Including fungi (n = 10) and mycobacteria (n =2), **Including metapneumovirus (n= 1) and cytomegalovirus (n=1)

95% CI 1.14-2.12, p=0.005), ARDS (SHR=1.84; 95% CI
1.25-2.72, p=10.002) and duration of mechanical ventila-
tion (SHR=1.027, 95% CI 1.01-1,04, p <0.001) (Table 3).
Of note, because control cohorts were obtained from

one centre, this variable was considered in our statisti-
cal analysis and was not associated with ICU-acquired

pneumonia.
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Fig. 1 Cumulative incidence of ventilator-associated pneumonia
among patients

Discussion

COVID-19 pandemic has shed light on the risk of
shortage in ICU beds related to the surge of ICU
admissions, but also to prolonged bed occupancy
by patients with sustained respiratory failure. Pro-
tracted mechanical ventilation in SARS-CoV-2 pneu-
monia can be primarily ascribed to the severity of the
lung injury, but also to the development of secondary
complications. In this study, we addressed the spe-
cific risk of ICU-acquired pneumonia in the course of
severe. When compared to recent cohorts of patients
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with non-COVID-19 pneumonia, patients with severe
SARS-CoV-2 pulmonary infection exhibited a promi-
nent risk of ICU-acquired pneumonia.

Other studies have already reported various fre-
quency rates of ICU-acquired pneumonia in mechani-
cally ventilated COVID-19 patients, with estimated
incidence ranging from 16 to 31% in two early reports
from China [11, 12]. Since then, several studies con-
firmed this impression [13—16]. Importantly, an accu-
rate estimation for the cumulative risk of I[CU-acquired
pneumonia in ventilated patient requires handling two
main competing events that are extubation and death
to avoid misinterpretation of risks. The high rate of
ICU-acquired pneumonia in COVID-19 patients may
result from a particular susceptibility to pulmonary
superinfections. The question is whether COVID-19
stands as risk factor of ICU-acquired infections on its
own, or if this association is rather related to confound-
ing factors such as exposure to invasive devices or sig-
nificant changes in care practice. Such a retrospective
study can hardly provide a definite answer between
causality and association, despite investigating the
potential confounders and entering them into multivar-
iate models. Since ICU-acquired pneumonia is strongly
associated with the duration under invasive mechani-
cal ventilation, we treated mechanical ventilation as a
time-dependent covariate in multivariate analysis [17].
Nonetheless, it is noteworthy that times from intuba-
tion to the first episode of ICU-acquired pneumonia
were similar across the three groups. Of note, nearly
all patients from the three groups had received antibi-
otics in the early days in the ICU. The increased risk

Table 2 Intensive care unit-acquired pneumonia (ICU-AP) in patients

ICU-acquired pneumonia COVID-19 (n=92) Bacterial pneumonia Viral pneumonia p
(n=113) (n=11)

Frequency 92 (52) 113 (26) 11(23) <0.001
Time from intubation to first ICU-AP, days 9 (6-14) 9(6-12) 7(6.5-14) 0.70
Deterioration to septic shock 45 (49) 72 (64) 5(45) 001
Microbiological documentation

Enterobacteriaceae 50 27 3 <0.001

Non-fermenting GNB 20 114 7

Gram-positive cocci 28 3 1

Polymicrobial 24 (16) 19(17) 2(4)

Fungi 1 2 0
Subsequent episodes of ICU-AP

Second 37(21) 53(12) 3(6)

Third 15 (8) 37(8) 3(6)

Fourth 2(1) 12(3) 0

ICU, intensive care unit, ICU-AP, intensive care unit-acquired pneumaonia. Variables are expressed as median (interquartile range) or number (percentage) as

appropriate
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Table 3 Determinants associated with ICU-acquired pneumonia using sub-distribution hazard ratio in univariate

and multivariate analysis

Variables group Univariate Multivariate
SHR 95% Cl 14 SHR 95% Cl P
Group

Bacterial pneumonia Ref Ref Ref Ref Ref Ref
CovID-19 152 1.17-1.98 0.001 218 1.2-398 0011
Viral pneumonia 08 0.46-142 046 0.76 043-136 035
Male gender 167 1.23-2.27 0.001 1.55 1.14-2.12 0.005
Obesity 1.25 0.96-163 0.094
Immunosuppression 0.68 0.5-0.93 0.02
Admission SAPS2, per point 0.99 0.99-1 0.06
Admission SOFA, per point 097 0.95-1.01 0.15
CoPD 0.65 0.45-097 0.032
Cancer 073 0.52-104 0.081
Prone positioning 1.03 1-1.07 0.075
Vasopressors 142 0.97-2.08 0.073
Blood transfusion 1.21 0.93-157 0.15

Conventional respiratory device 0.39 021-0.73 0003
Antimicrobial treatment 046 0.24-09 0023
ARDS 161 1.39-2.37 <0.001 1.84 1.25-2.72 0.002
Duration of MV prior to VAP, days 1.02 1.02-1.04 <0.001 1.027 1.01-1.04 <0.001

SAPS2, Simplified Acute Physiology Score 2; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; ARDS, acute respiratory distress syndrome; MV, mechanical ventilation. All
covariates were analysed at baseline except for mechanical ventilation that was evaluated as time-dependent covariate

of ICU-acquired pneumonia may also be related to
increased workload that may have prevented strict and
thorough implementation of preventive bundles.

COVID-19 has emerged as a particular infection with
a characteristic two-step course in a significant propor-
tion of patients. Whereas the primary symptoms are
associated with viral shedding, secondary respiratory
deterioration is associated with potent systemic acute
inflammatory response. The pathophysiology of COVID-
19 lung involvement encompasses endothelial and epi-
thelial alterations as well as pulmonary embolism and
microvascular thrombosis. Besides, secondary infectious
insults sustain acute lung injury and likely contribute to
prolonged mechanical ventilation. The particular sus-
ceptibility of post-COVID critically ill patients to ICU-
acquired pneumonia suggests defective anti-infective
immune responses against bacterial superinfections rem-
iniscent of those observed in post-septic patients [18].
Sepsis-induced immunosuppressive response is related
to various quantitative and functional alterations in most
immune cells [4]. Whether such immune dysfunctions
may also account for increased susceptibility to sec-
ondary infections in COVID-19 patients remains to be
investigated.

Interventional studies for severe COVID-19 have so
far attempted dampening the primary pro-inflammatory

cytokine response by anti-inflammatory compounds,
most especially to prevent the respiratory deterioration
of patients with mild pneumonia. There is no signal so
far that such early immunomodulatory therapeutics of
COVID-19 may increase the risk of secondary infections.
However, the particular susceptibility of COVID-19
patients to secondary bacterial infections raises the ques-
tion of immunostimulant strategies later on in the ICU.
For instance, drugs known to restore monocyte functions
and HLA-DR and CD14 expressions such as interferon
gamma (IFNy) or GM-CSF, or drugs to restore lympho-
cyte activation such as IL-7 or thymosin-a may represent
attractive therapeutic options in this setting [19].

This study has several limitations. Although improv-
ing the external validity, the multicentre design also
harbours the risk of inconsistent care and diagnostic pro-
cedures. The diagnosis of ICU-acquired pneumonia was
let at the discretion of the physician in charge, with the
help of a validated score, and was reviewed by an inde-
pendent investigator to ensure appropriate and consist-
ent diagnosis. Data from severe COVID-19 patients were
obtained from seven different ICUs, whereas controls
with bacterial and viral pneumonia were obtained from
one single centre. However, frequencies of secondary
pneumonia in COVID-19 patients were consistent across
centres, and the centre effect was taken into account in
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the multivariate models. Most importantly, such a ret-
rospective study is limited to establish a definite causal-
ity inference, although we aimed at taking into account
major determinants of [CU-acquired pneumonia in the
multivariate model.

Conclusion

We identified SARS-CoV-2 infection as an independent
risk factor of ICU-acquired pneumonia among mechani-
cally ventilated patients with common bacterial and viral
causes of pneumonia. This justifies a thorough reinforce-
ment of preventive measures in these high-risk patients.
In the light of immunomodulatory approaches to treat
COVID-19, our results raise the question of immu-
nostimulant therapies to fight bacterial superinfections in
critically ill COVID-19 patients.
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lll. Article 3: Pulmonary and non-pulmonary sepsis differentially
modulate lung immunity towards secondary bacterial pneumonia: a
critical role for the alveolar macrophage

Jean-Francois Llitjos, Cédric Auffray, Edwige Péju, Zakaria Ait Hamou, Christophe
Rousseau, Aurélie Durand, Clémence Martin, Jean-Paul Mira, Pierre-Régis Burgel,

Jean-Daniel Chiche, Maha-Zohra Ladjemi, Bruno Lucas, Frédéric Péne

En cours de soumission

Nous avons observé que lorigine pulmonaire de [linfection initiale était
associée de maniére indépendante a une susceptibilité particuliere aux PAVM au
sein d’'une population de chocs septiques. Ces données suggérent que le sepsis
entraine une altération profonde des défenses pulmonaires envers une seconde
agression infectieuse, les mécanismes qui contrélent I'orientation et la profondeur de
cette réponse immunitaire demeurent toutefois encore largement méconnus. Une
limite majeure est 'absence de prise en compte du type d’infection initiale et de la
compartimentalisation des réponses immunes susceptible de moduler le
comportement des cellules immunes circulantes et résidentes du poumon. La
modulation du site d’infection primaire apparait donc comme une opportunité de
modélisation originale de la réponse pulmonaire au cours de la phase

d’immunosuppression post-septique.

Des souris C57BL/6J ont été soumises a une péritonite polymicrobienne par
ligature ponction caecale (LPC) ou a une pneumonie bactérienne par instillation
intra-trachéale d’Escherichia coli. Les contrbles respectifs consistaient en la
réalisation d’une laparotomie simple et linstillation de PBS. Sept jours aprés la
premiere agression, il était réalisé chez les souris survivantes une instillation intra-
trachéale de Pseudomonas aeruginosa (souche PAO1). En comparaison des
contréles, les souris post-LPC ont une susceptibilité accrue a une infection
secondaire a P.aeruginosa avec une clairance bactérienne diminuée et une mortalité
accrue (50% vs. 0%, p<0.05). En revanche, toutes les souris post-pneumonies ont

survécu et ont méme présenté une clairance bactérienne plus rapide par rapport a
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leurs témoins. La distribution des cellules immunitaires pulmonaires avant la seconde
agression infectieuse (jour 7) montre une diminution des quantités absolue et relative
des macrophages alvéolaires (MA) chez les souris post-LPC alors qu'elles
augmentaient chez les souris post-pneumonies. Contrairement aux MA issus de
souris post-LPC, les MA de souris post-pneumonie ont un niveau d’expression du
CMH de classe Il élevé, une signature transcriptomique orientée vers la défense
antibactérienne et favorisent la prolifération des cellules T CD4 spécifiques de
I'antigéne. De plus, nous avons observé au 7™ jour une augmentation en cellules T
régulatrices (Treg) au sein des poumons de souris post-LPC par rapport aux souris
témoins et post-pneumonie. Cette augmentation était dépendante des voies de
signalisation TLR2. La déplétion des Treg médiée par CD25 avant la pneumonie a P.
aeruginosa a restauré la survie et la clairance bactérienne chez les souris post-LPC.
La déplétion des Tregs était associée a la restauration du nombre et des fonctions

des MA issus de souris post-LPC.
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INTRODUCTION

Sepsis represents the systemic response to an infection and is a leading
cause of intensive care unit (ICU) admission. Septic shock is the most severe
presentation of sepsis and is associated with a high mortality rate (147). Thanks to
antimicrobial treatments and organ failure supports, most patients with septic shock
now survive the primary insult but then become highly susceptible to ICU-acquired
infections (148). Ventilator-acquired pneumonia thereby accounts for a major cause
of morbidity and mortality in septic patients (1). Interestingly septic shock patients
with pneumonia exhibit a peculiar risk of ICU-acquired pneumonia, suggesting that a
primary pulmonary insult may drive profound alterations in lung defence towards
secondary infectious insults (149). Understanding the pathophysiological

mechanisms responsible for this susceptibility

The immune pathophysiology of sepsis is viewed as a transient dysregulated
overwhelming inflammatory response, followed by a complex and sustained
immunosuppressive response related to quantitative and functional defects in both
innate and adaptive immune cells. Sepsis-acquired immune dysfunctions have been
associated with increased susceptibility to nosocomial infections in critically ill
patients. Animal models of sepsis have reported defective lung defense towards
superimposed infectious insults but the role of the primary source of infection on
further impairment in lung defense has not been addressed. Clinical and
experimental data consistently point to a major regulatory role of antigen-presenting
cells in sepsis-induced immunosuppression. Monocyte deactivation is considered as
a sound marker of susceptibility to ICU-acquired infections in septic patients, while
dendritic cells have been involved in the regulation of post-septic lung defence in
experimental models. However, it is noteworthy that few studies focused on alveolar
macrophages despite their pleiotropic functions of frontline immune surveillance

against pathogens, regulation of surfactant production as well as tissue healing.

These observations raise the question of the cellular and molecular
mechanisms underlying the sepsis-induced alterations in lung immunity and the
eventual susceptibility to superimposed infections. Modulation of the primary source
of infection appears as an original and clinically relevant opportunity to address the
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compartmentalization of lung response during sepsis-induced immunosuppression.
The main goal of this research project is to address the impact of primary pulmonary
or non-pulmonary infectious insult on lung immunity, most especially on the turnover

and functions of alveolar macrophages.
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MATERIAL AND METHODS

Mice

8 to 12 week-old mice of C57BL/6J background were used in all experiments. Wild-
type mice were purchased from Janvier Laboratory. TIr2”- mice were kind gift from
Prof. Shizuo Akira (Osaka University, Japan). FoxP3-GFP-expressing mice were
obtained from Dr Bernard Malissen (Centre d’immunologie Marseille-Luminy,
France). OT-ll mice (C57BL/6-Tg(TcraTcrb)425Cbn/Crl) were purchased from
Charles River laboratory. All mice were housed under pathogen-free conditions at the
animal facility of Cochin Institute. Female mice were used for this work except in
experiments involving TIr2”- mice. Mice were randomly assigned to experimental
groups. Experiments were approved by the Paris Descartes University animal care
and use committee (decision number #17-045). Mice were terminally euthanized by

cervical dislocation for the collection of organs and tissues.

Bacteria

We used the Escherichia coli strain ATCC 25922, the Pseudomonas aeruginosa
strain PAO1 and the Klebsiella pneumoniae strain KP SB2390. Bacteria were grown
for 16 hours in Luria-Broth medium under shaking conditions (180 rpm) at 37°C, then
washed twice in sterile phosphate buffered saline. Bacterial concentration was
adjusted by spectrophotometry using a reference curve. The desired bacterial load
was intratracheallly instillated in a volume of 50 pL. The inoculum concentration was

systematically verified by serial dilution quantification.

Sequential double-hit models

Mice were first subjected to either E. coli pneumonia or to polymicrobial peritonitis, or
to their respective control procedures. Regardless of the primary insult, all mice were
subsequently subjected to P. aeruginosa or K. pneumoniae pneumonia.

With regard to pneumonia, mice were briefly placed under general halogenated
anesthesia (isoflurane, Aerrane) to receive an intrapulmonary instillation of a 50-uL
bacterial solution through a tracheal cannula. Control mice received intratracheal
instillation of 50 L sterile PBS.

