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Introduction

Les syndromes septiques sont une préoccupation majeure de santé publique. lls
représentent la cause principale d’admission en réanimation et un facteur de mortalité élevé
(1-4). Leur augmentation est importante ces derniéres années du fait du vieillissement de la
population, de l'administration importante de traitements immunosuppresseurs, des
chimiothérapies et des chirurgies lourdes, affectant les capacités de défenses immunitaires de

Ihéte (1,5).

La forme la plus grave du sepsis est le choc septique caractérisée par une défaillance
multiviscérale. A la suite de cet état de choc, comme dans d’autres types d’agressions
systémiques (polytraumatisme, brllure sévére), se développe de fagon concomitante un
syndrome inflammatoire intense balancé par une phase d’'immunoparalysie touchant a la fois
les versants innés et acquis de I'immunité (6—8). En particulier, il a été montré que les
lymphocytes T subissent une forte apoptose, et sont altérés dans leurs fonctions (diminution
de la production d’Interféron gamma (IFNy), augmentation des lymphocytes T régulateurs
(Tregs)) (9—11). L'immunosuppression est associée chez certains patients au développement
d’infections nosocomiales (IN), a des réactivations de virus latents (Herpes Simplex Virus (HSV),

Cytomeégalovirus (CMV)) et a une mortalité accrue (12).

C’est pourquoi, ces derniéres années, apres de multiples tentatives infructueuses de
limiter la phase initiale par des traitements anti-inflammatoires (anti-Tumor Necrosis Factor
alpha (TNFa), antagoniste du récepteur de l'Interleukine 1 (IL-1Ra)) (13); les efforts de
recherche ont porté sur une possible reconstitution du statut immunitaire suite a la phase
immunosuppressive par des traitements immunostimulants. Parmi ceux-ci, I'Interleukine-7 (IL-

7) apparait comme un agent prometteur (14-16).

L'IL-7 est une cytokine indispensable a '"homéostasie des cellules T. Elle agit via un
récepteur membranaire a la surface des lymphocytes T composé d’'une chaine commune
gamma et d’'une partie spécifique (IL-7Ra ou CD127). Une forme soluble du récepteur (sCD127)
est également libérée dans la circulation sanguine (17). Au niveau transcriptionnel, plusieurs
variants du géne de I'lL7R ont été décrits, parmi lesquels un transcrit majoritaire IL7R-1 codant
pour la protéine transmembranaire et deux transcrits IL7R-3 et IL7R-7 potentiellement codant

pour la forme soluble.
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Par ailleurs, en situation de stimulation antigénique permanente (infections virales
chroniques, cancers...), se développe progressivement un processus d'épuisement
lymphocytaire T (ou « T-cell exhaustion » en anglais) (18). Il est défini par la perte progressive
des fonctions effectrices, par une forte expression de récepteurs inhibiteurs de surface ou
« checkpoints-inhibiteurs », dont Programmed Death 1 (PD-1)et par une diminution
d’expression des récepteurs aux signaux de survie, dont I'lIL-7. Ce processus d’épuisement a

aussi été décrit dans le sepsis.

Néanmoins, dans ce contexte, I'étude de I'expression du récepteur a I'lL-7 n’est pas
exhaustive et le lien entre sa régulation et les altérations lymphocytaires T n’est pas encore
bien caractérisé. La premiére partie de cette thése est constituée d’une revue bibliographique
avec des rappels sur la définition, I'immuno-pathologie du sepsis et sur la voie de
I'Interleukine-7. La seconde partie porte sur un travail expérimental visant a évaluer
I'expression de différentes formes du récepteur a I'lL-7 et a les relier aux altérations

phénotypiques et fonctionnelles lymphocytaires T induites par le choc septique.
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1. Présentation des états septiques

1.1. Définitions

1.1.1. Anciennes définitions

Le sepsis, terme provenant du grec ancien ofjt¢ pour « putréfaction » correspond a une
réponse systémique lors d’une infection grave, le plus souvent mortelle avant I'essor de
I'antibiothérapie moderne. Il était anciennement désigné sous le terme de septicémie
signifiant littéralement « infection du sang ». Bien que la notion de sepsis ait été décrite depuis
plusieurs millénaires, les connaissances de sa physiopathologie et en particulier, de la réponse

de I'h6te n'ont été précisément étudiées que pendant ces trois derniéres décennies.

En 1992, I'« American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine »
(ACCP/SCCM) a classé pour la premiere fois la notion de sepsis en plusieurs stades de gravité
(Figure 1) (19). Puis, en 2001, une nouvelle conférence de consensus (International Sepsis
Definitions Conference) a confirmé cette définition graduelle des états septiques (20). Le
premier stade est le syndrome de réponse inflammatoire systémique ou SRIS défini

cliniquement par la présence d’au moins deux signes parmi :

- Une température corporelle >38°C ou <36°C
- Une fréquence cardiaque >90 battements par minute
- Une fréquence respiratoire >20/min ou hyperventilation avec PaC0O2 < 32 mm Hg

- Une leucocytose > 12 000/mm? ou <4000/mm?

Le SRIS est un processus de réponse non spécifique a une infection également retrouvé et
dans d’autres situations aigues telles qu’un traumatisme sévere, une brulure grave ou un arrét
cardio-pulmonaire. Ensuite, le sepsis est un SRIS associé a un processus infectieux en cours,
puis le sepsis sévere correspond a un sepsis avec une ou plusieurs défaillance(s) d’organe(s),
parmi une hypotension (Pression Artérielle Systolique (PAS) >90mmHg ou Pression Artérielle
Diastolique (PAD) <40mmHg) ou une hypoperfusion d’organes (PaO,/Fi0,<280, acidose
lactique, oligurie <0,5 ml/kg/h) ou une altération des fonctions supérieures. Le stade le plus
sévere est le choc septique pour lequel I'hypotension et/ou la défaillance d’organe est
persistante malgré un remplissage vasculaire adéquat et/ou nécessitant I"administration

d’amines vasoactives (adrénaline, noradrénaline).
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A Systemic

INFECTION < SIRSHpove™ = SEPSIS
@ * \ Syndrome
DEATH

. Pancreatitis
Bacteremia

SEPTIC SHOCK

SEVERE SEPSIS + HYPOTENSION

Trauma

SEVERE SEPSIS

Fungem SEPSIS + END ORGAN DAMAGE
INFECTION SIRS
SEPSIS
Parasitel Burns SIRS + INFECTION
Viremia SIRS
Other Temp. <36 0r >38°C, HR >80uucscs, RR >20uccine OF PACO, <320,
Other WBC <4,000 or >12,000 ws, Or >10% Bands

INFECTION

Figure 1 : Ancienne définition des syndromes septiques
(A) La notion de sepsis était définie comme la présence d’un SRIS et d’une infection. (B) Les syndromes septiques
sont un continuum clinique et englobent plusieurs étiologies infectieuses. D’apres (19)

La classification de la réponse inflammatoire systémique a une infection en quatre
stades a de nombreuses limites. En effet, le SRIS est une notion globale pouvant concerner
jusqu’a 90% des patients admis en réanimation, non spécifique, et faisant partie intégrante
d’une réponse physiologique a une infection (5). Elle ne tient compte ni de la durée, ni de
I'origine de I'infection, ni de I’hétérogénéité de la réponse des patients. De plus, elle est peu

standardisée et source d’'une grande hétérogénéité diagnostique entre les pays.

1.1.2. Evolution de la définition du sepsis

La définition du sepsis a été révisée en 2016 par un groupe de travail de la « Society of
Critical Care Medicine » et de la « European Society of Intensive Care Medicine » au cours du
« Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock » (Sepsis-3) (21). Les
éléments d’orientation principaux sont présentés dans la figure 2. Le sepsis est maintenant
caractérisé comme « une dysfonction d’organe menagant le pronostic vital et causée par une
réponse inappropriée de I’"héte a une infection ». Concrétement, la dysfonction d’organe est
objectivée par une augmentation du score SOFA (Sepsis related Organ Failure Assessment) de
2 points ce qui reflete un risque de mortalité hospitaliere de 10% supplémentaire. Au sein de
cette dénomination, le choc septique est un sous-groupe concretement défini par la nécessité

d’administration de traitements vasoactifs pour maintenir une pression artérielle moyenne
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(PAM) supérieure a 65 mm Hg et une lactatémie inférieure a 2 mmol/L. Il s’accompagne de
dysfonctions circulatoires, cellulaires et métaboliques profondes associées a une mortalité

hospitaliére allant jusqu’a 40%.

Patient with suspected infection

Y

GSOFAR2? | No /" sepsisstll '\ No_, | Jcor e B S oo
(see(A)) suspected? L 7

if clinically indicated

Yes Yes
Y

Assess for evidence »
of organ dysfunction

(&) gSOFA Variables
¥ '
SOFA 227 No Monitor clinical condition; R i
(see(8) » reevaluate for possible sepsis Mental status
N if clinically indicated Systolic blood pressure
Yes
Y
Sepsls - (B) SOFA Variables
L Pa0,/Fi0, ratio
2 2
Despite adequate fluid resuscitation, Glasgow Coma Scale score

1. vasopressors required to maintain

MAP 265 mm Hg No Mean arterial pressure
AND Administration of vasopressors
2. serum lactate level >2 mmol/L? with type and dose rate of infusion
Serum creatinine or urine output
ves Bilirubin

4

Septic shock Platelet count

Figure 2 : Algorithme diagnostic du sepsis et du choc septique selon la définition de 2016
Le nouvel algorithme décisionnel inclut les scores cliniques qSOFA et SOFA. D’apres (21)

Le SOFA est calculé en attribuant un score variant de 0 a 5 selon le degré d’altération
de chaque groupe d’organe (cardio-respiratoire, rénal, hépatique, neurologique) (Figure 2). La
conférence de consensus introduit aussi la définition du score quick SOFA (qSOFA) pour
identifier plus rapidement et en dehors des services de réanimation les patients susceptibles

de correspondre a la nouvelle définition du sepsis. Il repose sur les 3 critéres suivants :

- Rythme respiratoire > 22/min
- Altération des facultés mentales

- Pression artérielle systolique (PAS) <100 mm Hg

La présence d’au moins 2 criteres qSOFA définit ainsi une population de patients a risque

septique important et/ou justifiant un monitorage accru.

Les avantages de la nouvelle définition sont multiples (22). D’abord, le terme de
« réponse inappropriée » de I’hote est plus adéquat a la situation du choc septique car elle
s’oppose a une réponse régulée lors d’une infection non compliquée. Puis, elle s’affranchit de

la notion faiblement spécifique de SRIS amenant a des diagnostics par exces. L'appellation

25

ALLAM
(CC BY-NC-ND 2.0)



« sepsis grave » de I'ancienne définition était également source de confusion puisque tout état
septique peut étre considéré comme sévere. Par ailleurs, I'évaluation de la défaillance
organique par le score SOFA permet une standardisation des patients, ce qui est un avantage
pour I'homogénéisation des cohortes dans les études épidémiologiques et cliniques. En
revanche, la sensibilité de la nouvelle définition est réduite. En limitant le diagnostic positif du
choc septique a une dysfonction d’organe importante et a une lactatémie > 2 mmol/L, elle
tend a sélectionner les cas les plus sévéres et peut mener a un diagnostic tardif. Par ailleurs, la
détermination du score SOFA n’est pas aisée hors des services de réanimation, notamment aux
urgences, car il doit souvent étre vérifié pendant plusieurs jours d’affilé et nécessite

I'accessibilité a des tests de laboratoire pour le dosage des lactates.