Polymicrobial peritonitis was induced by cecal ligation and puncture (CLP). Briefly
mice were anesthetized by intra-peritoneal (i.p.) administration of ketamine (100
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mg/kg) and xylazine (10mg/kg). The cecum was exposed, ligatured at its external
third and punctured through and through by a 26-gauge needle. The incision was
then sutured in layers and animals were resuscitated with i.p. injection of 1 mL sterile
saline. Sham-operated mice underwent laparotomy with neither cecal ligation nor
puncture. Six hours after surgery and the following 12 hours during the next 3 days,
mice received i.p. saline resuscitation and injection of painkillers (buprenorphine
0.1ug per g bodyweight). Vital status and weight were evaluated daily using a
composite score including external aspect, moving and drinking abilities, reactivity to
handling and isolation from the group. Mice were euthanized if reaching predefined

major disability.

Bacterial clearance

Lung clearance of P. aeruginosa was assessed through quantitative bacterial culture
with serial dilution of lung homogenates (Ultra-Turrax homogenisers, IKA) in Luria-
Bertani agar plates supplemented with 100mg/L amoxicillin-clavulanic acid in order to

avoid growth of non-pseudomonal bacteria.

Cell isolation

After sternotomy, 20 mL PBS (GIBCO) were perfused in the right-sided heart in order
to remove blood from vasculature. Lungs and spleen were excised and minced and
incubated in medium containing 1mg/mL collagenase D (Sigma) and 0,1 mg/mL
DNase | (Sigma) for 15 minutes at 37°C. Digested lungs and spleen were smashed
and passed through a 40-uym cell strainer in PBS supplemented with 5% fetal calf
serum (GIBCO), 0.1% NaNs (Sigma) and EDTA (2mM, Sigma).

Flow cytometry

Immune cell distribution was evaluated by flow cytometry. Cell suspensions were first
incubated with Fc-blocker anti-CD16/32 antibody (dilution 1:20, Miltenyi Biotech) for
15 minutes, and then stained with fluorescent antibodies for 15 minutes at 4°C.
Multicolor fluorescence was analyzed using a Fortessa cytometer (BD Biosciences)
and analysis was performed using FlowJo software. Compensations were performed
using UltraComp eBeads (In Vitrogen). Among viable cells, we identified the main
myeloid cells as follows (figure S1A): alveolar macrophages (CD45* CD11c* CD11b"
SiglecF"9"), polymorphonuclear cells (CD45* CD11b* Ly6G"9"), Ly6Ch9" monocytes
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(CD45* CD11b* Ly6Chdh), Ly6C'° monocytes (CD45* CD11b* Ly6C"t MHCII*
F4/80%). Lymphoid subsets were identified as follows (figure S1B): B lymphocytes
(CD45* CD19* TCR"), CD4* T cells (CD45* CD19- TCRB* CD4* CD8"), CD8* T cells
(CD45* CD19° TCRB* CD4- CD8*) and Natural Killer cells (CD45* NK1.1* TCRf").

In addition, cells were permeabilized by FoxP3 staining buffer (eBioscience) and

stained for intracellular transcription factors.

Flow cytometry antibodies

Ly6G-APC (clone 1A8), SIRPa-APC (clone P85), CD200R-AF647 (clone OX-110),
SiglecF-AF647 (clone E50-2440), VB5.1,5.2-PE (clone MR9-4), CD11¢c-PECy7 (clone
HL3), NK1.1-PerCpCy5.5 (clone PK136), CD64-bv650 (clone X54-5/7.1), SiglecF-
PECF594 (clone E50-2440), CD45.2-bv711 (clone 1D4), Ly6G-bv786 (clone 1A8),
CD4-Pacific Blue (clone RM4-5), CD11c-bv605 (clone HL3), Ly6C-bv421 (clone AL-
21), CD4-bv510 (clone RM4-5), TLR2-AF647 (clone 6C2), FoxP3-PE (clone MF23),
CD19-APC (clone 1D3), GATA3-PE (clone L50-823) were purchased from Becton-
Dickinson. Cx3CR1-AF647 (clone SAO11F11), CCR2-AF647 (clone SA203611),
MHCII-AF647 (clone M5/114.15.2), CD86-APCCy7 (clone GL-1), CD115-PE (clone
AFS98), CD80-PE (clone 16-10A1), Ly6C-bv421 (clone HK1.4), TLR4-APC (clone
1D3), CCR6-bv421 (clone 29-2L17) were purchased from BioLegend. CD11b-FITC,
F4/80-PE, RORyt-PE, Tbet-APC and CD8-APCvio770 were purchased from Miltenyi
Biotec.

anti-CD25 (7D4)

Isolation of alveolar macrophages
Successive bronchoalveolar lavage (BAL) collections of 1 mL (up to a total of 5 mL)
were collected. The BAL fluid was subjected to CD11c-positive immunomagnetic

selection (Miltenyi) resulting in purity > 90%.

Microarrays

CD11c-positive alveolar macrophages were purified as previously described. Total
RNA was extracted using the total RNA purification kit (Norgen Bioteck Corp). After
validation of the RNA quality with Bioanalyzer 2100 (using Agilent RNA6000 pico
chip kit), 3 ng of total RNA was reverse transcribed following the Ovation PicoSL
WTA System V2 (Tecan). The resulting double strand cDNA was used for
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amplification based on SPIA technology. After purification according to Tecan
protocol, 3.6 ug of Sens Target DNA are fragmented and biotin labelled using Encore
Biotin Module kit (Tecan). After control of fragmentation using Bioanalyzer 2100,
cDNA is then hybridized to GeneChip® ClariomS Mouse (Affymetrix) at 45°C for 17
hours. After overnight hybridization, chips are washed on the fluidic station FS450
following specific protocols (Affymetrix) and scanned using the GCS3000 7G. The
scanned images are then analyzed with Expression Console software (Affymetrix) to
obtain raw data (cel files) and metrics for Quality Controls. RNA normalization is
performed using TAC4.0 software (Thermofisher) and statistical analysis was
performed with Partek Genomic Suite 7.0 software. Analysis of the data was
performed using Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) using the javaGSEA
Desktop application using phenotype permutation, Ratio_of Classes as a ranking
metric and the weithed scoring scheme. To generate heatmpas, we used R software
(with the gplots and RcolorBrewer packages). For the PCA analysis, we used R with

the following packages: FactoMineR and Factoextra.

CD4* T cells and regulatory T cells (Tregs) depletion
Mice were intravenously injected with anti-CD4 and anti-CD25 (clone PC61)
antibodies (BioXCell) at days 1, 3 and 6 after the first hit. Tregs depletion was

checked in splenocytes by flow cytometry.

Whole-lung cytokine measurement

Cytokine production was assessed by RT-qPCR and ELISA. After whole lung
removal, RNA was extracted and purified using the total RNA purification kit (Nogen
Bioteck Corp). cDNA wad synthetized using the protocol RevertAid H-Minus M-MuLV
(Fermentas). mRNA levels of target genes (//10, Tnfa, lI6 and 1/133) and Sdha
(Succinate dehydrogenase complex subunit A) reference gene were quantified by
real-time PCR using the protocol LightCycler 480 SybRGreen | Master (Roche) and
gene-specific primers. Gene expression was expressed as normalized relative
quantity (NRQ) = 224t were A cycle threshold (ACt) = Cttarget — Ctspra) for each
individual sample. IL-33, TNFaq, IL-6 and IL-10 protein levels were assessed using
ELISA (R&D Systems).

Phagocytosis assay
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Pseudomonas aeruginosa was grown in Luria-Bertani (LB) broth at 37°C shaken at
180 rpm for 16 hours, and then incubated for 30 minutes with pHrodoRed-SE dye
(Life Technologies) in 100mM NaHCOs at room temperature. pHRodoRed-SE-
labeled P. aeruginosa were intratracheally instillated to mice. The uptake of
pHRodoRed-SE-labeled P. aeruginosa by CD45*SiglecF*CD11c* lung cells was

evaluated by flow cytometry using.

OT-ll proliferation assay

AM from various experimental conditions were positively selected through CD11c
expression. OT-lIl CD4 T cells were purified from lymph nodes of transgenic Ly5.1+
mice by both negative selection and FACS sorting (ARIA, BD), and were labeled with
Cell Trace Violet (CTV, Invitrogen). 106 CTV-labeled OT-Il CD4* T cells were plated
in 96-well plate with or without 323-3300va peptide (Sigma-Aldrich) at 15 ymol/L, and
cultured at 37°C for 60 hours in the presence of 10° alveolar macrophages. The

proliferation of CTV-labeled cells was assessed by dye dilution in flow cytometry.

Statistical analysis

Data were plotted using GraphPad Prism software. Survival curves were represented
using the Kaplan-Meier method and were compared by the log-rank test. Continuous
data were shown as scatterplots or mean+SD and compared by Kruskal-Wallis non-
parametric test with Dunn’s multiple comparison test, unpaired t-test and Mann-
Whitney U test.
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RESULTS

Impact of non-pulmonary and pulmonary sepsis on susceptibility to secondary

bacterial pneumonia

In order to address the differential impact of non-pulmonary and pulmonary
sepsis on lung immunity, we developed double-hit animal models where mice first
subjected to polymicrobial peritonitis or to E. coli pneumonia were secondarily
subjected to Gram-negative bacterial intrapulmonary challenge (Figure 1A).
following the primary insult, mice subjected to polymicrobial peritonitis and E. coli
pneumonia exhibited similar weight loss and mortality rates, all deaths occurring
within 7 days (figure S2A and S2B).

When compared to sham-operated mice, post-CLP mice exhibited higher
mortality towards secondary P. aeruginosa (figure 1B and S2C) or K. pneumoniae
pneumonia (figure S2D). In contrast, post-pneumonia mice were resistant to
secondary P. aeruginosa pneumonia when compared to post-PBS mice (figure 1B).
Accordingly, 24-h and 48-h lung clearance of P. aeruginosa were impaired in post-
CLP mice while improved in post-pneumonia animals (Figure 1C).

These results suggest that post-septic anti-infective lung response rely on the
primary source of infection, non-pulmonary and pulmonary sepsis being respectively
associated with hypersusceptibility or resistance to secondary P. aeruginosa

pneumonia.

Distribution of lung immune cells after non-pulmonary or pulmonary sepsis

We analyzed the amounts and distribution of lung myeloid and lymphoid cells
at different time points (days 1, 3 and 7) following the primary insult, prior to
secondary P. aeruginosa challenge. Immune cell distribution was similar in both
sham-operated and PBS-challenged control mice. In contrast, non-pulmonary and
pulmonary sepsis differentially modulated the distribution of lung immune cells
(figure 2A and 2B). Pulmonary bacterial infection resulted in major but transient
neutrophil recruitment at day 3 that was resolved at day 7. Ly6C"9" lung monocytes
increased in both post-septic conditions, albeit delayed in post-CLP mice. The
amounts of CD45*CD11c*Siglec-F"9" alveolar macrophages dropped early in both

80



CLP-operated and E. coli-challenged mice, but remained low in post-CLP mice while
dramatically increased later on in post-pneumonia mice (figures 2B and 2C). Early
loss in alveolar macrophages was related to a predominant apoptotic mechanism in
CLP-operated mice while related to necrosis in E. coli-challenged mice (figure S4A).
In order to address whether changes in lung myeloid cells are organ-specific, we
addressed the behaviour of myeloid cells within the spleen of post-septic and control
animals (figure S3A and S3B). It is noteworthy that E.coli pneumonia had little or no
impact on myeloid cell distribution in the spleen. In contrast CD11¢c'CD11b*Ly6G"
F4/80* macrophages, Ly6C"9" monocytes and PMN cells transiently increased at day
3 in the spleen from post-CLP mice (figure S3B). Non-pulmonary and pulmonary
insults also altered the distribution of lung lymphoid cells since B-cells and T-cells
tended to decrease in CLP-operated mice while increased in post-pneumonia mice
(figures 2B and 2C).

In summary, lung responses towards non-pulmonary and pulmonary sepsis
appear markedly different and compartmentalized. Sustained post-CLP depletion and
post-pneumonia reexpansion in alveolar macrophages suggest their involvement in

response towards secondary P. aeruginosa pneumonia.

Functions of alveolar macrophages after non-pulmonary or pulmonary sepsis

Alveolar macrophages harbor various functions of phagocytosis of pathogens (79),
release of inflammatory mediators and antigen processing and presentation.
Transcriptomic assessment provides a global and comprehensive view of cellular
functions. We addressed the transcriptomic response of alveolar macrophages
obtained for animals subjected to sham surgery, CLP, PBS i.t. challenge or E. coli i.t.
challenge seven days ago. Using gene set enrichment analysis (GSEA) and the
curated C5 gene set collection from the MSigDB (7474 gene sets), we observed
enrichment in several pathways involving detection of stimulus and antigen-T
receptor interaction (FDR<25% and p-value<0.001) (figure S5A). Principal
component analysis (PCA) of the whole dataset showed that post-CLP AM
differentially clustered from sham-operated, post-pneumonia and post-PBS AM
(figure S5B). The numbers of both downregulated and upregulated differentially
expressed genes (DEG) were higher between post-CLP and post-pneumonia
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alveolar macrophages (figure S5C). GSEA analysis (curated C5 gene set collection)
retrieved gene enrichment in lipid metabolism and interferon response pathways in
post-pneumonia AM when compared to post-CLP AM (Figure 3A & B). Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) revealed downregulation of pathways involved in cytokine
signaling and infection response pathways in post-CLP compared to post-pneumonia

alveolar macrophages (figure S5D).

We specifically addressed the hallmark functions of phagocytosis and antigen
presentation in alveolar macrophages. Phagocytosis could be addressed thanks to
bacterial tracing with dye pHRodoRed-SE that binds to bacterial cell wall and exhibits
fluorescence under low-pH environment of lysosomes. We intratracheally inoculated
post-CLP and post-pneumonia mice with pHRodoRed-SE-labeled P. aeruginosa.
Alveolar macrophages accounted for the main cell subset engulfing labeled bacteria
(Figure 3). Absolute numbers of phagocytic macrophages were decreased in post-
CLP mice, whereas increased in post-pneumonia mice. However, relative proportions
of phagocytic macrophages as well as fluorescence intensities were higher in post-
CLP than in post-pneumonia mice (Figure 3). This was consistent with the
differential expressions of signal-regulatory protein a (SIRPa) onto post-CLP and
post-pneumonia alveolar macrophages, with respect to its inhibitory functions on
phagocytosis (figure 3)(150). Therefore, differences in lung bacterial clearance in
post-septic mice appear to be relying on the numbers of alveolar macrophages but

not on acquired functional defects.

Alveolar macrophages from day-7 post-CLP mice exhibited decreased MHC2
surface expression as compared to post-pneumonia AM (Figure 3) Expressions of
the co-stimulatory molecules CD80 and CD86 remained similar across all four
experimental conditions. We assessed the capacity of alveolar macrophages to
prime OT-ll CD4 T-cells expressing ovas2s-sse-restricted TCR in the presence of
ovaszs-3zg peptide. Sham-operated, post-PBS and post-pneumonia alveolar
macrophages displayed similar potent capacities to prime OT-Il proliferation. OT-II
proliferation was markedly attenuated in the presence of post-CLP alveolar

macrophages (Figure 3).
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Besides quantitative changes, these results suggest that non-pulmonary or
pulmonary source of infection skew alveolar macrophages towards paralyzed or

trained functional status, respectively.