1.2. Epidémiologie

1.2.1. Incidence et colits en France et dans le monde

Les syndromes septiques restent un probléme majeur de santé publique depuis
plusieurs décennies a la fois dans les pays dits développés et en voie de développement. Leur
incidence est en constante élévation en France et dans le monde depuis les 40 derniéres
années (Figure 3) (23,24). Une méta-analyse publiée en 2016 a également montré une
augmentation des nouveaux cas sur les 10 dernieres années, passant de 288 a 437 pour 100
000 habitants pour le sepsis et de 148 a 270 pour 100 000 habitants pour le sepsis sévere (25).
En 2012, il a été estimé que 20 millions de personnes étaient atteintes de sepsis chaque année
dans le monde dont 1 a 3 millions aux Etats-Unis d’Amérique (USA) (21). En France, la
fréquence des admissions en réanimation pour une cause septique est passée de 8,2% en 1993
a 15,4% en 2010 (2). L'augmentation de l'incidence des états septiques peut étre reliée au
vieillissement de la population, a la progression des maladies chroniques, des chirurgies
lourdes, des traitements immunosuppresseurs et a I'émergence de bactéries multi-résistantes
(23). Cependant, le recueil épidémiologique trés hétérogene de l'incidence et de la mortalité

entre les pays rend difficile I'interprétation de ces données (25).

Le sepsis a aussi un impact économique important. En effet, la durée de séjour
moyenne en soins intensif est estimée a 9,5 jours aux Etats-Unis (26). Les cod(ts

d’hospitalisation associés sont évalués a environ 17 milliards de dollars par an (27).
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Figure 3 : Incidence des syndromes septiques entre 1979 et 2007
Données ajustées selon le sexe entre 1979 et 2000 (A), (d’aprés (23)) et entre 1999 et 2007 (B), (d’aprés (24))

1.2.2. Pronostic et mortalité

La sévérité des patients septiques a l'admission en service de soins intensifs,
représentée par le score IGS Il (Indice de Gravité Simplifié ou SAPS Il « Simplified Acute
Physiology Score » en anglais) est également en constante augmentation. De plus, malgré les
avancées diagnostiques et thérapeutiques ayant permis une amélioration du pronostic ces
vingt dernieres années, la mortalité associée reste trés préoccupante. Le choc septique est la
premiere cause de déces en réanimation dans le monde (1,3). En France, elle est estimée a
48,7% en 2011 pour le choc septique (2). Une étude publiée en 2017 a confirmé la gravité des
états septiques aux Etats-Unis, puisqu’ils engendrent une mortalité hospitaliere d’environ 15%,

en considérant le sepsis simple au choc septique (4).

La mortalité précoce intervient dans les premiers jours par défaillance multi-viscérale
le plus souvent a cause d’une prise en charge trop tardive ou de mesures de réanimation
insuffisantes. Néanmoins, les progrés diagnostiques et thérapeutiques, notamment en termes
d’antibiothérapie ont permis aux patients de mieux survivre a la phase initiale pro-
inflammatoire. A plus long terme, un état prolongé d'immunoparalysie et de défaillance
circulatoire entraine de persistantes modifications immunitaires et métaboliques a I'origine

d’une augmentation des INs et des décés (Figure 4) (6,8,28).
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Figure 4 : Distribution biphasique de la mortalité dans le sepsis
Les déces précoces surviennent dans les 10 premiers jours et sont dus a une réanimation non adéquate ou a des
défaillances d’organe alors que les déces plus tardifs sont le résultat des dysfonctions immunitaires et d’anomalies
métaboliques persistantes. D’apres (28)

D’autre part, les patients qui survivent a un choc septique présentent des séquelles
physiques et cognitives a long terme comme en témoigne une étude de 2010 (29). Sur une
cohorte de 1100 patients, ces travaux ont montré que les patients survivants avaient environ
trois fois plus de risque de développer des séquelles cognitives (altération de la mémoire,
désorientation), et avaient globalement plus d’invalidité dans leurs activités quotidiennes

jusgu’a 8 ans apreés le choc.

1.2.3. Etiologies infectieuses

En terme de fréquence, une étude rétrospective multicentrique de 2014 sur environ
8000 patients a identifié les pneumopathies infectieuses comme étiologie principale (50-60%)
(3,30) suivies par les infections abdominales (9-23%), urinaires (8-10%) et enfin les infections
liées aux dispositifs médicaux (6-15%) (30). Cependant, une identification microbiologique
précise n’est établie que dans 70% des cas. Les micro-organismes pathogenes les plus
fréquemment isolés sont des bactéries puis des champignons et virus. Une étude européenne
de 2006 a montré que 62% des isolats microbiologiques issus de patients en choc septique
étaient des bactéries a Gram négatif (par ordre de fréquence, E. coli puis P. aeruginosa), 47%
des Gram positif (majoritairement S. aureus) et 19% des champignons, essentiellement des

levures (31). Depuis les années 2010, les bactéries a Gram positif sont plus fréquemment a
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I'origine de sepsis que les bactéries a Gram négatif (200 000 versus 150 000 cas de sepsis par

an aux USA) (32).

La gravité du sepsis est dépendante du site initial de I'infection : par exemple, les chocs
dont le point de départ est d’origine digestive (cholécystite, pancréatite) ou les endocardites
infectieuses ont une mortalité supérieure a 50%. A l'inverse, les infections systémiques a point

de départ urinaire sont de moins mauvais pronostic (de 8 a 10% de mortalité) (28).

1.2.4. Facteurs de risques et de gravité

L'incidence du sepsis augmente constamment avec I’adge avec deux pics de fréquence
aux ages extrémes de la vie. Le sexe masculin semble étre un facteur de risque mais la
mortalité est équivalente entre les deux sexes. L'ethnie est également un critere influant, en
effet, la fréquence du sepsis est plus élevée chez les non caucasiens, et plus particulierement
chez les Afro-Américains. La présence d’une ou plusieurs comorbidités : hypertension
artérielle, diabete, insuffisance rénale chronique, atteinte hépatique... favorise la survenue

d’une complication septique et est aussi un facteur aggravant (33).

1.3. Diagnostic clinique et microbiologique

Les principaux signes cliniques rencontrés au cours sepsis sont assez peu spécifiques :
hyper ou hypothermie, tachycardie, tachypnée, signes cutanés... Des éléments de gravité
peuvent orienter vers le diagnostic de choc : signes hémodynamiques (hypoperfusion et/ou
hypotension artérielle, tachycardie...), purpura, marbrures insuffisance rénale, acidose
métabolique, troubles neurologiques (confusion, délirium, déficit cognitif). Les principales

atteintes d’organes sont résumées dans la figure 5 (34).
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Figure 5 : Atteintes d’organes au cours du choc septique
D’aprés (34)

Au niveau biologique, on note une perturbation importante du bilan biochimique avec
une hyperlactatémie, hyperglycémie, et une hypoxémie parfois tres sévere en cas de
syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) associé, une acidose métabolique, une
insuffisance rénale aigue, une cytolyse hépatique, une hyperbilirubinémie et parfois une
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD). On observe aussi trés fréquemment une
hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles (PNN), une lymphopénie et un syndrome
inflammatoire intense avec une augmentation de la protéine C réactive (CRP) et de la

procalcitonine (PCT) (34).

L’origine microbienne d’un syndrome inflammatoire systémique peut étre difficile a
affirmer, par le manque de spécificité des criteres de SRIS, I'hétérogénéité clinique des
patients et de la difficulté d’identification d’une porte d’entrée infectieuse. Une simple
suspicion clinique, dans un contexte de choc suffit a poser le diagnostic d’une provenance

septique et a justifier I'initiation d’un traitement antibiotique.

Les prélevements a visée microbiologique doivent étre effectués dans les plus courts
délais pour ne pas retarder I'antibiothérapie (34). Des hémocultures doivent étre réalisées
avec des prélevements locaux sur le site infectieux suspecté (Examen Cyto Bactériologique des

Urines (ECBU), préléevements broncho-pulmonaires, ponction lombaire...) pour une
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identification précoce du germe et pour limiter I'utilisation des antibiotiques a large spectre.
De nouvelles techniques d’identification, reposant sur la biologie moléculaire, permettant
d’identifier directement le micro-organisme a partir d'un prélevement clinique sont
actuellement a I’essai (35). lls permettraient un gain de temps en réduisant la durée nécessaire
a l'identification du micro-organisme. Des examens d’imagerie tels qu’une radiographie du
thorax, un scanner cérébral et/ou abdominal peuvent apporter une aide précieuse a la

localisation du foyer infectieux.

1.4. Prise en charge thérapeutique

1.4.1. Suppléance des défaillances d’organe

Globalement, le diagnostic et la prise en charge du choc septique sont indissociables et
doivent étre menés simultanément. En 2016, la « Surviving Sepsis Campaign » a émis une liste
de 93 recommandations sur le traitement symptomatique précoce du sepsis et du choc
septique (36). Parmi celles-ci, 32 sont des recommandations strictes avec un fort consensus et
39 sont des recommandations moins fortes. La priorité est de rétablir un état hémodynamique
satisfaisant et d’assurer une ventilation efficace. Pour cela, un monitorage minimal des
fonctions vitales (pression artérielle, pouls, saturation en 02, température, sondage urinaire)
est rapidement mis en place. Puis, des mesures de supplémentation sont réalisées en urgence,
visant a corriger au plus vite I'hypotension qui conditionne I’état de choc hypovolémique. Il est
recommandé de procéder a un remplissage vasculaire par une solution de cristalloides
(500mL/15min). Le but du remplissage est d’atteindre une pression veineuse centrale (PVC)
entre 8 et 12 mm Hg et une PAM >65 mm Hg. Si le patient est réfractaire au remplissage (PAS
<90 mm Hg ou PAD <40 mm Hg), il est alors nécessaire d’administrer des amines vasoactives.
Par ailleurs, on instaure une oxygénothérapie pour assurer une saturation partielle en oxygene
(Sp02) supérieure a 95%. D’autres traitements symptomatiques peuvent étre mis en place :
hémodialyse, nutrition entérale, insulinothérapie... L'emploi des corticoides est controversé et
n’‘est pas recommandé si le remplissage vasculaire est suffisant pour rétablir une stabilité

hémodynamique.
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1.4.2. Antibiothérapie

Les différents examens ne doivent pas retarder la mise en route d’une antibiothérapie
adaptée. En effet, il a été montré que les premieres heures étaient critiques pour diminuer la
mortalité précoce du choc septique. Chaque heure de retard a I'administration des

antibiotiques augmenterait la mortalité de 7,6% (37).

La revue de la « Surviving Sepsis Campaign » insiste sur |'administration rapide
d’antibiotiques par voie intraveineuse (IV) dés la suspicion d’'un choc d’origine septique (36). Le
choix se fait en fonction du contexte clinique, du foyer infectieux identifié, des antécédents, et
des pathologies associées. Il est recommandé d’utiliser des antimicrobiens a large spectre en
monothérapie ou en combinaison pour couvrir les pathogénes les plus probables (en incluant
les bactéries, virus, et champignons). Le traitement probabiliste doit-étre réévalué apres
I'identification formelle du pathogéne et I’évaluation de sa sensibilité aux antimicrobiens. Des
mesures de retrait de I'abord vasculaire infecté, de drainage percutané ou chirurgical du foyer

infectieux sont aussi utiles en complément de I'antibiothérapie.