Transcriptomic response of alveolar macrophages towards P. aeruginosa

We addressed the transcriptomic patterns of alveolar macrophages harvested
24 hours after secondary P. aeruginosa i.t. challenge in post-septic and control mice.
Principal component analysis of the whole dataset showed that post-CLP and post-
pneumonia macrophages clustered apart whereas controls clustered closer (figure
4A). We found 681 DEG between post-CLP and post-PBS macrophages, and 918
DEG between post-pneumonia and post-PBS macrophages (figure 4B). Using gene
Ontology (GO) analysis, DEG in post-CLP macrophages were involved in several
pathways, especially decreased innate immune response and response to IFNy
(figure 4C and S6A). Ingenuity Pathways Analysis (IPA) highlighted similar major
changes in pathways in post-CLP macrophages (figure 4D and S6B). In post-
pneumonia alveolar macrophages, GO analysis identified the involvement of DEG in
several metabolic processes (figure S6A). This was confirmed by the IPA analysis of
the whole dataset, which highlighted the activation of pathways involved in
cholesterol biosynthesis (figure 4D and S6B). Therefore, these results suggest that
the source of primary infection can differentially set the metabolism and the further

anti-infective response of alveolar macrophages.

Immunomodulatory functions of Tregs in post-septic lung defence

CD4 T cells are central regulators of anti-infective immune responses. As also
mentioned above (figure 2C), the primary source of infection altered the numbers of
lung CD4 T-cells, which were decreased in post-CLP mice and increased in post-
pneumonia mice (Figure S7A). Among CD4* T cells, the proportion of CD44*
CD62L- effector memory T cells was higher in post-pneumonia mice (Figure S7A).
We assessed the distribution of lung CD4* subsets through intra-cellular expression
of the master transcription factors Tbet, GATA3, RORyT, FoxP3 for the identification
of T-helper (Th)-1, Th-2, Th-17 and T-regs lymphocytes, respectively (figure S7B). It
is noteworthy that CD4 T-cell depletion in post-CLP lungs was nonetheless
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associated with a relative increase in T-regs (Figure 5A). The relative proportions of
CD44*CD62L" and CD44-CD62L* Tregs as well as expressions of FoxP3, Tbet, and
RORyt within T-regs remained similar across all four experimental conditions (figure
S7C & S7D). Among CD44* CD62L" effector memory CD4* T cells (Tewm), proportions
of Th2 and Th17 lymphocytes were respectively decreased and increased in post-
CLP lungs (Figure 5A).

In order to address the role of Tregs in post-septic lung defence, mice
subjected to the primary insult were administered anti-CD4 or anti-CD25 depleting
antibodies prior to secondary P. aeruginosa pulmonary challenge. Neither CD4 nor
CD25 depletion altered bacterial clearance of P. aeruginosa in post-PBS and sham-
operated mice. In contrast, both CD4 and CD25 depletion improved P. aeruginosa
clearance in post-CLP mice. CD25 depletion conversely impaired P. aeruginosa
clearance in post-pneumonia mice (Figure 6A). CD25 depletion restored the number
of total alveolar macrophages as well as the number of phagocytic macrophages in
post-CLP mice (Figure 6C and 6D). Tregs depletion has little effect on MHC-Il and
CD200R membrane expression, albeit with a trend towards increased expression in
post-pneumonia alveolar macrophages (Figure 6E).

In summary, post-CLP depletion in alveolar macrophages is driven by the relative
expansion in Treg, suggesting that Tregs regulates the myeloid compartment in post-

septic lungs.

Tir2-dependent regulation of post-septic lung

We previously reported that TIr2 deficiency prevents the acquired susceptibility to
secondary P. aeruginosa pneumonia in post-CLP mice (151). We confirmed this
observation through improved survival and improved P. aeruginosa clearance in
post-CLP TIr2”- mice (figure 6A and 6B). Interestingly, preservation of antibacterial
lung defence in post-CLP TIr2” mice was associated with restoration of Tregs and
alveolar macrophages proportions. (figure 6C and 6D). These results suggest that
TLR2 drives post-septic Tregs expansion and the eventual depletion in alveolar

macrophages in lungs from post-CLP mice.
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DISCUSSION

In this study based on clinically-derived double-hit models, the source of a
primary infection, either pulmonary or non-pulmonary, profoundly modulates lung
defence towards a secondary infectious insult. A primary bacterial pneumonia
improved anti-infective lung responses through fast reconstitution of trained alveolar
macrophages with readily potent phagocytic activity. In contrast, polymicrobial
peritonitis impaired anti-infective lung response through TIr2-dependent expansion of

Tregs that sustained sepsis-induced depletion in alveolar macrophages. In contrast,

This experimental study arose from the clinical observation that patients with
septic shock related caused by pneumonia exhibited a particular susceptibility
towards secondary ICU-acquired pneumonia, after adjustment with confounding
factors including time under invasive mechanical ventilation. This suggested that a
primary pulmonary infection specifically impairs lung immunity resulting in defective
response towards secondary infectious insults. We attempted to mimic those
common clinical situations in double-hit experimental models of non-pulmonary vs.
pulmonary sepsis followed by Gram-negative bacterial pneumonia. Unexpectedly, we
observed opposite impacts on susceptibility to superimposed pulmonary infections:
post-CLP mice became susceptible whereas post-pneumonia mice became resistant
to secondary lung challenge. A number of factors may account for this apparent
discrepancy, related to both the primary and the secondary insults. Experimental
peritonitis is contained through the constitution of intra-abdominal abscesses, likely to
sustain a protracted inflammatory process, whereas resolution of bacterial
pneumonia usually relies on fast bacterial clearance. Experimental pneumonia lacks
the common pathophysiological features of ventilator-acquired pneumonia related to
the presence of the endotracheal tube and the frequent tracheobronchial bacterial

colonization prior to the development of pneumonia.

Sepsis-induced immunosuppression is related to various quantitative and
functional immune defects in most innate and adaptive immune cells, including
deactivation of monocyte with reduced expression of HLA-DR, apoptosis of T-cell
and B-cell lymphocytes, depletion of innate-like T cells, expansion of regulatory T
cells, apoptosis and functional abnormalities in dendritic cells (25). Owing to
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convenient accessibility, assessment of immune dysfunctions is mostly limited to
circulating cells in septic patients. As of today, assessment of HLA-DR expression
onto monocytes is the most robust biomarker to predict the development of ICU-
acquired infections in critically ill patients. Whether monocyte deactivation reflects the
behaviour of resident macrophages within organs is questionable with respect to the
compartmentalization of inflammatory responses and the functional specialization of
tissular macrophages. A comprehensive assessment of macrophage numbers, origin
and transcriptomic responses to various injuries (CLP, stroke and myocardial
infarction) identified both organ- and injury-specific macrophage responses (5).
However, neither the source of sepsis nor the eventual susceptibility to secondary

infections was addressed.

Alveolar macrophages are pivotal innate immune cells localized at the alveolar
mucosal surface. Owing to their unique localization, they exert important sentinel and
anti-pathogens functions in close communication with a unique environment (98). We
observed different time courses in the numbers of alveolar macrophages between
post-CLP mice and post-pneumonia mice. Both primary non-pulmonary and
pulmonary insults resulted in early depletion in alveolar macrophages, that was
sustained in post-CLP mice whereas rapidly reversible in post-pneumonia animals.
Differential P. aeruginosa lung clearance across models could be mainly related to
differences in numbers of alveolar macrophages, but not to phagocytic dysfunctions.
Emerging evidences report different abundance of tissue macrophages after remote
various insults including myocardial infarction, stroke or sepsis, the amplitude and
direction varying depending on tissue localization and type of injury (5). Alveolar
macrophages are of embryonic origin and turn over slowly under homeostatic
physiological conditions independently of circulating monocytes (81-84). Under
inflammatory conditions, alveolar macrophages are maintained either independent
from monocytes (83,94,150) or with the contribution of circulating monocytes (91,92).
Cross-protection or susceptibility to secondary infections suggests post-infective
modifications in immune cells. This assumption has led to the recent emergence of
the innate immune memory concept (145). In recent years, emerging evidences have
highlighted the capacity of innate immune cells such as natural killers and
macrophages to develop long-term innate immune memory, leading to tolerance or

enhanced protection against extrinsic agents. Such functional changes mostly rely on
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epigenetic reprogramming (145). In the lung, trained memory alveolar macrophages
are characterized by high MHC-Il expression, a defense-ready gene signature and
increased lipid metabolism (94). We observed similar profile in post-pneumonia
alveolar macrophages but an opposite profle among post-CLP alveolar
macrophages, suggesting that local infection favors trained immunity whereas

remote infection induces tolerance.

We identified a cross-talk between Tregs and alveolar macrophages, highly
dependent on the type of primary insult. After CLP, Treg depletion in CLP-operated
mice increased the number of alveolar macrophages and improved bacterial
clearance. This is accordance with a study where Treg-depleted mice display
increased numbers of immune cells including alveolar macrophage after LPS
intratracheal administration (152). Conversely, Treg depletion induced bacterial
clearance comparable to controls with decreased AM numbers. The role of Tregs in
infections is complex since has been ascribed to both harmful and beneficial effects.
On one hand, Tregs may drive inapproriate anti-infective immune responses through
the IL-33-mediated expansion of type 2 innate lymphoid cells (29) and TGFf-
mediated tolerogenic differentiation of dendritic cells (146). On the other hand, Tregs
expansion may promote resolution of lung injury through TGFB-dependent lung
epithelium proliferation via amphiregulin expression (152,153). Studies specifically
investigating the relations between alveolar macrophages and Tregs in various
infectious insults reported in turn the advantageous induction of Tregs by alveolar

macrophages (154,155).

TIr2 is a broad-spectrum pattern recognition receptor through
heterodimerization with either TIr1 or TIr6, thereby able to sense multiple pathogens
including both Gram-positive and Gram-negative bacteria. We previously identified
an intriguing role of TLR2 in the regulation of sepsis-induced immunosuppression
(151). We herein confirmed that TIr2”- mice subjected to polymicrobial peritonitis
displayed resistance to secondary P. aeruginosa pneumonia. Although P. aeruginosa
can stimulate TIr2 in vitro, TIr2 is dispensable to mount an appropriate lung response

to primary P. aeruginosa pneumonia (151). TIr2 deficiency prevented both the
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expansion of pulmonary Tregs and the depletion in alveolar macrophages induced by
polymicrobial peritonitis. TLR, especially TLR2 are known to have direct and indirect
effects on Tregs. The expansion of Tregs is dependent on TLR2 (156), and Tregs
can thus expand without antigen-presenting cells and transiently lose their
suppressive abilities in the presence of the TLR2 agonist Pam3Cys-SK4 (157). In
addition, Tregs functions are regulated by cytokines produced by TLR-activated
dendritic cells (158).

CONCLUSION

The source of sepsis has a major impact on susceptibility towards
superimposed pulmonary infectious insults, thereby highlighting the heterogeneity of
septic responses on lung immunity. This study provides evidence for a cross-talk
between Tregs and alveolar macrophages in the setting of acute inflammation. With
respect to the burden of nosocomial pneumonia, a better comprehension of lung
defence may feed innovative immunomodulatory therapeutic insights. However, the
limited translation between experimental infection models and human sepsis calls for

caution for any attempt to manipulate lung immunity.
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Figure legends

Figure 1: Characterization of the pulmonary and extra-pulmonary double-hit
models

A: Description of double-hit experimental outlines. Mice were subjected to primary
non-pulmonary sepsis through polymicrobial peritonitis induced by caecal ligation
and puncture (CLP) or to pulmonary sepsis through intratracheal (i.t.) instillation of
5.108 Escherichia coli. Controls were subjected to laparotomy without CLP (sham
surgery) or i.t. PBS instillation, respectively. Seven days after the primary insult ,
post-septic and control mice were subjected to i.t. administration of Pseudomonas
aeruginosa .

B: Survival of post-CLP and sham-operated mice (left panel) and in post-pneumonia
and post-PBS mice (right panel) following secondary P. aeruginosa i.t. administration
(5.108 CFU) (n=10 mice per group).

C: Lung bacterial load 24h and 48h after i.t. instillation of 108 P. aeruginosa (n=6-8
per group).

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Graphs are pooled from 2 independent experiments.

Figure 2: Distribution of immune cells in in lungs after primary non-pulmonary
and pulmonary sepsis

Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration). Cell distribution in the lung was
analyzed by flow cytometry.

A: Time course of lung immune cell counts following the primary insult in post-CLP
(black line), sham-operated (black dashed line), post-pneumonia (red line) and post-
PBS mice (red dashed line) (n=4-10 mice per group and per time point). Cell counts
are pooled from 2 independent experiments and are expressed as mean + SD.

B: T-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) plots showing the normalized
expression of the main markers of the monocyte/macrophage lineage overlaid on T-
SNE plots in lungs from mice at day 7 after the primary insult.

C: Distribution of immune cells in lungs from mice at day 7 after the primary insult.
Proportions are shown as percentage of CD45" cells.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Figure 3: Non-pulmonary and pulmonary sepsis differentially modulate the
phenotype of alveolar macrophages.
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Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration). Seven days after, alveolar
macrophages were sorted by flow cytometry for functional assessments.

A: Significantly (FDR<25%, g-value<0.001) dysregulated pathways using Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) between alveolar macrophages from post-pneumonia,
post-PBS and post-sham-operated mice compared to alveolar macrophages from
post-CLP mice (n=3 post-CLP and post-pneumonia mice and n=2 sham-operated
and post-PBS controls). Pathways are ranked according to their Normalized
Enrichment Score (NES) value.

B: Gene set enrichment analysis (GSEA) of the gene sets GO
PHOSPHOLIPID_TRANSPORT and GO RESPONSE_TO_INTERFERON_GAMMA
in post-pneumonia vs. post-CLP alveolar macrophages. FDR are calculated by gene
set permutation.

C: Expressions of molecules involved in antigen-presenting functions (MHCII, CD80
and CD86), phagocytosis (SIRPa) and regulation of activation signals (CD200R and
Siglec-F) in alveolar macrophages from mice at day 7 from the primary insult (n=6-9
mice per conditions).

D: Distribution of phagocytic CD45" cells in lungs of mice 12 hours after i.t.
administration of pH-RodoRed-SE-labeled P. aeruginosa (10 CFU) (n=5-6 mice per

group).

E: Proportions of phagocytic cells among alveolar macrophages (n=5-6 mice per
group).

F: pH-RodoRed-SE fluorescence intensity in alveolar macrophages.

G: Naive cell-trace violet (CTV)-labeled OT-Il cells were cultured for 60h at a 10:1
ratio with alveolar macrophages from mice at day 7 from the primary insult, in the
presence of ovaszs-3sg peptide (15 pg/mL). Dividing OT-II cells were identified through
dye dilution. Data are representative of two independent experiments.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Figure 4: Transcriptomic analysis in alveolar macrophages during secondary
P. aeruginosa pneumonia.

Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration), and subjected to secondary P.
aeruginosa i.t. instillation at day 7. 24h after P. aeruginosa i.t. challenge, alveolar
macrophages were sorted by flow cytometry for transcriptomic analysis.

A: Principal component analysis (PCA) using transcript abundance of genes in
alveolar macrophages (n=3 in each group).
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B: Venn diagram of gene expressions between alveolar macrophages from post-
CLP, sham-operated and post-pneumonia mice compared to post-PBS alveolar
macrophages. Genes are depicted if significantly upregulated and downregulated
(FC>2 and p-value<0.05).

C: Hierarchical clustering and heatmaps of genes related to lipid metabolic process
(GO:0006629), innate immune response (GO: 0045087) and response to interferon
gamma (G0O:0034341) in alveolar macrophage.

D: Radar map depicting the 10 ten most significantly dysregulated pathways between
post-CLP and post-PBS alveolar macrophages (left panel) and between post-
pneumonia and post-PBS alveolar macrophages (right panel). Represented values
are —log10 (B-H) calculated using IPA (Ingenuity Pathways Analyis, QIAGEN*). Of
note, we represented the values from others groups on each panel.

Figure 5: Remote polymicrobial sepsis increases the proportion of FoxP3*
Tregs in the lung

Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration).

A: CD4" T cells subsets were analysed in the lung at day 7 from the primary insult.
Tregs were identified as CD45* TcRB* CD4* CD8  FoxP3* cells and were expressed
as percentage of CD4+ T cells. TH1, TH2 and TH17 lymphocytes were identified as
CD45" TcRpB*CD4* CD8 CD44* CD62L" T-bet* GATAS" cells, as CD45" TcRB* CD4*
CD8- CD44* CD62L" T-bet GATA3" cells and as CD45* TcRB* CD4* CD8- CD44*
CD62L" T-bet- GATA3 RORyt* cells, respectively, and expressed as percentages of
effector memory T cells. Figures are representative of two independent experiments
(n=7-9 per group).

B: Mice were treated or not with anti-CD4 or anti-CD25 depleting antibodies at days
1, 3 and 6 following the primary insult, and then i.t. challenged with 10 P. aeruginosa
at day 7. Lung bacterial load was assessed at 24h after P. aeruginosa challenge
(n=5-10 per group).

C: Mice were treated or not with anti-CD25 depleting antibody at days 1, 3 and 6
following the primary insult. Distribution of alveolar macrophages, PMN and Ly6CM
monocytes in the lung was analyzed by flow cytometry at day 7. Results are
representative of two independent experiments with n= 4-6 mice per group.

D: Mice were treated or not with anti-CD25 depleting antibody at days 1, 3 and 6
following the primary insult and then i.t. challenged with 10¢ pH-RodoRed-SE-labeled
P. aeruginosa at day 7. Numbers of phagocytic alveolar macrophages were
assessed by flow cytometry 12h after P. aeruginosa challenge. Results are
representative of two independent experiments (n= 4-6 mice per group).

E: Mice were treated or not with anti-CD25 depleting antibody at days 1, 3 and 6
following the primary insult. Expression of MHCII and CD200R onto alveolar
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macrophages was analyzed by flow cytometry at day 7. Results are representative of
two independent experiments (n= 4-5 mice per group).

Figure 6: TIr2 modulates the sepsis-related lung distribution in Tregs and
alveolar macrophages

WT and TiIr27- mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or
to a control procedure (sham surgery or i.t. PBS administration), and subjected to
secondary i.t. instillation of 108 P. aeruginosa at day 7.

A: Survival of WT (left panel) and TiIr2” (right panel) mice to secondary P.
aeruginosa pneumonia (n=10 mice per group).

B: Lung bacterial load in WT and TIr27- mice 24h after secondary i.t. instillation of P.
aeruginosa (n=3-7 mice per group).

C: Proportions of Tregs (CD45" TcRB* CD4* CD8  FoxP3*) among CD4* T cells in
the lung from WT and TIr2’- mice at day 7 from the primary insult. (n=3-4 mice per

group).

D: Proportions of alveolar macrophages (CD45* CD11c* Siglec-F"9") among CD45*
cells in the lung from WT and TIr2”- mice at day 7 from the primary insult. (n=5-8
mice per group).
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Supplementary Figures

Supplementary figure 1

Flow cytometry gating strategy used to identify lymphoid (A) and myeloid cell subsets
(B) in the lung.

Supplementary figure 2

Mice were subjected to a septic insult (CLP ori.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration).

A: Survival of mice after CLP (n=8), E. coli pneumonia (n=9), sham surgery (n=6) or
i.t. PBS (n=6).

B: Normalized body weight in mice after primary non-pulmonary or pulmonary sepsis.

Post septic and post-control mice were subjected to secondary P. aeruginosa or
Klebsiella pneumoniae i.t. instillation at day 7.

C: Survival after secondary i.t. administration of 106 CFU of P. aeruginosa (n=10
mice per group).

D: Survival after secondary i.t. administration of 5.108 CFU of K. pneumoniae (n=6
mice per group).

Supplementary figure 3:

Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration). Cell distribution in the spleen
was analyzed by flow cytometry.

A: Flow cytometry gating strategy used to identify myeloid subsets among
splenocytes.

B: Time course of splenic cell distribution including spleen macrophage (spleen
mac), Ly6CMd" monocytes and PMN cells following the primary insult in post-CLP
(black line), sham-operated (black dashed line), post-pneumonia (red line) and post-
PBS mice (red dashed line) (n=4-10 mice per group and per time point).

Supplementary figure 4:
Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control

procedure (sham surgery or i.t. PBS administration). Lung cell staining was carried
out 24h after.
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A: Expressions of 7-AAD and Annexin V in alveolar macrophages (n=5-10 in each
group). Figures are representative of 2 independent experiments.

B: Monitoring of CX3CR+1 MFI on AM surface using flow cytometry from each group at
various time points after hit #1 (n=4-10 mice per groups at each time point). Figures
are representative of 2 independent experiments.

C: MFI of CD115 on AM, Ly6C"9" monocytes and Ly6C'°Y monocytes at day 7 after
hit #1 assessed by flow cytometry (n=5-7, representative of two independent
experiments).

Supplementary figure 5:

Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration). Seven days after, alveolar
macrophages were sorted by flow cytometry for transcriptomic analysis.

A: Significantly (FDR<25%, g-value<0.001) dysregulated pathways using Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) between alveolar macrophages from post-pneumonia,
post-CLP and sham-operated mice compared to post-PBS alveolar macrophages.
Pathways are classified according to their Normalized Enrichment Score (NES)
value.

B: Principal component analysis (PCA) using the transcript abundance of all genes in
alveolar macrophages (n=2-3 in each group).

C: Amounts of significantly up- or downregulated differentially expressed genes
(DEG) in post-PBS, sham-operated and post-pneumonia alveolar macrophages
compared to post-CLP alveolar macrophages (FC>2 and p-value<0.05).

D: Heatmaps representing the significantly dysregulated pathways (p-value) between
post-PBS, sham-operated and post-pneumonia compared to post-CLP alveolar
macrophages calculated using IPA (Ingenuity Pathways Analyis, QIAGEN®). N=3
mice per group.

Supplementary figure 6:

Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration), and subjected to secondary P.
aeruginosa i.t. instillation at day 7. 24h after P. aeruginosa i.t. challenge, alveolar
macrophages were sorted by flow cytometry for transcriptomic analysis.

A: Gene Ontology (GO) enrichment of the differentially expressed genes (DEG)
between post-CLP and post-PBS (upper table) and between post-pneumonia and
post-PBS (lower table) alveolar macrophages. Biological processes with the
significant adjusted p-values (<0.05) in DAVID system with the Benjamini-Hochberg
correction for multiple testing from each group.
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B: Heatmaps representing the significantly dysregulated pathways (p-value) between
post-CLP, sham-operated and post-pneumonia compared to post-PBS alveolar
macrophages calculated using IPA (Ingenuity Pathways Analyis, QIAGEN*). N=3
mice per group.

Supplementary figure 7:
Mice were subjected to a septic insult (CLP or i.t. E. coli challenge) or to a control
procedure (sham surgery or i.t. PBS administration). Lung cell staining was carried

out seven days after.

A: Flow cytometry gating strategy used for the identification of CD4* T cells subsets
in the lung.

B: CD4* T cell counts (left panel) and proportions of effector memory T cells (CD45*
TcRB*CD4* CD8  CD44* CD62L") among total CD4* T cells (right panel). Results are
representative of two independent experiments (n=7-9 mice per group).

C: Distribution of CD44*CD62L- and CD44-CD62L* subsets among lung Tregs
Results are representative of two independent experiments (n=7-9 mice per group).

D: Expressions of the transcription factors FoxP3, Tbet and RORyt in lung Tregs
Results are representative of two independent experiments (n=7-9 mice per group).

98



>

Extra-pulmonary sepsis

Pulmonary sepsis

Day 0

CLP

i.t. E. coli

0

) 4

PBS

o e, |
A "

i.t. P. aeruginosa

TTA

T
- | TN

KD 7y,
—) b

i.t. P. aeruginosa

Survival after PAO1, %

(]
1004— —cp . 100
-« Sham 6 0.05
p<0.
=
: 5
504 | eereiiiiiiiiiin £ 50d Crieceessnsas
[}
p<0.05 3 _
e —E.Bcgll
0 — ®  O———————
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

Time after PAO1, days

c dedkede dedede
xx /1 % FH——
5 1071
8 1054 .
210 e — ‘s -
s 105+
fnle T2 | 3
g 104 & & * 5
3 4
g0’ o & ® @
= 10?1
o 1
< 10" 1
o
10° — o -
Sham CLP PBS E.coli Sham CLP PBS E. coli
24 hours after PAO1 48 hours after PAO1

Figure 1: Characterization of the pulmonary and extra-pulmonary double-hit

models

99



A 2.0x10°7q — CLP 1 - E.coli B

8
074
£ 15%10 A C
E -
—_— 074 - -
3 1:0x10
3 £ ;
= 50000001 Z
z g ]
1234567 01234567 g - R
2.0x10°7 1 8
e 2
8 1.5%10] i I g7 ]
=S ERE ]
o =
S 1.0x1007 =
5
Q
© 50000001
- o T ) ...,
L T
1234567 01234567
2_0,‘1007. -
2
O 1.5%x10°74 9
£ 5
Z 1.0:0°] -
3
5000000
> L
_l ., .
0123456867
6.0x10°7 1 **
]
= 07 J
[ 4.0x10 H Alveolar Mac
> *x u LySCIh' Mono
S ,oxi07] m Ly6C'°"Mono
o PMN cells
B cells
4 o u NK cells
1234567 m CD4'Tcells
2.0%1007+ ; m CD8"Tcells
. B Others
o
= 1.5x1071 1
9
T 1.0x10°7 1 Day 1 Day 3 Day 7
‘E 5000000
z
01 2 5
2.0x10%71
(8]
P 1.5x10074
8 1.0x1007; s
[11]
5000000 . £
[\ ©
=
2.0%10°74 b p=0.056 m
L]
- 07 r
3 1.5x10 e
= 1.0%10°7 4
+ .
= -
8 50000001 [<)
. Q
i w
2.0%10%74 1
0
T 1.5x10°7 1
o
= 07 J
1.0x10°7 .
& 7))
8 50000004 1 ; [11]
. A .......... o
o] )
1234567 012346567

Time after hit #1, days Time after hit#1, days

Figure 2: Distribution of immune cells in in lungs after primary non-pulmonary
and pulmonary sepsis

100



A

[ Shamvs.CLP

GO Sensory perception of smell —] [ PBSvs.CLP
GO Sensory perception of chemical stimulus. —] Bl E.colivs.CLP
GO Positive regulation of mitochondrial fission —
GO Receptor recycling —
GO Glutamate metabolic process —]
GO Regulation of mitochondrial fission —
GO Sensory perception C————]
GO Sensory perception of smell —————]
GO Sensory perception of chemical stimulus. C—

GO ATP metabolic process

GO Response to interferon gamma

GO Fatty acid derivative transport

GO Positive ion of ERBB si

GO ion of lipid distril
GO Positive regulation of lipid localization
GO Regulatlon of lranscrlptlon from RNApolll in response to hypoxia
GO of ei

GO Positive regulation of lipid transport

GO Positive regulation of ublquutln acuvmy

GO of

GO Phospholipid transport

GO Positive regulation of anion transport

GO Regulation of lipid transport

P y

r T
-6 -4 -2

T T
0 2 4

Normalized Enrichment score (NES)

Cc

GO_RESPONSE_TO_INTERFERON_GAMMA

Enrichment score (ES)

000 f

¢ LML)

Enrichment plot: GO_PHOSPHOLIPID_TRANSPORT
0.30

2
Qo

re (

0.20
0.15
0.10

0.05

Enrichment scor

0.00 1

LRI LA A

MFI of CD200R MFI of SIRPa MFI of Siglec-F
6000, e, 3000 —** 100000, Distribution of CD45* phagocyting cells
*
4000 20001 750001 5.0%x107 9 X%, E cS:IIIell:m
50000- 1 PBS
20004 10004 ’l‘ M E. coli
i ﬁ 25000
ol o 2.5%1007 *5 *k
MFI of MHC II MFI of CD80 MFI of CD86
15000- 15000 1 10000 -
o |
7500 i e
10000 10000
5000 - AM Lyschi PMN Others
50004 5000 - ﬂ H monocytes
2500 -
o- 0
[ OT-ll cells alone
F . [ sham
% phagocyting AM/AM pHRodoRed-SE (MF|) in AM G I CLP
1 PBS
100- « 4500+ * g 20 M E. coli _
4000- 2 15
90- R o
3500 ° £ 10
% F+ 5
- D =]
80 3000- £ 5
2
)
704 25004 ———— ol==m [ -
Sham CLP PBS E.coli Ova323339 = + = + = + = + = 4

Figure 3: Non-pulmonary and pulmonary sepsis differentially modulate the
phenotype of alveolar macrophages.