1.4.3. Nouvelles approches thérapeutiques

La mortalité liée au sepsis intervient dans les 3 premiers jours pour 70% des cas.
Cependant, les patients survivants présentent également un risque de mortalité supérieur a
plus long terme a cause d’une dysfonction d’organe persistante et du développement plus
élevé d’'INs (28,38). Au cours des dernieres décennies, plusieurs centaines d’essais cliniques
ont été menés testant des agents anti-inflammatoires (anti-TNFa, anti-LPS, IL-1Ra, corticoides,
immunoglobulines polyvalentes...) pour lutter contre la phase initiale de SRIS et n’ont
globalement pas eu de résultats positifs (13). L'une des raisons possibles pour expliquer ces
échecs est que les essais se basaient sur des modeles expérimentaux ne prenant pas
suffisamment en compte la phase d’immunosuppression. Par ailleurs, les cohortes tests
étaient de grandes tailles, hétérogénes, et non stratifiées selon le statut immunitaire des
patients (13). Les approches thérapeutiques récentes avec des traitements immunostimulants

intégrent donc les avancées sur la compréhension de I'immuno-pathologie du choc septique.
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2. Immuno-pathologie des états septiques
2.1. Phase précoce de reconnaissance microbienne

Lors de I'effraction d’un micro-organisme sous forme entiére ou particulaire a travers
les barrieres cutanéo-muqueuses, une premiere ligne de défense antimicrobienne est
déclenchée suite a la reconnaissance de motifs moléculaires non spécifiques associés aux
micro-organismes ou « Pathogen Associated Molecular Patterns » (PAMPs). Ils sont des
composants des parois bactériennes (lipopolysaccharide, peptidoglycane) ou des flagelles
(flagelline), des manannes de champignons ou des acides nucléiques bactériens et viraux. Les
« Damage Associated Molecular Patterns » (DAMPs) sont des débris ou composant de cellules
libérés par des tissus en apoptose (Heat Shock Protein (HSP), d’Adénosine Tri-Phosphate (ATP)
ou d’Acide Désoxyribo Nucléique (ADN) mitochondrial). Les PAMPs et DAMPs sont reconnus
par des récepteurs non spécifiques membranaires ou cytoplasmiques appelés « Pattern

Recognition Receptors » (PRR) exprimés essentiellement sur les cellules de I'immunité innée.

Parmi les PRR, on distingue les « Toll Like Receptor » (TLR), les « C-Type Lectin Receptor »
(CLR) et les « NOD-like Receptor » (NLR). Le panel d’expression et la localisation cellulaire des
TLRs est variable. La liaison du TLR a son récepteur entraine sa dimérisation ce qui active

différentes voies intracellulaires de signalisation entrainant notamment :

L'activation de facteurs de transcription (Nuclear Factor Kappa B (NFk-B), Protéine
Activatrice 1 (AP-1), Interferon Regulatory Factor (IRF3)) qui induisent I'expression de
la synthése de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-18, IL-18) et de chimiokines (IL-
8, Chemokine Ligand 2 (CCL2))

- Lalibération de radicaux libres oxygénés ou nitrés et de divers peptides antimicrobiens
- L’expression de molécules de co-stimulation (CD80-CD86) et d’adhésion a la surface
des cellules présentatrices d’antigene (CPA)

- L’activation de la cascade de coagulation et des voies du complément
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Puis, le signal inflammatoire est amplifié par les monocytes et macrophages grace au

recrutement des fractions du complément et a la sécrétion de neuropeptides comme la

substance P. Il en résulte une migration des cellules phagocytaires activées et des lymphocytes

par diapédese et une destruction du pathogéne localisée au niveau du site infectieux. Le

déclenchement cellulaire de la réaction inflammatoire anti-infectieuse est résumé dans la

figure 6 (39).
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Figure 6: Déclenchement de la réaction inflammatoire anti-infectieuse
D’aprés (40)
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2.2. Réponse immuno- inflammatoire au cours du sepsis

2.2.1. Déclenchement et amplification de la cascade pro-
inflammatoire

La sévérité du sepsis est en partie liée a la généralisation de I'inflammation et au
dépassement des capacités de régulation de [I'organisme. On parle alors d’une
« réponse inappropriée de I'héte a linfection » en opposition a une infection localisée

résolutive.

Les patients en état de choc subissent de profondes modifications immuno-
inflammatoires. Dans les premieres heures, I'activation globale des cellules de I'immunité
innée par les PAMPs et DAMPs résulte en une réponse inflammatoire sévére. Cette réponse
est classiqguement qualifiée d’« orage cytokinique » du fait de la libération massive de
cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-12, IL-17, IL-18, IFNy, Granulocyte Monocyte
Colony Stimulating Factor (GM-CSF)) (41). De plus, I'amplification de la cascade du
complément et la stimulation importante des cellules immunitaires exacerbe la réponse pro-
inflammatoire. Ceci provoque des dommages cellulaires et tissulaires considérables participant
aux dysfonctions d’organes et a la défaillance multi-viscérale dans les premieres heures du

sepsis (Figure 7) (28).
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Figure 7 : Réponse de I’h6te dans le sepsis
D’aprés (28)

De fagon simultanée, est mise en place une réponse compensatoire anti-inflammatoire
pour limiter les effets déléteres de I'inflammation excessive. Ainsi, dans la circulation sanguine
des patients septiques, on retrouve des concentrations élevées en cytokines anti-

inflammatoires (IL-4, IL-6, IL-10, Transforming Growth Factor béta (TGF-B)...) (Figure 7) (41,42).
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2.2.2. Stress oxydatif et défaut du métabolisme cellulaire

Au niveau cellulaire, les médiateurs de I'inflammation, parmi lesquels I'lL-1, le TNFa et
le monoxyde d’azote (NO) induisent un blocage de la chaine respiratoire mitochondriale et des
fonctions métaboliques notamment de production d’ATP participant a I'état d’hypoxie
cellulaire. Il a d’ailleurs été montré que la diminution de production d’ATP était corrélée a la
sévérité du sepsis et a la survenue d’évenements indésirables (43). L'apport insuffisant en
oxygeéne induit aussi des anomalies dans le métabolisme des nutriments (protéines, glucides,
lipides), contribue a un fonctionnement cellulaire en anaérobiose et a la production de

lactates.

2.2.3. Augmentation de la perméabilité vasculaire

La libération de cytokines pro-inflammatoires induit une altération de I’endothélium et
une vasodilatation capillaire engendrant une fuite liquidienne dans le milieu extracellulaire et
une hypovolémie. Les anaphylatoxines (C3a et C5a), en concentrations élevées, augmentent la
migration cellulaire au niveau des tissus. De grandes quantités de NO sont libérées par les
cellules phagocytaires sous |'effet de I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), participant
aussi a I'altération vasculaire et a la réponse amoindrie aux catécholamines physiologiques.
L'augmentation de la perméabilité vasculaire facilite également le passage de médiateurs
cellulaires tels que les enzymes hépatiques, la créatinine ou la bilirubine dans la circulation
sanguine, qui peuvent circuler a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) et de

provoquer de lourdes conséquences neurologiques (7).

2.2.4. Activation de la coagulation

La cascade de la coagulation est initiée lors des premiéres phases de la réponse inflammatoire
et participe a la résolution d’une infection localisée. En revanche, dans le choc septique, les
facteurs de coagulation sont activés de facon non contrélée et diffusés dans le secteur
vasculaire aboutissant a une génération excessive de thrombine, a la formation de micro-
thrombi et a une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD). Les médiateurs de

I'inflammation induisent aussi la libération du « Platelet Activation Factor » (PAF) qui provoque
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I'adhésion, l'agrégation et la dégranulation plaquettaire ce qui amplifie la cascade de
coagulation intravasculaire. La CIVD est une complication majeure du choc septique qui peut
provoquer des hémorragies par consommation des inhibiteurs physiologiques de Ila
coagulation chez 30 a 50% des patients septiques (44). Tous ces phénomenes
microcirculatoires et bioénergétiques participent a la diminution des apports tissulaires en
oxygeéne, a I'hypoperfusion des organes et finalement a la défaillance multiviscérale liée au

choc septique.

2.3. Mise en place des mécanismes immunosuppressifs
compensateurs

Simultanément a la phase pro-inflammatoire, se met en place une forte réponse
immuno-modulatrice qui contrebalance la réponse initiale mais qui peut persister et entrainer
des conséquences déléteres. La reprogrammation leucocytaire touche a la fois les versants
innés et adaptatifs de la réponse immunitaire. Lintensité et la persistance de cet état
d’'immunoparalysie est a I'origine d’une survenue plus importante d’INs, d’un séjour prolongé
en service de soins intensifs et d’une mortalité supérieure (Figure 7) (6,38). Les altérations des

sous-populations cellulaires sont résumées dans la figure 8.
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Figure 8 : Altérations des cellules du systeme immunitaire inné et adaptatif dans le sepsis
D’aprés (6)

2.3.1. Altération de la réponse innée

2.3.1.1.  Polynucléaires neutrophiles

Concernant I'immunité innée, toutes les lignées cellulaires sont atteintes. En premier
lieu, les PNN, acteurs essentiels de la lutte antibactérienne, montrent des altérations
quantitatives et fonctionnelles majeures aprés un choc septique. Dans la circulation des
patients septiques, on retrouve généralement une hyperleucocytose a PNN associée a une
myélémie réactionnelle et une augmentation des neutrophiles immatures circulants (Figure 9)
(45,46). Les PNN sont aussi altérés dans leurs fonctions de chimiotactisme, de migration au site
d’infection et de phagocytose. On note ainsi une diminution de I'expression membranaire des
sélectines CD62-L et de l'intégrine CD1lb et une baisse des molécules favorisant le
chimiotactisme : N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), GRO-a et IL-8. La production
d’espéces réactives oxygénées (EOS), d’enzymes protéolytiques (myéloperoxydase,
lactoferrine), et de cytokines effectrices sont altérées; les voies de signalisations pro-

inflammatoires intracellulaires médiées par NFkB sont diminuées (46).
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Par ailleurs, I'apoptose différée des PNN est compensée par une libération de
précurseurs immatures par la moelle osseuse, non compétents pour réaliser la phagocytose, et
n‘ayant pas de propriétés de migration, d’activation et d’éradication bactérienne des PNN
matures (Figure 9) (45). A l'inverse, les lignées monocytaires et lymphoides sont moins
productives. Ceci participe a la capacité amoindrie des PNN a détruire les micro-organismes et

favorise le développement d’INs secondaires (6,45).
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Figure 9 : Déviation de la myélopoiése dans le sepsis vers la synthése de PNN immatures.
D’apres (47)

2.3.1.2.  Monocytes

Les monocytes et les macrophages sont également profondément atteints par le choc
septique. Tout d’abord, ils présentent des capacités réduites de production de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-6 et IL-12) et une déviation vers la production de médiateurs
anti-inflammatoires suite a une stimulation par endotoxine (LPS). Ce phénoméne, dénommé
« tolérance a I'endotoxine », est aussi caractérisé par une importante diminution de

I'expression de Ila molécule de présentation antigénique du complexe majeur
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d’histocompatibilité (CMH-II) ou « monocyte Human Leukocyte Antigen — DR » (mHLA-DR). La
chute du mHLA-DR est un marqueur essentiel de I'anergie fonctionnelle monocytaire, du
développement d’infections secondaires et de la mortalité dans le sepsis (48,49). La«
tolérance a I'’endotoxine » participe aussi a I'anergie lymphocytaire puisque I'on observe une
diminution la prolifération lymphocytaire en présence de monocytes de patients septiques
(50). Finalement, elle induit une moindre réponse face a une agression secondaire, et
contribue au mauvais pronostic a court et long terme. Les mécanismes sous-jacents ne sont
encore pas tout a fait élucidés, notamment en ce qui concerne I'impact fonctionnel de la

régulation génétique et épigénétique monocytaire (51).

2.3.1.3.  Autres sous-populations cellulaires

v" Cellules Natural Killers

Les cellules Natural Killers (NK) ou « cellules tueuses naturelles » ont la capacité de lyser
une cellule infectée en I'absence d'immunisation préalable. Les deux sous-groupes de cellules
NK, distingués par I'expression forte ou faible du CD56 a leur surface sont significativement
altérés apres un épisode septique. Leur expression membranaire des TLRs est modifiée et leur

fonction cytotoxique, objectivée par la production d’IFN est diminuée (52).

v Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques conventionnelles et plasmocytoides subissent aussi une forte
apoptose accompagnée d’une baisse de I'expression de leur molécule du CMH Il (HLA-DR) lors
du sepsis (53). En effet, des études ont rapporté une diminution du nombre de cellules
dendritiques spléniques et circulantes chez les sujets septiques par rapport a des controles

(54).

v" MDSC

On note également une augmentation importante de la proportion des « Myeloid
Derived Suppressor Cells » (MDSC), une population hétérogéne de cellules myéloides

immatures ayant des propriétés immunosuppressives et notamment d’inhibition de la fonction
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des lymphocytes T CD8". Elles peuvent atteindre jusqu’a 88% du contingent cellulaire de la

moelle osseuse dans des modeles murins de sepsis (55).

2.3.2. Altérations de la réponse adaptative

2.3.2.1. Apoptose et lymphopénie

Chez les patients septiques, on remarque une forte lymphopénie circulante, avec un
taux de lymphocytes T CD4" circulant inférieur a 300/mm? et de T CD8" inférieur a 200/mm?
(56). En effet, 'apoptose lymphocytaire fait partie intégrante de I'immunoparalysie induite
par le choc et touche les sous-populations T, B et NK (9,56,57). Elle est présente a la fois dans
la circulation sanguine et dans les organes lymphoides (rate, thymus et moelle osseuse) et
survient par la voie de signalisation extrinséque incluant les récepteurs Fas/Fas Ligand et
Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) et par la voie intrinseque
mitochondriale. Les deux voies aboutissent a I’activation des caspases 3, 8 et 9. Il a par ailleurs
été montré que le degré de lymphopénie a J4 apres le sepsis était associé a la survenue d’INs
et a une mortalité plus importante a un an (Figure 10) (58,59). Dans ce contexte, les potentiels
agents thérapeutiques bloquant I'apoptose des lymphocytes ou restaurant leurs capacités

prolifératives, tels que I'IL-7 et/ou les anti-PD-1, seraient donc prometteurs (16,60).
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Figure 10 : Lymphopénie circulante et mortalité dans le sepsis. D’aprés (58)
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2.3.2.2.  Altérations des lymphocytes B

La sous-population lymphocytaire B a été moins décrite que les cellules T dans le choc
septique. Récemment, il a été montré que les lymphocytes B subissent une forte apoptose au
cours du choc, perdent I'expression de leur marqueur de surface CD19 de surface et ont une
capacité de présentation antigénique diminuée manifestée par la baisse de HLA-DR. lls
expriment également plus fortement la combinaison des marqueurs d’épuisement CD21"

/CD95" (61).

2.3.2.3.  Altérations des lymphocytes T

v Altérations phénotypiques

Les altérations phénotypiques lymphocytaires T sont nombreuses au cours du choc. On
note tout d’abord une diminution de I'expression du CD3 et de la molécule de co-stimulation
CD28 en surface (62). Il a également été montré une altération de la diversité du répertoire T
jusqu’a J7 apres le début du choc, associée a une mortalité plus importante et a la survenue
d’infections nosocomiales (63). De plus, les lymphocytes T de patients en choc septique
expriment plus les récepteurs inhibiteurs a leur surface, notamment Programmed Death 1 (PD-
1), B and T Lymphocyte Attenuator (BTLA), Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Antigen 4
(CTLA-4) et T-Cell Immunoglobulin and Mucin-Domain Containing-3 (TIM-3) (62). Leur
expression est corrélée a la production d’IL-10 et associée négativement a leur capacité

proliférative (64,65).

Enfin, la fréquence des lymphocytes T régulateurs parmi les lymphocytes T CD4* (CD4*
CD25" CD127"% ou CD4*FoxP3*) est augmentée en périphérie dans les premiers jours suivant le
diagnostic (11), ce qui pourrait étre le reflet d’'une moindre sensibilité des Tregs a I'apoptose par
rapport aux cellules non régulatrices. L’élévation de leur pourcentage contribue aux altérations
lymphocytaires par une augmentation de la réponse régulatrice négative. D’ailleurs, elle est un
facteur péjoratif puisque leur proportion reste augmentée entre J5 et J10 apres le diagnostic

du choc septique chez les patients décédés a J-28 par rapport aux survivants (10,11).
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v Altérations fonctionnelles et épuisement lymphocytaire T

Par ailleurs, la fonctionnalité des lymphocytes T est altérée comme en témoigne la
diminution des capacités prolifératives (66,67), le défaut d’adhésion cellulaire et de
polarisation T-helper 2 (23). Une diminution de production des cytokines dites « T-helper 1 »
(IL-2 et IFNy) par les cellules mononuclées du sang périphérique mises en culture a également
été démontrée chez les patients atteints d’'une infection abdominale sévere (68).
Cliniqguement, I'anergie lymphocytaire T est illustrée chez les patients septiques par un retard

de réponse d’hypersensibilité retardée lors d’une stimulation par un antigéne cutané tel que la

tuberculine (69).
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Figure 11 : Altérations fonctionnelles lymphocytaires T au cours du sepsis
(A) Défaut de prolifération des PBMC de patients septiques par rapport a des sujets contrdles suite a différents
stimuli. PHA : phytohemmaglutinine. Anti-CD3 mAb =anticorps monoclonal anti-CD3. (B) Augmentation des
marqueurs d’apoptose Annexine V et Histones sur les lymphocytes T CD3* circulants. (C) Baisse de la concentration
sérique d’IFNy et augmentation de I'lL-10 chez les patients septiques par rapport a des VS. D’aprés (56)
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Les altérations fonctionnelles précédemment évoquées combinées a I'augmentation
d’expression des récepteurs inhibiteurs peuvent étre reliées au phénoméne d’épuisement

lymphocytaire T.

L’épuisement lymphocytaire T ou « T-cell exhaustion » en anglais est un phénomene
dans lequel les cellules, principalement les T CD8*, perdent progressivement leurs capacités
fonctionnelles de prolifération, de production de cytokines, expriment simultanément des
récepteurs inhibiteurs a leur surface (PD-1 et son ligand PD-L1, CTLA-4, TIM-3...) et perdent
I'expression de récepteurs aux signaux de survie tels que I'IL-7 ou de marqueurs
d’appartenance aux tissus lymphoides (CD62L) suite une stimulation chronique et répétée par
un antigéne (Figure 12) (18,70). Il a été décrit pour la premiéere fois en 1998 par I'équipe de
Zajac A et al (71) comme une déplétion de cellules CD8* effectrices dans I'infection chronique
au virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) chez la souris et est désormais bien
caractérisé dans des modeles animaux et chez 'homme dans les pathologies virales
chroniques ou les cancers (18,70,72). Chronologiquement, les fonctions de prolifération
cellulaires et la production d’IL-2 sont atteintes en premier, suivi par la perte de production de

TNFa et finalement d’IFNy pour aboutir au dernier stade a une déplétion cellulaire (Figure 12).

Dans le sepsis, une dizaine d’études cliniques recensent les altérations d’expression
cellulaires des récepteurs inhibiteurs, a la fois sur les monocytes, MDSC et lymphocytes
sanguins mais aussi dans les tissus (spléniques, pulmonaires) (73). Elles ont globalement relié

ces altérations a un déficit fonctionnel et/ou a un mauvais pronostic clinique.

Le rétablissement des fonctions des cellules T « épuisées », par exemple avec des
anticorps monoclonaux anti-PD-1 ou anti-PD-L1, est au coeur des nouvelles thérapies en
cancérologie et dans les infections chroniques comme en témoigne le nombre conséquent
d’essais cliniques actuellement en cours (74,75) et leur utilisation courante dans le mélanome
et le cancer du poumon. Cette approche gagne de I'intérét dans le sepsis avec de nombreuses

études pré-cliniques ou cliniques en cours (73).
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Figure 12 : Développement progressif d’un épuisement lymphocytaire T

dans le cadre d’une stimulation antigénique chronique. D’apreés (18)

2.4. Thérapies immunostimulantes

Depuis les nombreuses avancées dans la compréhension de la physiopathologie du

sepsis, de nouvelles perspectives thérapeutiques sont envisagées. Parmi celles-ci, des

thérapies immunomodulatrices visant a rétablir les défenses immunitaires des patients

pourraient agir en complément d’un traitement symptomatique et de I'antibiothérapie (7,76).

La liste des agents immunomodulateurs actuellement en cours d’essai clinique figure sur le

tableau 1. Le G-CSF et GM-CSF sont des facteurs de croissance de la lignée myéloide et/ou de

la lignée myélo-monocytaire. L'Interféron gamma est une cytokine Th-1 qui active les

monocytes, augmente leur capacité de présentation antigénique et augmente leur production

de cytokines suite a la stimulation par le

LPS.
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Table 1. Immune modulators and proposed benefits for sepsis therapy

Immune modulator G-CSF GM-CSF
Proposed benefit Improves neutrophil  Improves neutrophil
and monocyte and monocyte
production and production and
release function
Improves myelopoiesis Enhances
and granulopoiesis monocytic and
lymphocytic
cytotoxicity
Augments T cell
responses

Reduces nosocomial
infection
acquisition
Reduces ventilator
days

IFN-y
Improves monocyte
HLA-DR
expression and
function
Reduces infection
and related
complications

Improves immunity
against fungal
infections

PD-1and PD-L1
Biomarkers to
identify candidates
for immune-
modulatory therapy
Reverse T cell
exhaustion

Promote lymphocyte
proliferation

Augment neutrophilic
and monocytic
cytotoxicity
Reduce opportunistic
infections

I1-3 IL-7 I-15
Promotes stem Increases T cell Decreases NK
cell and progenitor  proliferation and cell, T cell, and

development recruitment NKT cell apoptosis
Increases NK cell,
T cell, and NKT cell
proliferation and
activation

Enhances
lymphopoiesis
in combination

with IL-7

Decreases lymphocyte
apoptosis

Increases T cell
IFN-y secretion

Improves T cell
homing and
pathogen clearance
Increases T cell
receptor diversity

Tableau 1 : Traitements immunomodulateurs potentiels et bénéfices dans le sepsis
D’apres (7)

Au sein des traitements récemment proposés, les anticorps anti-PD-1 ont été testés
dans des modeles murins de sepsis. Les auteurs ont notamment montré une amélioration de la
survie, une prévention de I'apoptose des lymphocytes T et des cellules dendritiques (60,77).
Deux essais thérapeutiques de phase 2 testant des anticorps anti-PD-1 sont actuellement en

cours dans le choc septique (numéros d’essai NC Clinical Trials TO 9960854 et NC TO 2576457).