101



O Sham
A o C
O PBS
® E coli
100 @
50 ¢ =
g °le 2
< L ] ©
= b=
o =
O o 0 © o]
o o
%0 6 © P
o a
o |
o
-100 g
-200 -100 100 200 ]
PC1 (42%) 2
]
]
£
=] —
B 3
3 {E
CLP E. coli {
Sham
—CLP
. coli . .
Sham Imerfenbor\ Signaling

B Cell Development Activation of IRF

Granulocyte Adhesion
and Diapedesis

Antigen Presentation
Pathway

Graft-versus-Host
Disease Signaling

Pathway

T Cell Exhaustion

IL-17 Signaling Signaling Pathway

Communication between
Innate and Adaptive
Immune Cells

Sham CLP PBS

SEL In B Cell Signalin

E.coli

Glutathione-mediated
Detoxification

Semaphorin Signaling
in Neurons

TCA Cycle

Zymosterol
Biosynthesis

Hmges1
Cptia
Pid1
Hadh
Fdps
Acox1
Dhcr24
Acox3
Cds2
Elovi
Cel
Nsdhl
Slc27a1
Chpt1
Isynal
Neud
Nceh1
Lipf
Msmo1
Agpat2
Pld3
Abhd3
Galc
Lipa
Ndufab1
Hint2 —
Hsd17b7
Ebp
Prkag2 Ll
Platla -
Agps
Smpdi3b
Samds
Plcb1
SgpH
Fdft1
Adipor2
Cyb5r3
Lclat1
Bscl2
Irgm1

Aim2
Irak4
Polr3a

L Oas3
I Tird
Spon2
Ifit1
Defb34
Hercé
Qasl2
Irf7
Samhd1
Fyn
al Adar
9 Tir3
- Txk
Defb15
Slamf7
Casp4
Mif
Defb13
Trim21
Pmi
Dhx58
J Ddx58
Irgm1
Oas2
Lipf

Innate immune response (GO:0045087)

Sham CLP PBS E. coli

Gbp2
Myc
Gbpé
Ccls
Ccl22
Cel?
Ccl2
Ccl4
Tir3

Sham CLP PBS E. coli

Response to IFNy (GO:0034341)

Cholesterol
Biosynthesis
4,0 Cholesterol
Biosynthesis (via 24,25-
dihydrolanosterol)

Cholesterol
Biosynthesis Il (via
Desmosterol)

Phagosome Maturation

Iron homeostasis
signaling pathway

Superpathway of
Cholesterol
Biosynthesis

Figure 4: Transcriptomic analysis in alveolar macrophages during secondary

P. aeruginosa pneumonia.

102



>

60 . 40 4 * 251 % — 60- *
= E O E ° + 'i{
[ 4 & 20 <
[ () = 30 g ':_ 'Y [a] [ ]
40+ 3 s ° Iy O 404
o o % 3 151 =
[=] o Q 20 3} @ o
2 2] ¢ o ® W 510 e Ea o8 -
E |:-: 101 o I:—: 5 Z hd % -g_
=X o X Py B3 o o °©
ol2° 0 ol = 5 o 0
aCD4 or aCD25 Bacterial aCD25
d1d3 de'  clearance ‘d1d3 d6
24h
B do d7 do d7
———e Cc
hit #1 108 PAO1 i.t. hit #1 t
Flow cytometry
107 *_|’:_| —** . AM PMN Ly6CH monocytes
5 1084 ; [ - ns
s 's * hs
5 1% » % o @ . z° -
Rl R T . £,
S le @ ~ o 2 Y 3
o - % T 2
X 102 - S
10— — — — o
oCD4 - + - -+ - - + - - + - aCD25 -+ - + - + - + -+ -+ -+ =+ =% -+ - + -+
aCD25 - - + - -+ - -+ - - 4
Sham CLP PBS E. coli
E MFIMHC I MFI CD200R
aCD25 6000+ 4000+ '}E'-"
‘—‘—\ J -
d1d3 de Flow cytometry 4000 . i[ 3000 % =
.
| 12n £ $bif 7o
do d7 l 20004
— i 20004
> %%’ .Ir‘i- %TL 1000-
hit #1 10¢ PAO1-
pHrodoRed-SE i.t. 0 0

aCD25 -+ -+ -+ -+ oCD25 -+ -+ -+ - +

'S
?

w
nd

Phagocyting AM (x10°)
- N
2 o

0
oCD25 - + - + - + - +

Figure 5: Remote polymicrobial sepsis increases the proportion of FoxP3*
Tregs in the lung

103



>
(v 1)

100fecg:zzrsrzzazazazazazarszs 100 1071 *

________________ —
108 o
o
i = E 105 o | % a0 T
g g T 0] P - D
= 504 = 50+ -
I --- Sham E == TIr2" Sham % 104 © % _‘_
@ — oLp ] — TIr2’cLP S ol
--- PBS - TI2'PBS o
— E.coli 0 — TIr2"E.coli 10"
c L L LJ Ll d L] LJ L 10“ :
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 WT  tir2- WT 2~ WT tr2- WT tr2'-
Time after PAO1, days Time after PAO1, days Sham cLp PBS E. coli
[ Sham
Bm CLP
C D Dees
I E. coli
40- 40, "
. 'L| . —
S 30 2 304
° 'fa o
® 204 o 204
K % ® =
L = 10
e 10 %D % % =S
1] 0-

WT Tir2 - WT Tir2*

Figure 6: TIr2 modulates the sepsis-related lung distribution in Tregs and
alveolar macrophages

104



BRI RN RERERERETmEEESt BRI ARAREE RN REERIRELES |

0 100K 200K 0 100K 200K 0 100K 200K
FSC-A FSC-w SSC-w

10° 3 " PMN cells 7 AlvMac
L 4
o
& 10 3
)
L 0% =
>
0 8
103
. . A
" A " 0 100K 200K
CD11b - FITC CD11c - PECy7 Fsc-w
10 Ly6C|high _ 10° 3 10° 4 Ly6C low
E (&) E M
S Mopo é- . =4 ono
10 10 = w
i £ -
\ e .3 =
- -
8>. 10 E 10 8
aJ 0 \_\;‘ [
10 -10% 4
0 10* 0 0t o 10
CD11b - FITC MHCII - bv650 F4/80 - PE
B 250K 250K
100K 200k
< s T 150
&} Q
17} »
@D ook W 100K
SO0K ‘\* SOK =
0 o
0 100K 200K
FSC-A

105 -
o = 0t
o ~ 3
< ]
- :
g g o
() O
- F
7103 -
104
CD19 - FITC
< 1
0 0 CD4+ Tcells
S NK cells s
(8] P 10
S o
% 10 L 10°
a 3 b
.
- O 2
b - .
£ ‘ 10! CD8+ T cells
: . . NRALL BRBLIL sl et e
0 104 10! 10 10
TCRb - bv711 CD8 - APC-vio770

Supplementary figure 1

105



— E. coli
110 1 sk * %
£
= g
d 3
2 I
E J =
a 409 __ Sham E
— CLP o
2091 -- pBs =
— E. coli
O gy 70 —rTTTTT
0123 45867 012345867
c Time, days D Time after hit #1, days
108 PAO1
o
°\> 100 1004— T
- .
o | L ] e
£ =
— -
©
§ 504 2 504
© < --- Sham
= —=- Sham 5
2 — CLP 7] — CLP
J— i -_— . 1
A od=LL (1 R —
0 2 4 6 8 01 2 3 45 6 7
Time after PAO1, days Days after KP SB 2390, days
Supplementary figure 2

106



>
w

Spleen
Ly6C high monocytes
6.0x10077 - CLP 1~ E.coli
o - Sham -+ PBS
«
£ 4.0x10°
c
]
S 2.0%10°74
)
J-
T T -
3.0%10%71
4
10 0 10 2
— o
E— Ly6G £ 2.0x1094
£
=
b
» Q 1.0x10™]
10" 3 > Ry X
Spleen macrophages - .
w4 e 1234567 1234567
1.5x10°71 1
o 103~
10 P *
- = —
~ 0 A o 1.0x10%74
A o
O 167 £
S ——— E 5000000
0 10
F4/80 — 1234567 1234567

Supplementary figure 3

107



© Sham
I\ e CLP E3
o PBS
1004 ® E.coli
80 J
Te0{ +—— =] e
« 401 z °
20 %E °
'%C%;@‘® P
0
7-AAD - 7-AAD * 7-AAD - 7-AAD *
Annexin-V* AnnexinV- AnnexinV- AnnexinV*
MFI of CD115
2000
1500+
1000
500+
0-
AM Lyéchi  LyeClow
mono mono
Supplementary figure 4

MFI of CX3CR4 on AM

200004

15000+

-e- Sham
- CLP

10000 3

5000

0
0

12345678
Days after hit #1

MFI of CX3CR, on Ly8G" Mono
25000

20000+
15000+
10000+

50003.-

o+— T
01234561738
Days after hit #1

MFI of CX3CR, on Ly8G'" Mono
50000+

* *
40000 {
30000+
200004
10000+
0+
01234561738
Days after hit #1

MF1 of CX3CR4 on AM

-e- PBS
-e- Coli J7

20000+
15000

100004 .}

5000

+— 7" T
01234561738
Days after hit #1

MFI of CX3CR4 on Ly6G" Mono

25000 **
20000
15000
10000
5000+
o+
01234561738
Days after hit #1

MFI of CX3CR4 on Ly6G' Mono
50000+

ik

400004 {
30000 ’

20000 3
10000{ .2~

+—"T—""
01234561738
Days after hit #1

108



A

[1 shamvs PBS

Il Colivs PBS
GO Receptor recycling ——] B CLPvs PBS 150
GO Mitochondrion morphogenesis — ®
GO Sensory perception of smell ——] 100 L4
GO Detection of stimulus — - 0 p
GO Regulation of telomerase activity :\f
GO Regulation of histone H3K4 methylation g o)
GO Sensory perception 4 Of
GO Sensory perception of chemical stimulus -50 ®
GO Detection of stimulus 100
GO Detection of stimulus involved in sensory perception
GO Sensory perception of smell -150
GO Myeloid leukocyte migration -100 -50 50 100
GO Regulation of T cell receptor signaling pathway PC1(31%)
GO Regulation of Ag receptor mediated signaling pathways
GO Detection of stimulus involved in sensory perception
GO Sensory perception of chemical stimulus
GO Sensory perception of smell
-4 -2 0 2 4
Normalized Enrichment score (NES)
Cc Differentially D t—,—” !_]_'_nj
expressed genes 0246 3 0 2
- -log (p-value) z-score
CLP CLP CLP
k] VS. VS. VS.
% 4 600- Sham PBS E.c. TREM1 Signaling [ ]
‘s Interferon Signaling
<)) Taurine Biosynthesis
o 400+ Granulocyte Adhesion and Diapedesis [ ]
QL iNOS Signaling
8] 200 Role of JAK1, JAK2 and TYK2 in Interferon Signaling
o) TNFR2 Signaling [ |
K] o4 Neuroinflammation Signaling Pathway
E Cell Cycle Control of Chromosomal Replication
=] TNFR1 Signaling . [ ]
g -200- Toll-like Receptor Signaling
E Agranulocyte Adhesion and Diapedesis -
3 ¥-400- TREM1 Signaling
8 Asparagine Biosynthesis |
LXR/RXR Activation
IL-1 Signaling -
Dif Reg® of Cytokine Prod® in Intestinal Epi.l Cells by IL-17A & F -
ThA17 Activation Pathway
Role of IL-17A in Psoriasis
dTMP De Novo Biosynthesis
IL-10 Signaling
Estrogen Biosynthesis -
Bupropion Degradation
Nicotine Degradation Il
Acetone Degradation | (to Methylglyoxal)
Superpathway of Melatonin Degradation
_-Adrenergic Signaling
Melatonin Degradation |
Spermine Biosynthesis
Nicotine Degradation Il
IL-17A Signaling in Fibroblasts
Spermidine Biosynthesis |
Vitamin-C Transport
Communication between Innate and Adaptive Inmune Cells
IL-4 Signaling
PXR/RXR Activation
Retinol Biosynthesis
Antigen Presentation Pathway
B Cell Development
Graft-versus-Host Disease Signaling
Thioredoxin Pathway
CD28 Signaling in T Helper Cells [
Thio-molybdenum Cofactor Biosynthesis
Autoimmune Thyroid Disease Signaling
Cleavage and Polyadenylation of Pre-mRNA
Allograft Rejection Signaling
Airway Pathology in Chronic Obstructive Pulmonary Disease
PRI R QR R
G Yo

Supplementary figure 5

@ @ @ &t o

109



A

CLP versus PBS

Biological process gene ontology term (GO) Genes  Enrichment score  Adjusted p-value
Defense response to virus 21 43 0,00014
Response to virus 15 62 0,00014
Innate immune response 31 2,7 0,0016
Positive regulation of tumor necrosis factor production 11 6.4 0,0035
Immune system process 29 26 0,0035
Chemokine-mediated signaling pathway 10 63 0,01
Chemotaxis 14 41 0,013
Ribosome biogenesis 12 47 0,015
Cellular response to drug 11 51 0,015
Cellular response to interferon-beta 8 87 0,037
mRNA processing 23 25 0,039
RNA splicing 19 27 0,047

E. coli versus PBS

Biological process gene ontnlo%rm (GO) Genes  Enrichment score  Adjusted p-value B
Transport 159 15 2,501
Metabolic process 57 21 2,50E-04
Lipid metabolic process 55 21 6,70E-04
Oxidation-reduction process 69 18 5,40E-03
Carbohydrate metabolic process 30 25 5,90E-03
Apoptotic process 57 1,7 4,50E-02

Supplementary figure 6

.
0246
-log (p-value)

Interferon Signaling
Activation of IRF by Cytosolic Pattern Recognition Receptors
ic Lupus Ery In B Cell Signaling Pathway
Antigen Presentation Pathway
T Cell Exhaustion Signaling Pathway
Communication between Innate and Adaptive Immune Cells
Cholesterol Biosynthesis |

Chols 1 Y I (via 24,25
Cholesterol Biosynthesis Ill (via Desmosterol)

Phagosome Maturation
IL-17 Signaling
B Cell Development
Altered T Cell and B Cell Signaling in Rheumatoid Arthritis
Iron homeostasis signaling pathway
Graft. Host Disease i
ion and Di

of Cl
Autoimmune Thyrol

Renal Cell Carcinoma Signaling
Protein Ubiquitination Pathway

ic Lupus Ery ignali

ia in the is of

Role of PKR in Interferon Induction and Antiviral Response
‘Glucocorticoid Receptor Signaling
Zymosterol Biosynthesis
Nitric Oxide Signaling in the Cardiovascular System
Role of Pattern in

Role of Hypercy

of Bacteria and Viruses

EIF2 Signaling

SPINK1 General Cancer Pathway

GDNF Family Ligand-Receptor Interactions

TCA Cycle Il (Eukaryotic)

Insulin Receptor Signaling

Semaphorin Signaling in Neurons
in the is of

HGF Signaling

Role of IL-17A in Arthritis

CD28 Signaling in T Helper Cells

T Helper Cell Differentiation

PI3K/AKT Signaling

and Di; i

Role of MAPK Si

Y

isease Signaling

Dendritic Cell Maturation

Neuroinflammation Signaling Pathway

Allograft Rejection Signaling

Nur77 Signaling in T Lymphocytes

p53 Signaling

Myc Mediated Apoptosis Signaling

Crosstalk between Dendritic Cells and Natural Killer Cells

Pathogenesis of Multiple Sclerosis
|

Type | Diabetes Mellitus Signaling

Th1 Pathway
Diff. Reg. of Cytokine Prod. in Intestinal Epithelial Cells by IL-17A and IL-17F
iCOS-iCOSL Signaling in T Helper Cells
Role of NFAT in of the Immune
Death Receptor Signaling

> o
LRl

|
||

i

|

R

QN
P

0\/

nd

I

-3 0 2
z-score

=

[

2 9 2
A

46{\ 46. 4@‘
& ‘\é“
¢ @

110



LA T T
4 5

10° 4 426
4 .
10 3
3
10”3
o 4 | a10
<
a
(8]

0 10" 10
cDg ——mMM8M8MM P

Gated on ¢

Gated on a

123

b

87,4

T T T T T
SO0K 150K 250K

FsSC——————p

Gated on d

()

15- f 801 ® 100-
_ * = M g100
® ¢ 2 6o = 80

(e} + -~
X 104 © E : g 60
g S 40 e
: g = a0
5 % Y BEIE 3
2 J g 2 % S 20
o 5] % '-': % 0 % 8
0 e _ = 0 2 o
MFI of FoxP3 MFI of Thet
3000- 8000-
6000-
2000-
4000-
1000-
2000-
0- 0-

Supplementary figure 7

Gatedonb

RORt ———

0

T T oy

10 105

CCR6 ——M8M8M8M8MMp

[ Sham
Il CLP
[ PBS
M E. coli

4000+

30004

2000+

1000+

©
?