IY

L'interleukine-7, cytokine indispensable a I’'homéostasie des cellules T, est aussi
évaluée comme traitement adjuvant dans des contextes lymphopéniques (infection par le
Virus de I'Immunodéficience Humaine (VIH), cancer traité par chimiothérapie, greffe de
cellules souches hématopoiétiques (CSH)) (78,79) et est également étudiée pour lutter contre
la déplétion lymphocytaire dans le sepsis. En effet, dans des modeles murins de péritonite ou
d’infection fongique, [linjection d’Interleukine-7 recombinante (rhlL-7) permet une
amélioration de I'activité des lymphocytes T, un moindre développement d’INs et un meilleur
pronostic (14,16). De plus, 'administration ex vivo de rh-IL-7 sur des lymphocytes T de patients
septiques induit une augmentation de leur prolifération et des voies de signalisation B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2) et Signal Transducer and Activator of Transcription 5 (STAT-5) (15). Un
essai thérapeutique mondial de phase 2 (A Study of RhIL-7 to Restore absolute lymphocyte
count in Sepsis patients (IRIS-7)) a eu lieu de janvier 2016 a septembre 2017 pour évaluer

I’efficacité de cette immunothérapie adjuvante.
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Finalement, I’association de I'IL-7 et des anti-PD-1 pourrait étre intéressante. Sur un
modeéle murin de péritonite par ligature et ponction caecale suivi par injection IV de C
albicans, il a été montré que les deux agents avaient des effets complémentaires sur la
prolifération cellulaire, la production d’IFNy et I'expression de la molécule de co-stimulation

CD28 par les lymphocytes par rapport a I'administration d’un seul agent (80).

En I'absence de symptémes cliniques spécifiques d’une immunosuppression, le recours
a des marqueurs biologiques d’identification des patients les plus immunodéprimés pouvant

bénéficier de ces nouvelles thérapeutiques semble étre nécessaire.
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3. LUinterleukine 7 et son récepteur dans le

choc septique

3.1. Interleukine 7 : origine et structure

L'Interleukine 7 est une cytokine de 25 kDa indispensable a la survie et a
I’'homéostasie des lymphocytes T. Elle est synthétisée majoritairement par les cellules du
stroma épithélial, du thymus et de la moelle osseuse. L’IL-7 appartient a la famille des
hématopoiétines de classe 1 regroupant I'lL-2, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, IL-9, IL-13, IL-15, le
Monocyte CSF et le Stem Cell factor (SCF). Elle a été décrite pour la premiére fois en 1988 par
A.E. Namen, grace aux travaux de Whitlock en 1987 qui ont démontré I'importance de la
présence d’un facteur synthétisé par les cellules stromales a la prolifération des lymphocytes B
(81,82). L’IL-7 induit la différentiation des cellules souches hématopoiétiques en progéniteurs
lymphoides et la prolifération de toutes les cellules de la lignée lymphocytaire (83). Elle circule

en quantité physiologique a des concentrations de 0,3 a 8,4 pg/mL.

3.2. Récepteur a l'Interleukine 7

3.2.1. Récepteur membranaire (IL-7Ra)

L'interleukine 7 agit via un récepteur transmembranaire présent a la surface de la
majorité des lymphocytes T matures, des thymocytes et des progéniteurs lymphocytaires B. Le
récepteur a I'lL-7 est un hétérodimere composé d’une chaine y ou CD132 de 369 acides aminés
(AA) commune a d’autres récepteurs de cytokines (IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 et IL-21) et d’une
chaine a (ou CD127) de 459 acides aminés spécifique a I'lL-7. L’IL-7Ra est composée d’un
domaine extracellulaire de 219 AA contenant le site de liaison a I'lL-7, d’un domaine
transmembranaire de 25 AA et d’un domaine intracytoplasmique de 195 AA comportant un

domaine tyrosine kinase (83).
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3.2.2. Récepteur soluble (sCD127)

Comme évoqué précédemment, une forme sécrétée du récepteur a I'Interleukine 7 ou
sCD127 a été décrite (17). Cette protéine de 261 AA peut étre synthétisée de novo ou produite
par clivage du récepteur cellulaire a la membrane (84). Elle aurait des propriétés de
rétrocontrole négatif sur la voie de signalisation de I'IL-7, par la diminution de Ia
phosphorylation de Akt et de Bcl-2 (85). A I'inverse, d’autres travaux lui prétent des propriétés
activatrices. Par exemple, dans la sclérose en plaque (SEP), le sCD127 est en concentration plus
élevée dans la circulation des sujets malades par rapport a des VS et il induit une diminution
de l'expression de molécules pro-apoptotiques telles que CD95 (Récepteur de Fas) et
Suppressor of Cytokine Signaling 1 (SOCS 1), ce qui augmente le signal de survie médié par I'IL-
7. U'hypothése formulée par les auteurs est que la forme soluble peut capturer I'lL-7 dans le
milieu extra-cellulaire pour en limiter sa consommation excessive et libérer la cytokine lorsque
celle-ci-est en concentration limitée. Elle favoriserait ainsi I’activation de la voie de I'IL-7/IL-7R
en condition physiologique (86). En considérant les données actuelles controversées dans la

littérature, le role précis du récepteur soluble a I'IL-7 reste toujours incertain.

3.2.3. Geéenede l'lL7R

Le récepteur a I'lL-7 est codé par un géne situé sur le bras court du chromosome 5
(5p13). A ce jour, il existe 10 transcrits correspondants a ce gene référencés sur la base de
données « Ensembl Genom Browser » au sein desquels 6 ARN messagers peuvent coder pour
une protéine (Figure 13). Parmi ceux-ci, le variant IL7R-1, un ARNm de 4326 pbs, contenant 8
exons, code pour la forme transmembranaire du récepteur, I'exon 6 ayant été identifié comme
responsable de la traduction du domaine transmembranaire. A linverse, les ARNm ne
possédant pas I'exon 6 pourraient potentiellement coder pour une forme soluble. En 1998,
I’équipe de Goodwin et al a démontré que le variant IL7R-3 contenant 1004 pb permettait la
synthese d’une forme tronquée du récepteur ne possédant pas la partie transmembranaire. Il
a aussi montré, par des essais de binding, sa capacité de liaison a I'lL-7 (17). Un autre variant
de 612 pb (IL7R-7) ne possédant que les 3 premiers exons pourrait donc aussi étre responsable

de la synthese d’une forme soluble.
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La transcription du gene de I'lL7R est étroitement régulée au sein des lymphocytes T.
En effet, les répresseurs Growth Factor Independant 1 (Gfi-1) ou Forkhead box protein O 1
(Foxo-1) inhibent la transcription du gene dans les lymphocytes T effecteurs apres la liaison de
I'IL-7 alors que la famille de promoteur Ets, via le recrutement de GABPaq, favorise le maintien

d’une expression élevée d’'IL-7Ra sur les cellules naives et centrales mémoires (87).
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Figure 13 : Expression des ARNm transcrits du géne de I'IL-7R
D’apres (88)

3.3. Fonctions biologiques de la voie IL-7/IL-7Ra.

Sur les lymphocytes T, aprés la liaison a son récepteur, |'Interleukine 7 entraine une
hétéro-dimérisation des chaines spécifiques et communes ce qui induit une cascade de
phosphorylations intracellulaires (Figure 14). La premiére protéine phosphorylée est la
protéine Janus-Kinase-3 (JAK-3) puis JAK-1 aboutissant principalement a la phosphorylation
des facteurs de transcription STAT-1, 2, 3 et 5. Ceci entraine leur dimérisation et leur
translocation vers le noyau cellulaire ou ils peuvent réguler I'expression spécifique de certains
génes. Par exemple, STAT-1 est un répresseur de I'expression des oncogenes c-myc et c-jun et
STAT-5 induit I'expression de Bcl-2 et des caspases aboutissant a un fort signal anti-

apoptotique.
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La voie de signalisation par la Phosphoinositide 3 Kinase (PI3K) est minoritaire par

rapport a la voie STAT. A la suite de sa phosphorylation par JAK-1, elle subit une translocation

vers la membrane plasmique ou elle phosphoryle le substrat lipidique Phosphatidyl Inositol

Diphosphate (PIP2) en Phosphatidyl Inositol Triphosphate (PIP3). Ceci permet I’activation de la

protéine kinase B (Akt), une sérine/thréonine kinase qui initie le cycle cellulaire et induit le

métabolisme par activation du transporteur du glucose GLUT-1 (89,90).

La liaison de I'lL-7 a son récepteur provoque finalement une régulation négative de

I"'ubiquitine ligase E3 CLB-B qui provoque une augmentation du signal du TCR. Elle induit

préférentiellement I'expansion des lymphocytes T naifs et des récents émergents du thymus

ce qui entraine une diversification du répertoire du TCR (83).
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Figure 14 : voies de signalisation de I'lIL-7 aprés liaison a son récepteur membranaire
PI3K: Phosphoinositide 3 Kinase, Jak: Janus Kinase, STAT: Signal transducer and activator of transcription, BCL: B-Cell
Lymphoma, CDC25A: cell-division cycle 25A, MCL: Myeloid Cell Leukemia, CBL-B Cbl Proto-Oncogene B, BAX: BCL-2

associated-X protein, BIM: Bcl-2-like protein 11 Bcl-2-associated death promoter, BAD. D’aprés (91)
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3.4. Régulation du récepteur membranaire en physiologie

3.4.1. Lymphocytes T

Au regard de ses fonctions anti-apoptotiques, I'lL-7 est fortement impliquée dans la
survie et le maintien des lymphocytes T. L'expression de son récepteur est ainsi fortement
régulée en fonction du stade de maturation (Figure 15). En effet, les cellules naives récemment
émergentes du thymus expriment fortement le récepteur a leur surface. Puis apres l'initiation
de la réponse, lors de la phase d’expansion clonale, son expression est progressivement
diminuée sur les lymphocytes T effecteurs. Leur conservation est alors assurée par le contact
prolongé avec I'antigene et par d’autres cytokines de survie : I'lL-2 et I'IL-15 (92). Lors de la
phase de contraction clonale, qui permet d’éliminer la grande majorité du pool de cellules
effectrices, 'apoptose touche essentiellement une population exprimant de faibles niveaux
d’IL-7Ra. Celles qui ont maintenu un haut niveau d’expression du récepteur a leur surface (soit
5 a 10% des lymphocytes) ont un avantage de survie et sont identifiées comme les précurseurs
des cellules mémoires a long terme avec des facultés de circulation dans les organes

lymphoides secondaires et de réponse rapide a un nouveau challenge antigénique (91,93).
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Figure 15 : Expression du récepteur a I'lL-7 en fonction des stades de maturation
lymphocytaires
D’apres (92)

L'expression faible de I'lL-7Ra fait partie de la caractérisation phénotypique des
lymphocytes Tres (CD4*, CD25", FoxP3*) contrairement aux lymphocytes TCD4* non
régulateurs. Sur les lymphocytes T CD8", I'expression du CD127 est également différente selon

le stade maturation et d’activation du lymphocyte T.
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3.4.2. Lymphocytes B

La voie de l'Interleukine 7 est également importante dans la lymphopoiese B. Elle
promeut la transformation des cellules souches lymphoides en progéniteurs de la lignée B. Les
cellules pré-pro-B et pro-B expriment ainsi I'IlL-7Ra, facilitant leur survie, prolifération et
maturation en cellules pré-B (Figure 16). L'interleukine 7 agit de pair avec d’autres facteurs de
transcription tels que Paired box 5 (Pax-5), Immunoglobulin Enhancer-Binding Factor (E2A) et
Early B-Cell Factor 1 (EBF) pour réguler le géne de réarrangement des Ig (RAG). Le récepteur a
I'lL-7 est ensuite perdu sur les stades de maturation tardifs des précurseurs B et sur les

lymphocytes B matures (94).
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Figure 16 : Expression de I'IL-7Ra sur les différents stades de la lignée lymphocytaire B
D’apres (94)
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3.5. Implication du récepteur a I'IL-7 en pathologie

3.5.1. Déficit congénital en IL-7Ra

Des mutations dans le gene de I'IL-7R sont responsables de la synthése d’une protéine
non fonctionnelle impliquée dans le développement d’un déficit immunitaire combiné
sévere (DICS) TB*NK*. Il s’agit d’une pathologie rare (1/80 000 naissance) caractérisée
cliniguement par des infections récurrentes dans la premiére année de vie, un retard de
croissance et un trés mauvais pronostic en I'absence de greffe de CSH. Parmi ces mutations, 3
modifications de la séquence primaire du domaine extra-cellulaire peuvent aboutir a une

protéine non fonctionnelle (95).

3.5.2. Sclérose en plaque

Le gene de I'lL7R est également impliqué dans la progression de la SEP. En effet, un
polymorphisme sur le locus 244 du gene induit une augmentation du saut de traduction de
I’exon 6, une élévation de la concentration sanguine du récepteur soluble et une diminution du
récepteur membranaire. Comme évoqué dans le paragraphe 2.5., 'augmentation de Ia
protéine plasmatique dans la SEP serait responsable d’un stockage plus adéquat de I'IL-7 et in
fine d’une transduction d’un signal anti-apoptotique plus important participant a I’évolution de

la maladie (86).

3.5.3. Epuisement lymphocytaire T

Nous avons précédemment vu que le récepteur a I'lL-7 était étroitement régulé lors
d’une réponse physiologique a une infection. Néanmoins, dans le processus de I'épuisement
lymphocytaire tel que décrit dans le paragraphe 2.3.2.3., les cellules dites « épuisées » perdent
progressivement leur expression du récepteur a I'IL-7. De nombreuses études en modele
murin (96) ou en situation de stimulation antigénique chronique chez ’lhomme (cancer du sein,
infection chronique au VIH ou au virus de I'hépatite C) (97-99) ont montré une baisse
persistante du récepteur a I'lL-7 et une association de cette baisse a une faible clairance

antigénique ou a un mauvais pronostic de la pathologie.
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Par exemple, la perte du récepteur membranaire a été décrite dans l'infection par le
VIH chez les patients en échec immunologique (i.e., les patients avec des lymphocytes T CD4*
circulants <350/mm3) par rapport aux patients répondeurs aux anti-rétroviraux (T CD4*
circulants >350/mm?). La diminution de 'expression de I'lL-7Ra a été associée a des marqueurs
de progression de l'infection (virémie) et d'immunosénescence, (Augmentation de PD-1 et du
CD57) (100,101). Par ailleurs, une expression faible de I'lL-7Ra, et une augmentation de PD-1
associée a des dysfonctions cellulaires T a été montrée comme étant plus importante chez des
patients infectés chroniquement par le virus de I'hépatite C (VHC) que chez des sujets sains

(102).

Dans les processus tumoraux solides ou hématologiques, une réduction d’expression
de I'lL-7Ra a également été rapportée. Par exemple, dans le cancer du sein, la production
intracellulaire d’IFNy par les cellules T CD4* et T CD8" est abaissée chez les patientes par
rapport aux sujets contréles. Les cellules les plus dysfonctionnelles étaient celles qui
exprimaient les plus faibles valeurs d’IL-7Ra sur les lymphocytes T CD4* et T CD8* (97). Ensuite,
dans la leucémie lymphoide chronique (LLC), les cellules T résiduelles présentent des
caractéristiques phénotypiques d’épuisement avec une augmentation de PD-1, de BLIMP-1 et

une perte du récepteur a I'lL-7 mais gardent des capacités de synthese cytokinique (103).

3.6. Données dans le choc septique

Dans le choc septique, I'expression du récepteur a I'IL-7 a été partiellement étudiée. En
effet, il a été montré que le récepteur membranaire était abaissé sur les lymphocytes T CD8*
de patients entre J1 et J3 apres la survenue du choc, associé a une augmentation des
concentrations plasmatiques d’IL-7 (15). Par ailleurs, sur une étude post-mortem de patients
décédés d’un choc septique, I'IlL-7Ra était diminué sur les lymphocytes CD4* et CD8*

spléniques par rapport a des patient décédés d’une cause non septique (104).
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Plusieurs travaux ont également démontré une diminution du récepteur soluble chez
les patients en choc septique entre 24h et 48h apreés le diagnostic et une association entre son
augmentation et la mortalité a un mois apres le choc (15,105,106). Une étude préliminaire sur
les transcrits d’ARNm a aussi montré que plusieurs variants du géne de I'lL7R étaient diminués

au cours du choc septique (107).

Néanmoins, I'étude de I'expression de ces différentes formes du récepteur n’est pas
compléte dans le sepsis. En particulier, elle n’a jamais été réalisée de facon simultanée chez les
mémes patients dans le but d’étudier la régulation des différentes formes les unes par rapport
aux autres. De plus, la mesure des transcrits d’ARNm n’a jamais réalisée isolément sur les
principales cellules productrices d’IL7R : les lymphocytes T. Par ailleurs, I'association de son
expression avec d’autres marqueurs d’épuisement lymphocytaire, classiquement élevés dans
le sepsis tels que les récepteurs inhibiteurs de surface ou une perte fonctionnelle n’a pas été

encore établie.
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4. Conclusion

En conclusion, 'amélioration des connaissances sur la phase immunosuppressive acquise
au cours du sepsis a permis, ces dernieres années, d’envisager I'utilisation de traitements
immuno-adjuvants tels que I'IL-7. Cette cytokine a montré des résultats tres prometteurs sur
des modeles cellulaires et animaux et a fait I'objet d’un essai thérapeutique multicentrique de
phase 2. Cependant, les données de la littérature sur la régulation de son récepteur sont

uniquement partielles.

Une étude plus approfondie de ce récepteur est un prérequis nécessaire pour mieux
comprendre la régulation de la voie de [I'IL-7/IL-7R avant envisager un traitement
immunomodulateur par I'lL-7. Il est également intéressant d’étudier le potentiel d’'une ou
plusieurs forme(s) du récepteur en tant que biomarqueur de stratification des patients

éligibles a un tel traitement.

De plus, en considérant le role central du récepteur dans ’homéostasie et les fonctions
lymphocytaires, et son altération lors du processus d’épuisement cellulaire, il est intéressant
de mieux caractériser le role de ce récepteur en association a d’autres marqueurs de
dysfonction déja décrits dans le sepsis. C'est dans ce contexte qu’a été initié le projet d’étude

de cette thése qui est exposé dans la partie suivante.
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1. Introduction et objectifs

Le choc septique entraine de profondes altérations du systeme immunitaire inné et
adaptatif a l'origine d’une survenue plus importante d’INs et d’'une mortalité plus élevée
lorsque que la réponse immunosuppressive prédomine. La meilleure compréhension des
mécanismes physiopathologiques sous-jacents et I'identification de biomarqueurs
d’identification des patients les plus immunodéprimés sont des axes de recherche

fondamentaux pour envisager des thérapeutiques immunostimulantes.

L'interleukine-7, dont nous avons détaillé le réle crucial dans la premiére partie de ce
manuscrit est actuellement évaluée comme un traitement immuno-adjuvant du sepsis.
Cependant, I'étude de son récepteur spécifique demeure incompléte. Notre travail a donc
pour premier objectif de caractériser I'expression sur les lymphocytes T de différentes formes
de I'IL7R : protéine transmembranaire, récepteur soluble et ARNm, dans le but d’améliorer la

compréhension de sa régulation protéique et transcriptionnelle aprés un choc septique.

Par ailleurs, en considérant I'importance du récepteur a I'lL-7 dans I’homéostasie et la
fonctionnalité des cellules T et les données montrant son implication au cours du phénomeéne
d’épuisement lymphocytaire, I'objectif secondaire de notre travail est de mieux définir sa place
au sein des altérations lymphocytaires associées au sepsis. Pour cela, nous allons évaluer
I’expression du récepteur de surface en combinaison avec d’autres marqueurs phénotypiques
et fonctionnels d’activation et d’épuisement cellulaire (PD-1, CD38, HLA-DR et la production

intracellulaire de cytokines).

Ce projet a été initié dans le cadre d’un stage de Master 2, en collaboration avec une
doctorante (J. Mouillaux) qui a réalisé une étude plus fondamentale de la régulation du
récepteur a I'lL-7 en physiologie sur un modele ex-vivo. Il s’inscrit dans un projet global d’étude
des dysfonctions lymphocytaires T dans le choc septique mené par I'équipe du Dr Venet au
sein de I'équipe d’accueil : 7426 HCL-UCBL1-bMx- « Pathophysiology of Injury Induced
Immunosuppression ». Une partie des résultats de ces travaux a fait I'objet d’une
communication orale a un congreés francais de cytométrie (Cytima, Saint-Etienne, 13 et 14 juin
2017), ont été inclus dans un poster scientifique présenté au congrés annuel de la Société
Francaise d’Immunologie de 2017 (Annexe 1) et dans l'écriture d’un article en cours de

préparation pour publication.
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Dans la suite du propos, la forme membranaire du récepteur a I'lL-7 sera dénommée

indifféremment IL-7Ra ou CD127.

2. Matériels et méthodes
2.1. Population d’étude et déroulement

Trente et un patients en choc septique (CS) ont été inclus a partir d’'une cohorte
observationnelle prospective de patients de réanimation appelée «Immunosepsis »
(Identification ClinicalTrials.gov : NCT02803346), approuvée par le « comité de protection des
personnes ». Les échantillons sont également inclus dans une collection biologique enregistrée
au ministere de I'Education Supérieure et de la Recherche (#DC-2008-509). Les patients ont
été hospitalisés dans les services de réanimation médicale ou chirurgicale de I’'h6pital Edouard
Herriot de Lyon entre les mois de janvier et juillet 2017. L'inclusion était définie par les critéres
suivants :

- Site identifiable ou suspecté d’infection

- Hypotension persistante malgré un remplissage vasculaire nécessitant

I’administration d’amines vasoactives (adrénaline ou noradrénaline
>0.25ug/kg/mn pendant au moins 2 h aprés remplissage 30ml/kg)

- Symptémes de SRIS

Les patients étaient exclus selon les critéres suivants :
- Age<18ans
- Déficit immunitaire acquis (Infection par le VIH, cancer traité par chimiothérapie...)
ou constitutif
- Traitement immunosuppresseur et/ou corticothérapie (dosage > 10mg/j ou dose
cumulative > 700mg en équivalent Prednisolone)
- Aplasie (PNN < 500 cellules/mm3)

- Circulation extra-corporelle pendant le mois précédent I'admission

Les échantillons de sang total étaient collectés a 3 temps apreés le diagnostic du choc

septique : de 24 a 48h (J1 n=15), de 72h a 96h (J3 n=30) et de 7 a 8 jours (J7 n=10); cet
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ensemble représentant un total de 55 échantillons. En paralléle, 34 échantillons sanguins de
volontaires sains (VS) ont été récoltés a partir de prélevements issus de donneurs de sang a
« I'Etablissement Francais du Sang » (EFS). Nous avons sélectionné uniquement des donneurs
d’age supérieur ou égal a 50 ans, selon les contraintes de I'EFS pour correspondre le plus
possible a la tranche d’age des patients en CS. Tous les tests biologiques ont été réalisés a
partir d’échantillons de sang total prélevé sur des tubes contenant de I'EDTA ou de |'"héparine

comme anticoagulant.