I3
i

N
o
1

% CD62L" Tregs / Tregs
° S

MFI of RORyt

111



IV.Article 4: Assessing the functional heterogeneity of monocytes in
human septic shock: a proof-of-concept microfluidic assay of TNFa
secretion

Jean-Francois Llitjos, Yacine Bounab, Christophe Rousseau, Sophie Dixneuf,
Blandine Rimbault, Jean-Daniel Chiche, Julien Textoris, Frédéric Péne, Christophe
Vedrine.

Soumis pour publication (reviewing dans Frontiers in Immunology)

Si 'accés aux macrophages tissulaire demeure exceptionnel en clinique,
I'évaluation des fonctions des monocytes circulants est maintenant de pratique
courante. La désactivation persistante des monocytes circulants dans les suites d’un
choc septique a été associée a un risque accru d’infections nosocomiales. Cette
désactivation monocytaire est caractérisée par une réduction d’expression
membranaire de HLA-DR et par une diminution de la capacité de sécrétion de TNFa
aprés stimulation ex vivo au LPS. Le statut immunologique des patients est apprécié
par un comportement global de cette population cellulaire, mais qui n’est que la
sommation de comportements cellulaires individuels. Ce raccourci est s’applique lors
des tentatives de restauration fonctionnelle des monocytes par des thérapeutiques
telles que 'IFNy ou le GM-CSF. En d’autres termes I'’hétérogénéité intercellulaire et
chronologique des dysfonctions immunitaires n’est pas prise en compte dans ces
phénomenes. Des techniques expérimentales innovantes basées sur 'encapsulation
de cellules dans des gouttelettes lipidiques dans un systéme de microfluidique
permettent maintenant d’appréhender le comportement fonctionnel individuel de
cellules au cours du temps.

Cette technique a permis d’évaluer en temps réel la sécrétion individuelle de
TNFa par des monocytes de patients septiques (n=7) et de volontaires sains (n=10)
exposés a une stimulation par LPS. Cette méthode est basée sur le suivi temporel de
la fluorescence d’'un anticorps dirigé contre le TNFa pour une cellule individuelle
introduite et maintenue dans une goutelette via un systéme de microfluidique. Ces
résultats ont été confrontés a ceux obtenus par cytométrie de flux (expressions
membranaire de HLA-DR et intracellulaire de TNFa). Nous avons ainsi pu mettre en
évidence [l'existence d’une variabilité temporelle importante et d’'une grande

hétérogénéité des réponses monocytaires chez les patients septiques.
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Word count : 1630 words

Abstract (200 words):

Objective: The development of advanced single-cell technologies to decipher inter-
cellular heterogeneity enable the dynamic assessment of individual cells behavior
over time, overcoming the limitation of traditional assays. Here, we evaluated the
feasibility of an advanced microfluidic assay combined to fluorescence microscopy to

address the behavior of circulating monocytes from septic shock patients.

Methods: Using the proposed microfluidic assay we first investigated the production
course of LPS-elicited TNFa by single monocytes (encapsulated within droplets) over
time in seven septic shock patients and ten healthy volunteers. Simultaneously, we
validated the relevance of our results by comparing with flow cytometry assessment
of HLA-DR expression and LPS-induced TNFa production by monocytes from the

same cohorts of patients.

Results: Consistent with the flow cytometry results, the total number of TNFa
molecules secreted by encapsulated single monocytes was significantly lower in
septic shock patients compared to healthy donors. However, the microfluidic assay
revealed heterogeneous individual behavior of monocytes from septic shock patients:
TNFa production was dampened at early time points of either 30 minutes or 60
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minutes after LPS stimulation. Noteworthy, monocytes from healthy donors and from

septic patients exhibited similar phagocytic activities over time.

Conclusion: This microfluidic assay may well represent a useful tool to understand

the mechanisms of post septic immunosuppression.

Keywords: septic shock, immune suppression, monocytes deactivation, microfluidic

assay
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INTRODUCTION

Sepsis is a complex life-threatening syndrome caused by a dysregulated host
response to infection (1). The primary inflammatory response is often followed by a
complex and sustained immunosuppressive response affecting both the innate and
adaptive components of immunity. The hallmark features of sepsis-induced
immunosuppression includes monocyte deactivation defined by reduced expression
of HLA-DR, dampened pro-inflammatory cytokine production towards ex vivo
lipopolysaccharide (LPS) stimulation, lymphocyte apoptosis, expansion of regulatory
T-cells, apoptosis and defective antigen presentation of dendritic cells (2,3). Septic
shock is the most severe presentation and is associated with a particular risk of ICU-
acquired infections and an eventual 40-percent mortality rate. The persistence of
monocyte deactivation is septic patients has been firmly associated with an
increased susceptibility to ICU-acquired infections and may represent an actionable

therapeutic target in this setting (4).

Appropriate characterization of sepsis-induced immune dysfunctions is key to the
development of innovative therapeutic strategies. Routine assays provide average
measurements of cell subsets but are poorly discriminant since unable to capture the
behavior of individual cells. For instance, ELISA measuring of TNF-a release by
PBMC (peripheral blood mononuclear cells) after ex vivo LPS stimulation is is a bulk
measurement that overlook the underlying complexity of different cell types. The
development of advanced technologies such as RNA-sequencing or high-parameter
mass cytometry now provides insights in deciphering inter-cellular heterogeneity at a
single-cell resolution but shows limitations in addressing dynamic assessments in
individual cells over time (5,6). Furthermore Enzyme-linked immunospot (ELISPOT),
commonly used to detect proteins secreted from individual cells, is limited to end-
point measurements and is poorly quantitative. We developed an advanced
microfluidic assay combined to fluorescence microscopy to address the time course
of LPS-elicited TNFa production by single monocytes encapsulated within droplets.
We have developed an ultrasensitive in-droplet immunoassay (7). Briefly this
sandwich assay is based on fluorescence signal relocation to paramagnetic

nanoparticles. Nanoparticles are functionalized with a TNF-a capture antibody and
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analyte is recognized by a TNF-a Phycoerythrin-conjugated detection antibody.
Thousands of single in-droplet cells are monitored in parallel. This miniaturized assay
enables simultaneous measurements of protein secretion rate, cell surface marker,
viability and phagocytic activity. In order to better characterize monocyte deactivation
in sepsis, we applied this technique to blood samples from septic shock patients and

healthy volunteers as controls.
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METHODS

Sample origin for study population

The study was conducted from October 2018 to November 2019 in a medical
ICU of a tertiary urban hospital. The condition of interest was septic shock, defined
as microbiologically-proven or clinically-suspected infection associated with acute
circulatory failure requiring vasopressors despite adequate fluid filling and serum
lactate level = 2 mmol/L. Patients were excluded if under 18 years of age, pregnancy,
prior immunosuppression, leucopenia < 1 G/L, hospitalization during the last month
or decision of treatment withdrawal. Blood samples (7 mL on heparin-coated vial and
7 mL on EDTA-coated vial) were collected within 72 hours from the onset of
vasopressors. The following parameters were collected: demographics, source and
microbiological documentation of infection, severity as assessed by the Simplified
Acute Physiology Score 2 (SAPS2; range 0-194) and the Sepsis-related Organ
Failure Assessment (SOFA; range 0-24). Blood samples from healthy volunteers
were obtained from the ICAReB platform (Investigation Clinique et Accés aux
Ressources Biologiques, Pasteur Institute, Paris). The study was approved by the
appropriate institutional review board (Comité de Protection des Personnes du Sud-
Ouest et Outre-Mer V). Signed informed consent forms were collected from patients
or next of kin. According to ICAReB standardized procedures for blood donation,
informed consent was obtained from healthy donors and personal data were
anonymized at the time of blood donation and before the transfer of blood to the
research lab. Therefore, informed consent was collected for all participants. All
experiments were performed in accordance with French ethical guidelines and

regulations.

Flow cytometry

Membrane expression of HLA-DR onto monocytes and LPS-induced intracellular
expression of TNFa were assessed by flow cytometry. Fluorescent antibodies anti-
HLA-DR PE, Anti-CD14 PerCP-Cy5.5 and anti-TNFa PE were purchased from
QuantiBRITE, Becton-Dickinson. Briefly, 25 ul of whole blood was mixed with 10 ul of
antibody mix (anti-HLA-DR PE, Anti-CD14 PerCP-Cy5.5) and incubated at room
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temperature for 30 minutes in the dark. Red blood cells were lysed by adding 250 pl
of diluted FACS lysing solution (Becton-Dickinson). The pellet was resuspended in
500ul of fixative solution (PBS supplemented with PFA 1%). Acquisition was
immediately carried out on Accuri C6 cytometer. For intra-cellular TNFa staining, 1
mL of whole blood was mixed with 5 ug/mL Brefeldin A (Biolegend) with or without
1ug LPS (LPS ultrapure EK12, InVivoGen) and incubated at 37°C for three hours.
Cells were stained with anti-TNFa antibody in phosphate-buffered solution
supplemented with 2% fetal calf serum, 2 mM EDTA and BD fix/perm solution
(Becton-Dickinson). Monocytes were first gated on CD14 expression, to reach a
count of at least 1500 CD14* cells. Surface mHLA-DR expression was then
measured (monoparametric histogram) with mean fluorescence intensity (MFI)

related to the whole monocyte population.

Single monocyte encapsulation by droplet microfluidics

Cell and reagents were prepared and encapsulated as previously described (7).
Briefly, monocytes from healthy donors or septic shock patients were enriched with
an EasySep Direct Human Monocyte Isolation Kit (STEMCELL Technology) and
encapsulated into 50 pL droplets (one monocyte per droplet) together with anti-TNFa
coated-nanobeads, phycoerythrin-labeled anti-TNF o detection antibody, LPS and cell
survival probes (MitoView for detecting mitochondrial membrane potential and
NucView for measuring caspase-3 activity). The resulting emulsion was transferred
into a microfluic imaging chamber. After filling, the chamber was mounted onto a

fluorescence microscope for real-time kinetic measurement.

Automated image analysis and processing

Imaging was performed using a motorized Nikon inverted microscope and x10
magnification. For each experiment, images were acquired in three fluorescence
channels (Excitation/Emission: 482/520 nm, 531/593 nm, 628/692 nm) every 30 min
over 3 hours at the temperature of 37°C, and then analyzed using an automated
Matlab script for extracting time lapse fluorescence levels, and with a R software for

statistical analysis.
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Phagocytosis monitoring

Magnetic nanoparticles can bind to the cell surface and be internalized through
cellular endocytic activity. Our platform has the capacity to track monocytes that
internalize nanoparticles. Briefly, the location of the cell relatively to the location of
the beadline (aligned magnetic functionalized nanobeads) was used to assess an

effective endocytosis of the beadline by the cell.

Statistics

Continuous variables were expressed as mean + standard deviation and compared

using Student’s t-test. p<0.05 indicated statistically significant differences.
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RESULTS

Patients and control subjects
Seven septic shock patients and 10 healthy donors were enrolled in the study.

Individual data are given in Table 1.

Flow cytometry assessment of monocyte deactivation

The hallmark features of monocyte deactivation, namely decreased HLA-DR
membrane expression and impaired TNFa production in response to LPS stimulation,
were assessed for circulating monocytes from septic shock patients and compared to
those from healthy donors. TNFa-secreting cells accounted for 7.5 + 6% and 63 *
14.1% of monocytes in patients and healthy donors, respectively (Figure 1A and
1D). In addition the MFI for intracellular TNFa expression was significantly lower in
septic shock patients versus healthy donors (979 + 684 vs 3661 + 1084, p<0.001)
(Figure 1B). HLA-DR surface expression was significantly lower in septic patients
versus healthy donors (MFI 59530 + 23110 vs. 124300 + 19050, p<0.001) (Figure
1C).

Single-cell dynamic microfluidic analysis

The microfluidic dynamic assay (Supplementary figure 1) allows a
continuous measurement over time of molecules that are secreted by single cells
(Figure 2A and 2B). Consistent with the flow cytometry results, the total number of
secreted TNFa molecules by encapsulated single cells was significantly lower in
septic shock patients compared to healthy donors (3390 + 2071 vs. 5807 + 2309
molecules, p=0.04) (Figure 2C). The time to reach total TNFa release was not
significantly different between healthy donors and septic shock patients (Figure 2D).
However, TNFa production by monocytes from septic shock patients was lower
through the decreased proportion of secreting monocytes at early time points of 30
minutes and 60 minutes after LPS stimulation (Figure 2E). Of note, the monocytes
from healthy donors and from septic patients exhibited similar phagocytic activities

over time (Figure 3).
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The microfluidic assay revealed heterogeneous individual behavior of
monocytes. Thus monocytes from healthy donors displayed TNFa secretion rates
ranging from 0.5 to >2.5 molecules/sec (Figure 2F). In septic shock patients the
proportion of cells with secretion rate > 1.5 molecule/sec was decreased at early time
points (30 min and 60 min) (Figure 2G). Furthermore, the septic shock condition
likely smoothed the heterogeneity in TNFa secretion rate by monocytes, as
suggested by the increased proportions of cells displaying slow TNFa secreting rates

at each time point.

DISCUSSION

The characterization of monocytes in humans is based on summed
measurements within one cell subset, assuming that individual cells harbor similar
functional behavior, but without any assessment in reaction speed nor in
sustainability of cell responses. Thanks to an advanced microfluidic assay, we can
now challenge this global view by evidencing the dynamic functional heterogeneity of
monocytes. This study revealed different patterns of cytokine responsiveness across
circulating monocytes from healthy subjects. Monocytes from septic shock patients
were characterized by a slowdown in TNFa secretion and a lower diversity restricted
to slow TNFa-secreting cells. In contrast, it is noteworthy that their phagocytic
capacities were preserved. This exploratory study limited to a small sample size

precluded any firm correlation between TNFa secretion profile and clinical outcomes.

Monocytes represent a heterogeneous population of cells differing in
morphology, gene expression, surface markers and functions (8). Based on the
membrane surface expression of CD14 and CD16, monocytes are classically
distributed into three subsets of different functions. The classical CD14+++ CD16-
monocytes account up to 80% of circulating monocytes and harbor potent phagocytic
functions. Intermediate CD14*CD16* monocytes display both phagocytic and
cytokine secretion functions and increase under inflammatory conditions. Non-
classical CD14*CD16*** monocytes have a patrolling role (9). An infectious insult can
induce an early and transient monocytopenia in all three subsets (10), ascribed to
increased adherence to vessel walls and cell recruitment to inflammatory sites, and

restored by monocytes release from bone marrow (11).
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The decrease in TNFa secretion rate in septic patients was mostly observed at
early time points following LPS stimulation. Monocytes from septic shock exhibited a
characteristic behavior of cytokine hyporesponsiveness while preserved uptake
functions, consistent with a “reprogrammed” rather than “exhausted” phenotype.
Accordingly, transcriptomic assays in LPS-challenged peripheral blood mononuclear
cells from patients facing Gram-negative infections retrieved endotoxin tolerance
while enhanced anti-microbial activity and tissue repair (12). The transcription factor
hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a) has been involved in the transition from pro-
inflammatory to anti-inflammatory monocytes/macrophages (13). ldentifying the
specific monocyte subsets responsible for this phenomenon was limited by the
absence of CD16 staining in our study. Finally, whether these findings drawn from

circulating monocytes may apply to their tissue counterparts remain elusive.