2.2. Cytométrie en flux

2.2.1. Marquages de surface

Tous les marquages de cytométrie en flux ont été réalisés a partir de 50uL de sang
total dans les heures suivant le préléevement sanguin. Les anticorps monoclonaux ont été
fournis par la société Beckman Coulter selon les modalités suivantes : CD4 Pacific Blue (PB),
CD8 Krome Orange (KRO), CD127 Allophycocyanin (APC), CD25 Phycoerythrin-Cyanin 7 (PC-7),
CD45RA Phycoerythrin (PE), CD3 PC-7 et par R&D systems : CCR7 Fluorescein isothiocyanate
(FITC), CD107a FITC. La valeur du nombre de site mHLA-DR a été déterminée selon un

protocole déja établi au laboratoire (48).

Les globules rouges ont ensuite été lysés par une solution de Versalyse (Beckman
Coulter). Un contréle isotypique a été utilisé pour les anticorps anti-CD127 et anti-PD-1. Les
cellules ont été fixées a la derniére étape du marquage avec un tampon contenant 1% de
formaldéhyde. Tous les protocoles de cytométrie ont été réalisés sur un cytometre Navios
(Beckman Coulter) et les données ont par la suite été analysées avec le logiciel de traitement
des données Kaluza Analysis Software 1.2 (Beckman Coulter). La stabilité des mesures en MFl a
été controlée par le passage régulier de billes de standardisation sur le cytométre (Rainbow
Calibration Particles, 8 peaks) dans le protocole dédié. Les globules blancs et les lymphocytes
ont été sélectionnés sur un histogramme taille/structure (FSC/SSC). La détermination des
valeurs absolues a été réalisée par I'ajout de billes fluorescentes de calibration (Flow-count
Fluorospheres Beckman Coulter). Un minimum de 1500 éléments dans chaque fenétre
d’intérét a été acquis lors de la lecture du protocole sur le cytomeétre. Les résultats ont été
exprimés en Médiane d’Intensité de Fluorescence (MFI), qui refléte le niveau d’expression du
marqueur a la surface cellulaire ou en pourcentage de cellules positives pour un marqueur

parmi la population sélectionnée.
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2.2.2. Mesures fonctionnelles

Pour les mesures fonctionnelles, 50uL de sang hépariné ont été activés par un cocktail
de stimulants non spécifiques : phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et ionomycine,
lyophilisés au fond d’un tube issu d’un kit commercial (tube d’activation « DurActiv »,
Immunotech, Beckman Coulter Marseille). La PMA stimule directement les voies
intracellulaires et notamment la protéine kinase C sans passer par une stimulation complete
du TCR. L'ionomycine est un ionophore du calcium utilisé en addition pour déclencher la
libération de calcium, indispensable aux voies de signalisation intracellulaires. Il contient aussi
de la bréfeldine A, un agent bloquant la sécrétion protéique hors du Golgi, assurant une
spécificité intracellulaire du marquage. Un tube de sang non stimulé servant de contrble
négatif a été réalisé en paralléle. Pour exprimer les résultats, la région de positivité dans la
condition stimulée a été sélectionnée en prenant en compte la région correspondant a 0,5%

de la population totale dans la condition non stimulée.

2.2.2.1. Cytokines intracellulaires

Aprés avoir été activé pendant 3H a 37°C, le sang e été marqué par le mélange
d’anticorps lyophilisés (tubes commerciaux « Duraclone » (Immunotech, Beckman Coulter
Marseille) contenant les anticorps suivants : CD3 Alexa Fluor 750 (AF750), CD4-PB, CD8-AF700,
IFNy-FITC, TNFa-PE and IL2-PC7). Par la suite, le marquage intracellulaire a été réalisé avec le
kit de perméabilisation « PerFix-nc no centrifuge » (Beckman Coulter) qui contient un réactif

perméabilisant la membrane cellulaire et lysant simultanément les globules rouges.

2.2.2.2. Capacités de dégranulation des T CD8*

Les capacités cytotoxiques des lymphocytes TCD8* ont été évaluées par la mesure de
I’expression du CD107a membranaire. Ce marqueur est physiologiquement présent dans les
granules cytotoxiques intracellulaires et est uniquement exprimé a la membrane du
lymphocyte lors de la dégranulation (Figure 17). L’anti-CD107a FITC (R&D systems) a été ajouté
directement sur sang total avant la phase de stimulation. Aprées la période d’activation de 3H,

les autres anticorps : CD3 PC-7, CD127 APC et CD8 KRO ont été additionnés. Un tube contréle
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non stimulé a également été réalisé en parallele. Les globules rouges ont par la suite été lysés
par une solution de Versalyse et apres plusieurs lavages, la suspension cellulaire a été fixée par

une solution contant 1% de formaldéhyde.

Granule membrane
expressing CD107a,
CD107b and CDB3

Cytotoxic granule

Granule core with
enzymes (e.g. perforin
and granzyme B)

Cell membrane Granule is fransported Degranulation and
o cell membrane release of granule

contents; cell surface

exposure of CD107a,

CD107b and CDE3
Current Dpirian in Immunalogy

Figure 17 : Expression des marqueurs dans les granules cytotoxiques des lymphocytes T CD8*
D’apres (108)

2.3. Purification des lymphocytes T

Les lymphocytes T ont été isolés a partir d’échantillons de sang total grace a une
purification par gradient de densité (en milieu Ficoll) et par I'utilisation du réactif RosetteSep
Human T cell enrichment cocktail (Stemcell). Ce réactif cible les cellules non-T avec des
anticorps spécifiques puis les cellules indésirables reconnues sont agrégées a la fois entres
elles et avec des globules rouges, formant des immunorosettes (Figure 18). Ces agrégats de
forte densité sont collectés au fond du tube avec les globules rouges libres apres I'étape
d’ajout de Ficoll et de centrifugation. Les cellules T ne sont captées par aucun anticorps et
forment un anneau de cellules purifiées a lI'interface entre le plasma et le Ficoll. Aprés 20
minutes d’incubation avec le réactif RosetteSep, une centrifugation en gradient de densité est
réalisée. Puis, aprés des étapes de lavage, les lymphocytes T ont été récupérés dans un
tampon de conservation pour des analyses de biologie moléculaire (RLT Buffer, Quiagen)
contenant 1% B-Mercaptoethanol et conservées a -20°C. Le compte cellulaire a été établi avec

des billes fluorescentes Flow-Count (Beckman Coulter) ainsi qu’avec un marqueur fluorescent
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intercalant (le LDS 751). La pureté, correspondant au nombre de cellules CD3* parmi tous les

éléments isolés, a été mesurée avec un anticorps anti-CD3 PC-7.

Le compte médian de lymphocytes T extraits aprés I'étape de Ficoll était de 505 000
cellules/mm?3 pour les échantillons de patients versus 1 211 500/mm? pour les contrdles. Les
données brutes d’extraction figurent en annexe 2. La pureté moyenne correspondant au
pourcentage de cellules CD3* était de 82%, le pourcentage de cellules vivantes (LDS*) parmi

toutes les cellules extraites était de 90%.

Figure 2. Standard RosetteSep™ procedure for enriching
cells directly from whole blood (Std RS)

| Collect

— L=

— ¥

Figure 18 : Enrichissement cellulaire par le réactif RosetteSep
(A) Procédure de purification et de récolte de I'anneau cellulaire purifié. (B) Agrégation des cellules non désirées

sous forme de Rosette.

2.4. Mesure des ARNm de I'IL7R

L’ARN total a été extrait des échantillons de cellules T purifiées avec le kit RNeasy plus
Micro Kit (Quiagen), et quantifié a 'aide du kit Qubit RNA HS assay (ThermoFisher) sur un
Fluorimetre Qubit (HTDS). La quantité d’ARN total introduit dans la réaction de rétro-
transcription a été normalisée a 100ng. La qualité de I'ARN a ensuite été vérifiée par la
détermination du RNA integrity number (RIN) sur des puces Agilent RNA 6000 (Agilent
technologies). Puis, I'étape de rétro-transcription a été réalisée par I'utilisation d’une rétro-

transcriptase Superscript Vilo (Invitrogen). Enfin, les PCR quantitatives ont été effectuées a
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partir de I’ADN complémentaire rétro-transcrit. Quatre couples d’amorces de PCR ont été

congues pour étudier I'expression du géne du CD127 (Figure 19) parmi lesquels :

- Un s’hybridant avec les exons 2 et 3 permettant la détection des variants
d’épissage IL7R-001, IL7R-002, IL7R-003, IL7R-005 et IL7R-007

- Un s’hybridant avec les exons 6 et 7 ciblant le transcrit transmembranaire (IL7R-
001)

- Un couple d’amorce contenant une séquence a cheval entre les exons 5 et 7, ne
pouvant s’hybrider qu’en cas d’une excision de I'exon 6 et correspondant au
transcrit IL7R-003

- Undernier s’hybridant avec I’exon 2 et une région de I'exon 3 spécifique du variant

IL7R-007

Quatre PCR ciblant des genes de référence ont également été effectuées. Les genes
sélectionnés étaient: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT-1), RAN Binding
Protein 3 (RANBP-3), Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B (PPIB) et Glyoxylate Reductase 1
Homolog (GLYR-1). Les résultats ont été représentés sous forme de ratio par rapport a
I'expression d’un géne de référence sélectionné parmi les 4 génes comme le moins variable

dans le choc septique : HPRT1. L'expression des génes de référence figure en annexe 2.

Les PCR quantitatives ont été réalisées sur un instrument Lightcycler 480 (Roche) avec
le kit Tagman Fast Advanced Master Mix PCR standard (Roche) selon les instructions du
fabricant. Une courbe de calibration a été réalisée pour chaque couple de primer/sonde afin

de pouvoir quantifier le nombre exact de copies d’ADN rétro-transcrit.