CONCLUSION

Our results add a new layer of complexity in sepsis-induced immune
alterations by highlighting the functional heterogeneity of monocytes. The impact on
clinical outcomes and how pharmacological interventions to reverse monocyte
deactivation may target the different functional subsets are unanswered questions

that deserve further investigations using high-resolution microfluidic assay.
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TABLES

Table 1: Main characteristics of healthy donors and septic shock patients.

Identification ~ Sex Age  S°PSIS  gopa sapsy | First  WBC - Monocytes
source lactate count count

Patient 1 Male 43 Lung 7 77 9.3 3.5 0

Patient 2 Male 70 Lung 21 87 8.6 1.8 0.05
Patient 3 Male 59 Lung 9 54 3.6 34.2 1.12
Patient 4 Male 86  Urinary tract 2 45 2.6 40.2 0.96
Patient 5 Male 31 Lung 8 76 2 16.9 0.86
Patient 6 Female 73 Meningeal 2 39 4.4 11.9 0.5
Patient 7 Male 80 Lung 4 37 2.3 14.3 0.8

Healthy donor 1 Male 50
Healthy donor2  Female 30
Healthy donor 3 Male 48
Healthy donor 4 Male 45
Healthy donor 5 Female 21
Healthy donor 6 Female 40
Healthy donor 7 Male 49
Healthy donor8 Female 50
Healthy donor 9 Male 49
Healthy donor 10 Female 44

Age is expressed in years, SOFA: Sequential Organ Fail
ure Assessment; SAPSII: simplified acute physiology score Il; WBC: white blood

cells.
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Figure 1: Flow cytometry assessment of monocyte deactivation in septic shock
patients.
Monocytes were stimulated in vitro with 1 pg/mL LPS for 180 minutes. (A):

Proportions of TNFa positive monocytes in healthy donors (n=10) and septic shock
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patients (n=7). (B, C): TNFa intra-cellular staining and HLA-DR membrane
expression.(D): Representative dot-plots of intracellular production of TNFa. Data are

expressed as mean and standard deviation.
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Figure 2: Single-cell dynamic microfluidic analysis of monocyte TNFa
secretion under LPS stimulation.

Microfluidic analysis allows single-cell dynamic monitoring of TNFa secretion at
different time points. (A, B): Heatmaps expressing TNFa secretion rate over time in a
healthy donor (988 cells) (A) and in a septic shock patient (1021 cells) (B). Cells
were clustered based on their TNFa secretion rate at 60 min. Secretion rate is
expressed in TNFa molecules per second. (C) Means of maximal amount of TNFa
molecules in cells. (D): Mean time to reach the maximal concentration of TNFa in
each cells. (E): Proportion of monocytes secreting TNFa (molecules/sec) over time
after in-vitro LPS stimulation. (F, G): Proportion of secreting monocytes clustered
with TNFa secretion rates over time in healthy donors (F) and septic shock (G). *:
p<0.05.
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Figure 3: Single cell dynamic microfluidic monitoring of monocyte
phagocytosis

(A): Kinetics of phagocytosis activity of one monocyte starting at 90 min. Brightfield
images (upper panel) illustrate cell migration toward the beadline (from center to the
left of the droplet). Fluorescence images (lower panel) show the impact of
phagocytosis on the beadline fluorescence signal (fuzzy fluorescene signal at 180
min due to the loss of beadline integrity). (B): Cumulative proportions of monocytes

with phagocytosis of the magnetic beadline over 180 min after LPS stimulation.
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Supplementary figure 1: Schematic overview of cytokine secretion assay in
droplet.

(@) Human monocytes were isolated from human blood and stained with a
fluorescent anti-CD14 antibody. (b) Nanoparticle functionalization and bioassay
preparation. The bioassay comprises magnetic nanobeads (300nm diameter)
functionalized with anti-TNFa antibodies, fluorescent-labeled anti-TNFa detection
antibodies, live cell probes (red dots), dead cell probes (green dots) and LPS ligand
(black dots). (c) Co-encapsulation of monocytes and assay reagents into 50—pL
droplets in a microfluidic device. (d) Emulsion transfer into a glass chamber to form a
monolayer array of droplets. (e) Time-lapse imaging of droplets using an
epifluorescence microscope (37°C) and automated image analysis using in-house

droplet-tracking software.
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DISCUSSION

Les résultats obtenus au cours de ma thése ont permis de mettre en évidence
I'existence d’'une hétérogénéité des réponses immunitaires post-septiques a I'échelle
de l'individu, des organes mais aussi au niveau cellulaire. Nous avons pour cela
utilisé une approche translationnelle en partant d’'une observation clinique originale,
justifiant le développement de modéles murins pertinents de sepsis qui demeurent
irremplagables pour évaluer la mécanistique de ces meécanismes immunologiques
complexes et compartimentalisés. La modulation de la source infectieuse initiale
nous a ainsi permis de mettre en évidence [I'hétérogénéité quantitative et
fonctionnelle des macrophages alvéolaires. Enfin, chez les patients septiques,
l'utilisation d’une plateforme de microfluidique nous a permis d’évaluer

I'hétérogénéité des réponses au LPS des monocytes circulants.

I. Autour de I’hétérogénéité du risque d’infections secondaires
observée en pratique clinique

A. De potentiels facteurs de risque liés a la prise en charge

Nous avons montré qu’une infection pulmonaire primaire est associée a une
susceptibilité particuliere a une pneumonie nosocomiale chez des patients pris en
charge pour choc septique. A notre connaissance, une seule autre étude a pris en
compte la source anatomique du sepsis dans I'évaluation du risque d’infection
nosocomiale (2), retrouvant une moindre fréquence des pneumonies acquises sous
ventilation mécanique (PAVM) chez les patients avec un sepsis abdominal. Nous
avons formulé dans notre hypothése de travail expérimental que I'origine anatomique
infectieuse pourrait entrainer des modifications quantitatives et/ou qualitatives des
cellules immunitaires innées au niveau pulmonaire. Toutefois, il est intéressant de
noter que les thérapeutiques utilisées dans la prise en charge des infections graves
sont susceptibles d’avoir des effets immunomodulateurs sur le systéme immunitaire,

notamment la ventilation mécanique et I'antibiothérapie dans le cadre des PAVM.

La ventilation mécanique invasive est le principal facteur de risque de

survenue de PAVM, notamment lié a des micro-inhalations répétées autour du
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ballonnet de la sonde d’intubation (147). Cependant, la durée de ventilation
meécanique ne modifie pas de fagon significative les résultats obtenus dans notre
analyse multivariée, suggérant qu'il existe d’autres éléments a prendre en compte
dans ce risque lié a la ventilation mécanique. Dans les modéles expérimentaux,
ventiler un poumon infecté induit des lésions tissulaires et des dysfonctions
cellulaires épithéliales et endothéliales (160). De fagon trés intéressante, une équipe
a montré que des souris avec abolition d’expression pulmonaire de Piezo1, un canal
ionique sensible a la pression, ne pouvaient plus mettre en place de réponse

immunitaire innée anti-infectieuse (161).

L’utilisation d’antibiotiques est aussi une piste de réflexion intéressante dans
le contexte des PAVM, compte-tenu de leur impact sur les microbiotes respiratoire et
digestif. Si les poumons ont longtemps été considérés comme stériles, des études
récentes ont démontré I'existence d’un microbiote pulmonaire dont les principaux
représentants sont les genres Prevotella, Streptococcus, Veillonella, Fusobacterium
et Haemophilus (162). De plus, de nombreuses données suggerent qu'’il existe des
rapports étroits entre le microbiote intestinal et le microbiote respiratoire passant par
des composés microbiens et/ou des métabolites issus du catabolisme bactérien
(162). Il a été montré chez ’lhomme et chez la souris une colonisation du poumon par
des bactéries du tractus digestif au dépend des bactéries du microbiote respiratoire
(163) dans les suites d'une infection abdominale. Les bactéries du microbiote
respiratoire basal et celles issues du microbiote intestinal participent a la résistance

anti-infectieuse en promouvant la synthése de GM-CSF (164).

Ainsi, des facteurs liés a la prise en charge du patient semblent moduler la
réponse immunitaire pulmonaire a une agression infectieuse. Nous avons aussi
identifié dans le contexte pandémique des différences de susceptibilité a une

agression secondaire liée au pathogene.

B. Un possible facteur de risque lié a la nature du pathogéne

Dans le contexte pandémique lié au SARS-CoV-2, nous avons évalué le
risque de survenue d’'une pneumonie nosocomiale chez des patients pris en charge

pour une pneumonie virale (liée au SARS-CoV-2 ou au virus de la grippe) ou
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bactérienne. Aprés ajustement sur de potentiels facteurs confondants tels que I'age,
la sévérité initiale ou la durée de ventilation mécanique, il apparait que la survenue
d’'une pneumonie a SARS-CoV-2 expose a un risque plus important de pneumonie
nosocomiale en comparaison d’'une pneumonie grippale ou bactérienne. Ces
résultats suggérent qu’au dela du site anatomique infectieux, la nature du pathogéne

pourrait influencer la susceptibilité a une agression secondaire.

Initialement, les premiéres données ont suggéré l'existence d’'une phase
initiale pro-inflammatoire chez les patients présentant une COVID-19 sévére, ne
différant cependant pas des choc septiques (134). Les études single-cell de lavages
broncho-alvéolaires ont montré une dérégulation complexe de la réponse
immunitaire pulmonaire chez les patients ayant une COVID-19 sévére (165). Dans le
compartiment circulant, une des caractéristiques de cette affection est la diminution
de la réponse immunitaire médiée par les interférons de type | (166), une
augmentation des neutrophiles circulants et une diminution des monocytes CD14"°%
CD16M9" (167).

Il a été aussi rapporté I'existence de modifications de l'immunité dans les
suites d’une infection par le SARS-CoV-2 affectant la majorité des cellules myéloides
avec une augmentation des neutrophiles immatures, une myélopoiese d’urgence et
une diminution de I'expression de 'HLA-DR monocytaire (167). |l existe aussi une
profonde déplétion en lymphocytes T CD4 et en cellules NK (156). En comparaison
des patients ayant un sepsis bactérien, ceux ayant une infection a SARS-CoV-2
présentent une moindre sécrétion d'IFNy et de TNFa aprés stimulation des PBMC
par du LPS (157). Ainsi, il a été observé des anomalies communes, telles que la
diminution de I'expression de HLA-DR monocytaire, chez les patients post-sepsis
bactérien et post-COVID, mais aussi des anomalies plus spécifiques. Ainsi,
probablement que les voies d’activation de la réaction immunitaire (TLR, NLR)
n’expliquent pas a elles seules ces différences observées.
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Figure 14 : Expression de HLA-DR et du CD14 sur les monocytes circulants de patients ayant
un COVID sévére (n=8) en comparaison de patients ayant un sepsis bactérien (n=8 dont 3
chocs septiques) et de donneurs sains (n=6), mesuré le jour de I'admission et le 4*™ jour
(Panel A et B). Evolution temporelle de I’expression membranaire de HLA-DR et du CD14 a la
surface des monocytes circulants a I’admission, au 4°™ jour et a la sortie des 8 patients ayant
une COVID-19 sévére (panel C et D).

Nous avons pu comparer I'expression de HLA-DR et du CD14 sur les
monocytes circulants de patients ayant une COVID-19 sévere (n=8) en comparaison
de patients ayant un sepsis bactérien (n=8 dont 3 chocs septiques) et de donneurs
sains (n=6). A la fois les patients ayant un sepsis et une COVID-19 présentent une
diminution importante et soutenue de HLA-DR monocytaire. En revanche,
I'expression du CD14 est diminuée de facon soutenue isolément chez les patients
ayant une COVID-19 (Figure 14). Ces résultats suggérent que la nature du
pathogene puisse modifier la nature de la désactivation monocytaire, ici en modulant
le niveau d’expression du CD14, co-récepteur de TLR4 pour la reconnaissance du
LPS (158).
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Ainsi, il existe a la fois des facteurs liés a la prise en charge mais aussi au
pathogéene pouvant modifier la susceptibilité pulmonaire a une agression secondaire
infectieuse. Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes qui sous-
tendent cette hétérogénéité a I'échelle cellulaire, nous avons évalué les réponses
immunitaires pulmonaires en faisant varier la source infectieuse, mettant ainsi en

évidence des phénotypes opposés des macrophages alvéolaires.

ll.Autour des modifications phénotypiques des macrophages
alvéolaires

Nos résultats expérimentaux montrent que l'origine pulmonaire ou extra-
pulmonaire du sepsis module la polarisation de limmunité pulmonaire et la
susceptibilité envers une agression secondaire avec des modifications
phénotypiques et quantitatives des macrophages alvéolaires. En effet, nous avons
observé que les macrophages alvéolaires CD11c* Siglec-F* étudiés aprés une
péritonite polymicrobienne présentent des caractéristiques tolérogénes alors que
ceux identifiés aprés une pneumonie présentent des caractéristiques compatibles
avec une trained immunity. Ces phénotypes sont deux modalités opposées de
'adaptation des cellules immunitaires innées a une premiére agression infectieuse.
En effet, des travaux récents ont montré la capacité de certaines cellules
immunitaires, telles que les macrophages ou les cellules NK, a développer des
modifications fonctionnelles post-infectieuses soutenues et stables dans le temps,
reposant sur des modifications épigénétiques et transcriptomiques. A l'inverse, il a
déja été bien décrit 'existence d’'une tolérance immunitaire innée a I'égard d’'une
seconde agression pendant laquelle une cellule immunitaire restimulée n’arrive pas a
initier la transcription des génes mis en jeu dans ses fonction anti-infectieuses
(Figure 15).
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Figure 15 : Représentation schématique du comportement des cellules immunitaires innées
durant les différents programmes adaptatifs que sont la trained immunity (panel de gauche) et
le profil tolérogéne (panel de droite). D’aprés (159).

A. Le niveau d’expression du CMH-Il comme reflet de I’activation
des macrophages alvéolaires

L’identification des macrophages alvéolaires issus de pneumonie comme
cellules ayant un profil de « trained immunity » repose a la fois sur I'expression
membranaire du CMH-II mais aussi sur le profil transcriptomique. Dans les suites
d’'une pneumonie, les cellules pulmonaires CD11c* Siglec-F* ont une augmentation
de l'expression membranaire du CMH-Il. A l'opposé, les cellules pulmonaires
CD11c* Siglec-F* ont quant a elles une diminution de I'expression membranaire du
CMH-II. L’anticorps (souche M5/114.15.2) utilisé reconnaissant les haplotypes H2-
Ab, H2-Ad, H2-Aq, H2-Ed et H2-Ek du CMH de classe Il murin, 'absence de profil
plurimodal suggére qu’il s’agit d’'une variation globale de I'appareil de présentation de
'antigene. Chez ’'Homme, il a été rapporté une diminution du niveau d’expression de
I'HLA-DR a la surface des macrophages alvéolaires dans les suites d’'un traumatisme
(160) ou d’'une chirurgie cardiaque (161), cette diminution étant associée a un risque
accru de pneumonie nosocomiale. L’originalité de notre résultat est de suggérer que
la diminution de l'expression du CMH-Il sur les macrophages alvéolaires est
associée a un risque accru de pneumonie nosocomiale mais aussi que son hyper-
expression est associée a un risque moindre. Ainsi, I'expression du CMH-II sur les
macrophages alvéolaires apparait comme un marqueur potentiel de I'état d’activation

138



du macrophage alvéolaire. Toutefois, ce réle du CMH de classe Il dans 'immunité
pulmonaire médiée par le macrophage alvéolaire est surprenant dans la mesure ou |l
s’agit d’'une cellule essentiellement phagocytique et que le CMH-II joue avant tout un

réle dans la présentation de I'antigéne.

Il est intéressant de noter que les molécules du CMH ont été identifiées
comme exergant des fonctions autres que celle de présentation de I'antigéne. En
particulier, plusieurs travaux suggérent que le CMH de classe Il joue un réle
important dans la réponse des récepteurs TLR a une stimulation. Ces travaux sont
issus d’une littérature ancienne ayant montré qu’'une diminution ou une abolition de
'expression du CMH-II entraine une diminution de la production cytokinique des
macrophages aprés stimulation au LPS (162,163). En 2010, Liu et collégues ont
montré que cet effet passait par le maintien de l'activité de la kinase Btk (164).
Toutefois, les mécanismes qui contrdlent ces variations dans I'expression du CMH-II

restent a préciser.

B. Le profil transcriptomique des macrophages alvéolaires

Nous avons aussi réalisé une analyse transcriptionnelle des cellules
pulmonaires CD11c* Siglec-F* issues de chaque condition expérimentale, qui
retrouve une modification du profil transcriptomique vers un enrichissement des
voies de signalisations du métabolisme lipidique et glycolytique aprés pneumonie en
comparaison de la condition post-CLP. Ce résultat est en faveur d’un profil de trained

immunity des macrophages alvéolaires étudiés apres une pneumonie.

Les progrés récents en immunomeétabolisme et en épigénétique ont permis
d’identifier que les profils de trained immunity et de tolérance sont deux modalités
d’'un seul phénoméne finement régulées par des modifications épigénétiques et
meétaboliques. L’analyse métabolomique et transcriptomique de monocytes humains
préalablement stimulés au B-glucane ont mis en avant une intéraction forte entre la
glycolyse et la glutaminolyse dans la mise en place de la trained immunity. Ces

monocytes accumulent le fumarate, métabolite du cycle de Krebs, qui influence la
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reprogrammation épigénétique en régulant a la baisse l'activité des histones
démeéthylases KDM5 (165). De plus, différents intermédiaires du cycle de Krebs
exercent des effets distincts sur l'activité des cellules immunitaires innées. Par
exemple, l'a-cétoglutarate favorise l'activation anti-inflammatoire des macrophages
via une reprogrammation épigénétique meédiée par la déméthylase H3K27 JMJD3 et
facilite la tolérance a l'endotoxine aprés activation au LPS ou par I'IFNy des
macrophages (166). Pour consolider nos résultats, nous pourrions utiliser comme
modalité diagnostique du phénotype de frained immunity une évaluation de

I'acidification du milieu extra-cellulaire (ECAR, extracellular acidification rate) (94).

lll.Autour des modifications quantitatives des macrophages
alvéolaires

A. Provenance ontogénique des macrophages alvéolaires
accumulés

Au dela des modifications phénotypiques observées dans les populations de
macrophages alvéolaires, nous avons pu observer des modifications quantitatives
avec une diminution soutenue et continue en macrophages alvéolaires dans les
poumons issus de souris ayant été soumises a une péritonite polymicrobienne. A
l'inverse, la survenue du pneumonie entraine une accumulation en macrophages
alvéolaires permettant une clairance plus rapide dans le contexte d’une infection

pulmonaire secondaire.

En conditions inflammatoires, les données issues de la littérature concernant
'origine et le renouvellement des macrophages alvéolaires sont contradictoires.
Certains travaux suggerent un auto-renouvellement indépendant des cellules
circulantes (83,94,97) alors que d’autres mettent en évidence le recrutement de
monocytes circulants (91,92). Nous avons recherché dans nos travaux a déterminer
'origine des cellules pulmonaires CD11c* Siglec-F* identifiées. Au travers de la
réalisation de chiméres de moelle osseuses issues de souris CD45.1" (donneuses)
et CD45.2" (receveuses). Malheureusement, aucune de nos deux approches (greffe

aprés irradiation médullaire ou aprés radiomimétiques) ne nous a permis de mettre
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au point un modele robuste et fiable. Nous avons néanmoins évalué I'expression de
CX3CR1 et du CD115 dans la mesure ou ces deux marqueurs sont reportés comme
étant absent a la surface des macrophages alvéolaires d’origine embryonnaire (81).
De fagon surprenante, le taux d’expression du CXsCR1 et du CD115 a la surface des
cellules pulmonaires CD11c* Siglec-F* était important chez les souris naives. Une
autre approche serait d’utiliser des souris parabiontes ou des souris Ccr2” chez

lesquelles les cellules monocytaires circulantes sont quasiment absentes.

Nos résultats sont en accord avec les données publiées jusqu’alors. Il existe
des données dans la littérature montrant des différences quantitatives en
macrophages tissulaires aprés une agression non locale, 'amplitude et la direction
de cette variation dépendant a la fois de I'organe considéré mais aussi du type de
d’agression tissulaire (5). Toutefois, les déterminants qui régulent ces variations
quantitatives restent non identifiés a ce jour. Nous avons identifié un réle important

des lymphocytes T CD4* régulateurs (Tregs) dans ce phénomene.

B. Association entre macrophages alvéolaires et lymphocytes T
régulateurs (Tregs)

Nous avons identifié au sein du microenvironnement pulmonaire un role
central joué par les lymphocytes T CD4* FoxP3* T régulateurs (Tregs). Leur role a
déja été étudié dans les pathologies infectieuses, avec un effet bénéfique ou délétere
selon les études. En effet, il a été rapporté un effet délétére de leur accumulation au
travers de l'induction d’'une expansion des CLI de type 2 médiée par I'lL33 (29) et la
différenciation des cellules dendritiques vers un profil tolérogéne médié par le TGF(
(146). Cependant, il a aussi été rapporté un effet bénéfique de I'expansion des Tregs
via la réparation tissulaire du tissu épithélial par les voies du TGFB et de
'amphireguline (167,168).

Les données concernant les interactions entre macrophages alvéolaires et
Tregs concordent vers un effet bénéfique (169,170), bien que les modéles utilisés

varient de fagon importante entre les études, suggérant une influence importante de
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la source infectieuse. Nos résultats vont dans ce sens puisque une déplétion en
Tregs aprés une LPC améliore la clairance bactérienne en augmentant le nombre
absolu de macrophages alvéolaires au sein du poumon. A l'inverse, leur déplétion
apres une pneumonie rétablit une clairance comparable aux contréles et restaure
une quantité de macrophages alvéolaires également comparable aux contrdles. Une
autre étude montre qu'une déplétion en Tregs augmente le nombre de cellules
immunitaires (y compris les macrophages alvéolaires) dans les suites d'une
administration intra-trachéale de LPS (167). Si les mécanismes précis qui sous-
tendent cette observation restent largement méconnus, nous avons identifié un role

central de la voie de signalisation TLR2.

C. La voie de signalisation du TLR2 contrdle I’expansion des
lymphocytes Tregs

Nous avons étudié le réle de TLR2 dans la mesure ou nous avons
précédemment rapporté que les souris tIr2”- chez lesquelles était induite un CLP
n'étaient pas sensibles a une deuxiéme agression infectieuse (20) et parce que TLR2
est connu pour contréler I'expansion des Treg dans le contexte de la septicémie (35).
Cette observation est intéressante en raison de I'importante distribution d’expression
des TLR a la surface des cellules qui en font un bon candidat pour la détection des
effets a distance des infections. Les TLR2 reconnaissent de nombreux agents
pathogénes, y compris les bactéries Gram-positives et Gram-négatives.
L'hétérodimérisation de TLR2 avec TLR1 ou TLRG6 est la premiére étape menant a
I'activation de l'inflammation via la voie MyD88 (36). Si la fonction centrale de la
signalisation par les TLR soit d'activer la réponse immunitaire innée, de plus en plus
de preuves suggerent un réle immunomodulateur a la fois direct et indirect du TLR,
en particulier sur les Treg. Par exemple, les Treg se développent sans cellules
présentatrices d'antigéne et perdent transitoirement leurs capacités suppressives en
présence de l'agoniste TLR2 Pam3Cys-SK4 (37) tandis que l'inversion de I'anergie
Treg dépend des cytokines produites par les cellules dendritiques activées par TLR
(38). Dans I'ensemble, ces résultats mettent en évidence la complexité de la réponse
immunitaire suite a une agression infectieuse avec des effets directs et indirects du

microenvironnement sur les cellules effectrices.
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IV.Autour de I'exemple de la désactivation monocytaire comme
modeéele d’investigation de [I’hétérogénéité des réponses
immunitaires

Nos résultats ont mis en évidence l'existence d'une hétérogénéite des
vitesses et capacités de production de TNFa en réponse a une stimulation par LPS
des monocytes circulants issus de patients septiques. Ainsi, le phénomeéne de
toléerance au LPS des monocytes de patients septiques est une manifestation
macroscopique homogene résultant de la sommation de comportements cellulaires
hétérogenes. De fagon intéressante, cette différence est elle aussi retrouvée chez les
volontaires sains. Ainsi, nos données suggérent que la survenue d’une infection

affecte l'intensité et 'orientation d’'un phénomeéne présent a I'état homéostatique.

Le concept d’hétérogénéité est ancien, universellement partagé au sein des
systemes biologiques, et est le reflet appréciable du phénoméne de stochasticité.
L’investigation des mécanismes qui la sous-tendent a fait I'objet d’'un regain d’intérét
les derniéres années avec I'avenement des techniques d’analyse unicellulaire et
d’outils puissants de calcul (171). Chez les bactéries, la survenue de mutations sans
déterminisme a été depuis longtemps identifiée comme un avantage en terme de
survie de l'espece en permettant I'apparition de phénotypes plus résistant a
'environnement. En revanche, la nature de I'effet de I'hétérogénéité et de la diversité
du systéme immunitaire sur I'étre humain reste a déterminer. Si I'hétérogénéité des
réponses anti-infectieuses a I'échelle des individus se fait essentiellement chez
'Homme, la variabilité des réponses immunitaire a I'échelle cellulaire est faite sur
des modeles animaux. Une des forces de notre travail est d’avoir pu mettre de telles
différences en évidences chez I'Homme pour pouvoir aller plus loin dans la

compréhension des mécanismes sous-jacents.
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A. L’hypothése des différences de stade développemental
cellulaire

Nos résultats ont montré que chez les volontaires sains, la proportion de
cellules sécrétant du TNFa aprés stimulation au LPS est variable. Parmi les cellules
sécrétant du LPS, il existe aussi des differences de vitesse de sécrétion. En
postulant I'existence de profils transcriptomiques sous-jacents différents, les
déterminants de cette variabilité sont nombreux et peuvent étre schématiquement
classés en deux catégories que sont 1/ des paramétres intrinséques (tels que le
stade du cycle cellulaire ou des modifications épigénétiques) et 2/ des paramétres
extrinséques tels que l'influence du milieu ou les communications intercellulaires.
Dés lors, les monocytes circulants sont un modeéle intéressant dans la mesure ou
linfluence du milieu cellulaire et ou les communications intercellulaires sont
possiblement moindres. De plus, nous avons utilisé une technologie ou chaque
cellule est individualisée au sein d’'une gouttelette avec un milieu standardisé, ce qui
réduit considérablement l'influence de ces deux paramétres au moment de la
stimulation par LPS. Ainsi, nos données plaident en faveur d'une influence
prédominante des paramétres intrinseques aux cellules dans la variabilité des
réponses observées. Shalek et collegues ont montré a partir de cellules dendritiques
issues de moelle osseuse de souris (BMDC, Bone marrow-derived dendritic cells)
stimulées au LPS l'existence de réponses bimodales pour certains génes codant
pour la réponse pro-inflammatoire. De plus, les auteurs ont montré que les cellules
ayant des réponses transcriptomiques différentes étaient a un stade de
développement différent (140). Toutefois, certaines données de la littérature

suggeérent que des facteurs extrinséques seraient a prendre en compte.

B. L’hypothése du contrdle de I'activité cellulaire par le milieu

La désactivation monocytaire est appréciée par le biais de deux
caractéristiques, d’une part la diminution de la synthése de TNFa apres stimulation
au LPS (appelée « tolérance a I'endotoxine ») et d’autre part une diminution de
I'expression membranaire de HLA-DR. La diminution de I'expression de cytokines
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pro-inflammatoires telles que I'lL-6 ou le TNFa aprés stimulation au LPS chez les
patients septiques a été mise en évidence chez ’homme a partir du sang total (141),
de monocytes (33) et de PBMC (172). En revanche, la stimulation de macrophages
péritonéaux ou alvéolaires humains par du LPS aprés une péritonite (173) ou un
SDRA infectieux (174) produit le phénotype inverse, avec une augmentation de
production de cytokines pro-inflammatoires. Fitting et collegues ont montré chez la
souris que I'administration de LPS entrainait une tolérance au LPS dans la plupart
des compartiments (péritoine, rate, moelle osseuse) mais pas dans le poumon. Si
tous ces travaux ont des limites importantes, en particulier en lien avec la
caractérisation des cellules utilisées, ils montrent que le milieu exerce un effet

important sur 'orientation fonctionnelle des cellules immunitaires.

CONCLUSION

Nous avons pu mettre en évidence chez les patients pris en charge
pour un choc septique un risque accru de pneumonie acquise sous ventilation
mécanique dans les suites d’'une premiere agression pulmonaire. Cette observation
a fondé le rationnel d’'une modélisation expérimentale chez I'animal visant a évaluer
les réponses immunes pulmonaires au décours d’une premiéere agression infectieuse
pulmonaire ou extra-pulmonaire. Par ailleurs, dans le contexte pandémique, nous
avons identifié que la COVID-19 était indépendamment associée a un risque accru
de pneumonie nosocomiale, suggérant ainsi que I'infection a SARS-CoV-2 induit des

altérations particulieres de 'immunité pulmonaire.

Ainsi, nous avons étudié la réponse pulmonaire au cours de la phase
d'immunosuppression post-septique en modulant le site d’infection primaire dans des
modéles murins d’infection respiratoire et extra-respiratoire. Nous avons identifié une
susceptibilité accrue a une pneumonie secondaire dans les suites d’'une infection
extra-respiratoire et une résistance dans les suites d’'une pneumonie initiale. Ces
différences sont associées a des anomalies quantitatives et fonctionnelles des
macrophages alvéolaires. Ces anomalies sont associées a des variations
quantitatives des Tregs dans le poumon dépendant de la voie de signalisation TLR2

et régulant les nombres de macrophages alvéolaires. Enfin, nous avons ainsi pu
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mettre en évidence l'existence d’une variabilité temporelle importante et d’une

grande hétérogénéité des réponses monocytaires chez les patients septiques.
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