Transcript Exon number
1 2 3 4 5 6 7 8
IL7R-001 :——’—HH-—-:I
-
IL7R-002 n— . -
= - =
IL7R-003 - .- .
- =T TP > &
IL7R-005  —  — —
IL7R-007 n—— .
-> -
I Exon coding [ Exon UTR Intron = <= Forward and reverse primers, amplification of all transcripts (IL7R)
- -« Forward and reverse primers, amplification of specific transcripts (IL7R1, IL7R3, IL7RT)

Figure 19 : Localisation des amorces PCR communes et spécifiques a chaque transcrit du
gene de I'IL7R
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2.5. Dosage du CD127 soluble

La concentration plasmatique du CD127 a été mesurée par une technique « Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay » (ELISA) sandwich, selon un protocole adapté d’un protocole
déja réalisé sur une large cohorte de patients (105). L’anticorps de capture anti-CD127, clone
R34.34 (Beckman Coulter) a été déposé pendant une nuit dans une plaque 96 puits. Puis apres
une étape de lavage au TBS-Tween (3,3',5,5'-tétraméthyl-4,4'-biphényldiamine-Tween) 0,05%,
les puits ont été saturés par du TBS-Tween contenant 10% de sérum de chévre et lavés a
nouveau. Les échantillons plasmatiques dilués au 1/8 ainsi qu’une gamme standard établie par
dilution d’une solution mere de protéine recombinante purifiée (CD127 Fc chimera protein)
ont été déposés puis incubés 2h a 37°C. Les puits ont ensuite été lavés a nouveau puis une
seconde incubation de 2h a 37°C a été réalisée avec I'anticorps secondaire polyclonal biotinylé
BAF 306 (R&D systems). La détection du complexe sCD127/Anti-sCD127 a par la suite été
réalisée par une réaction streptavidine (SA-HRP) biotine puis par une révélation au TMB
(3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine, Pierce ThermoFisher scientific). La réaction a enfin été stoppée
par I'ajout d’acide sulfurique (H,SO4) a la concentration de 2 mol/L. L'absorbance a été lue sur

un spectrophotometre a une longueur d’onde de 450 nm.

2.6. Analyses statistiques

Les représentations graphiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism V5.
Les résultats sont présentés sous forme de box plot avec une barre représentant la médiane et
deux barres pour les 1™ et 3°™ quartiles. Des tests non paramétriques de Mann-Whitney ont
été effectués pour comparer les résultats. Des corrélations ont été réalisées en calculant le
coefficient non paramétrique «r» de Spearman. Une p-value < 0,05 a été considérée
significative. Une analyse non supervisée des fichiers de cytométrie a été réalisée via

I'utilisation de la plateforme en ligne Cytobank (https://www.cytobank.org/) selon I'algorithme

de Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized Events (SPADE).
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3. Résultats expérimentaux

3.1. Cohorte d’étude, caractéristiques cliniques et biologiques

Nous avons inclus 31 patients en CS a différents temps apres le diagnostic et 34 VS. Cet
effectif a été divisé en deux groupes correspondant a deux séries de manipulations: le premier
de 21 CS et 20 VS et le deuxieme de 17 CS et 14 VS, 7 patients étant communs aux deux

groupes.

Les données clinico-biologiques de la population d’étude sont résumées dans le
tableau 2. L’age médian des patients en CS était de 69 ans versus 56 ans pour les VS. Le sexe-
ratio Homme/Femme pour les patients était de 59% et de 69% chez les VS. Le score de gravité
IGS Il médian des patients septiques était de 59 et le SOFA de 9. La mortalité a J28 post-
admission était de 24%, ce qui est faible par rapport aux données attendues pour une cohorte

comparable. Un patient en CS a développé une IN.
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Sexe, homme

13 (59%)

Age, années 75 [64-78]
Scores cliniques
IGS 1 59 [47-74]
SOFA* 9[7-11]
Score de comorbidités de Charlson
0 4 (14%)
1 13 (45%)
>1 12 (41%)
Durée médiane du séjour en réanimation (j) 10 [3-17]
Score Mac-Cabe au diagnostic
1-Non fatal 20 (69%)
2-Issue fatale 7 (24%)
3-Rapidement fatale 2 (7%)
Type d’admission
Médicale 18 (63%)
Chirurgie urgente 10 (34%)
Chirurgie programmée 1(3%)
Infection initiale
Abdominale 11 (38%)
Liée au cathéter 6 (20%)
Urinaire 4 (14%)
Peau et tissus 2 (7%)
Gastro-intestinale 2 (7%)
Autre 4 (14%)
Documentation microbiologique
Bacille Gram Négatif 7 (24%)
Cocci Gram Positif 8(28%)
Autre 1(3%)
Non documenté 12 (41%)
Type d’'infection
Communautaire 16 (55%)
Nosocomiale 13(45%)
Mortalité a 28 jours 7 (24%)
Développement d’infection(s) nosocomiale(s) 1(3%)

Tableau 2 : Données cliniques et démographiques des patients en CS
Les variables continues sont présentées en médiane [IQR]. Les effectifs ou variables catégorielles sont présentées
en nombre de cas avec le pourcentage entre parenthése. SOFA : Sequential Organ Failure Assessment, IGS Il :
« Indice de Gravité Simplifié » ou SAPII : « Simplified Acute Physiologic Score ». * Pour le calcul du SOFA, il y avait
des données manquantes (notamment la bilirubine) pour 3 des 29 patients inclus le score a donc été estimé pour

ces 3 patients.

68

ALLAM
(CC BY-NC-ND 2.0)



Les données biologiques sont résumées sur la figure 20. Par rapport aux VS, les

patients présentent des caractéristiques classiques de patients en CS a savoir une

hyperleucocytose, une lymphopénie a J1 et J3, une augmentation du pourcentage de Tregs €t

une chute du mHLA-DR monocytaire. En revanche, le ratio CD4*/CD8* parmi les lymphocytes

totaux est comparable aux valeurs des VS indiquant que la déplétion en lymphocytes circulants

affecte les sous-populations T CD4* et CD8" de fagon équivalente.
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Figure 20 : Données biologiques des patients en CS en comparaison aux données controles
(A) Comparaison de la leucocytose, de la lymphocytose et du ratio CD4*/CD8* entre les VS (n=20) et les patients en
CS aJ1 (n=14), J3 (n=29) et J7 (n=10). (B) Exemple de sélection des T (gauche), déterminé selon le pourcentage de
cellules CD4*CD25*CD127"°% parmi les lymphocytes T CD4*. Comparaison des pourcentages de Tregs entre les VS
(n=20) et les patients a J1 (n=14), J3 (n=22) et J7 (n=10) et des niveaux de mHLA-DR entre les données des patients
et les valeurs de référence du laboratoire (15 000 < mHLA-DR < 10 000 : immunodépression modérée, entre 10 000
< mHLADR < 5000 sites : immunodépression marquée, mHLA-DR < 5000 sites : immunodépression sévére).
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3.2. Régulation du récepteur a I'lL-7
3.2.1. Régulation du récepteur membranaire

3.2.1.1. Lymphocytes T CD4* et T CD8"*

Nous avons dans un premier temps mesuré I'expression du récepteur membranaire a
I'interleukine-7 (IL-7Ra ou CD127) sur des lymphocytes T CD4* et CD8" de patients en CS par
cytométrie en flux. La stratégie de sélection des populations cellulaires est présentée sur la
figure 21. Par rapport au contréle isotypique, plus de 95% de la population T CD4* exprime le
CD127. En revanche, sur les lymphocytes T CD8*, on note |'existence d’une sous-population
exprimant faiblement le récepteur & I'lL-7 & sa surface (CD127'°%) et d’une sous-population

I’exprimant fortement (CD127") (Figure 21.B).

Lorsque I'on compare la MFI globale du CD127 (Figure 21.C), I'expression du récepteur
a la surface des lymphocytes T CD4* est stable mais on note une diminution sur les T CD8* a J3
apres le diagnostic du choc. En considérant le pourcentage de cellules T CD8" exprimant le
CD127, on a aussi une diminution de leur proportion a J3 ce qui explique probablement la

baisse d’expression du récepteur sur toute la population T CD8* en MFI globale.

Ainsi, ces résultats ne semblent pas montrer de régulation directe du récepteur a la
membrane cellulaire des T CD8" mais plutdét une diminution de la proportion de cellules

exprimant le récepteur.
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Figure 21 : Expression du CD127 sur les lymphocytes T CD4" et CD8*

(A) Stratégie de sélection des lymphocytes T CD4* et CD8* a partir des globules blancs totaux. (B) Exemple
représentatif de I'expression du CD127 sur les lymphocytes T CD4* et CD8* d’un patient en CS. (C) Expression du
récepteur a I'lL-7 sur les lymphocytes T CD4* et T CD8* chez les VS (n=20) et les patients a J1 (n=15), J3 (n=21) et J7
(n=10). Pourcentage de lymphocytes T CD4* et CD8* exprimant le récepteur a I'lL-7 chez les VS (n=20) et les patients
3J1 (n=15), J3 (n=21) et J7 (n=10).
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3.2.1.2.  Sous-populations naives et mémoires

Dans un second temps, nous avons sélectionné quatre sous-populations cellulaires
correspondant a des stades de maturation différents basés sur I'expression des marqueurs
phénotypiques de I'isoforme RA du CDA45 et sur le CCR7, récepteur de chimiokine marquant
I'appartenance au ganglion lymphatique. Les cellules CD45RA*/CCR7* correspondent a des
cellules naives circulantes produites par le thymus. Lors d’'une premiére reconnaissance
antigénique, le contingent lymphocytaire acquiere des propriétés de mémoire immunitaire.
Parmi les cellules mémaoires, on distingue les lymphocytes T centraux mémoires (Tcm) avec un
phénotype CD45RA/CCR7* qui perdent I'expression de l'isoforme CD45RA au profit du
CD45R0. Elles acquierent en méme temps des capacités prolifératives importantes et
constituent une réserve pour la génération de nouvelles cellules T effectrices en cas de ré-
exposition a I'antigéne. La présence du CCR7 leur confere la capacité de domiciliation aux
organes lymphoides secondaires, lieu de rencontre avec les cellules présentatrices d’antigénes

(109).

Les cellules effectrices mémoires (Tem) qui ont un phénotype CD45RA/CCR7  sont
quant a elles les acteurs essentiels de la réponse antigénique. Elles peuvent répondre
rapidement en cas d’infection grace a leurs propriétés prolifératives importantes et a leur
capacité de synthése de cytokines. Finalement, les cellules effectrices mémoires RA*, ou
cellules de différentiation terminale (Trp ou Temra) sont CCR7/CD45RA* ont également des
capacités effectrices immédiates mais une faible capacité de prolifération. Ces cellules sont

majoritairement retrouvées au sein des CD8* chez I'adulte et le sujet agé.

Nous avons évalué la proportion de ces quatre différents stades de maturation T chez
les patients en CS en comparaison aux VS ainsi que I'expression du CD127 au sein de chacune

d’entre elle. La stratégie de sélection cellulaire est présentée sur la figure 22.A.
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Figure 22 : Répartition des lymphocytes T CD4* et CD8*

naifs et mémoires et expression du CD127
(A) Exemple de la répartition des sous-populations basée sur I'expression des marqueurs CD45RA et CCR7 sur les
CD4* (gauche) et CD8* (droite) chez un VS. Les cellules naives sont CD45RA*/CCR7*, et les cellules mémoires ont été
classées en 3 groupes : centrales mémoires (CM, CD45RA_/CCR7*), effectrices mémoires (EM, CD45RA/CCR7), et
différentiées terminales (TD, CD45RA*/CCR7). (B) Pourcentages des sous-populations et (C) Expression du CD127
dans les quatre sous-populations parmi les CD4* (gauche) et CD8" (droite) chez les VS (n=20) et les patients a J1
(n=15), J3 (n=21) et J7 (n=10).
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Les résultats montrent une variabilité inter-individuelle importante de la répartition
des sous-populations, a la fois pour les VS et les patients (Figure 22.B). Malgré cela, sur les
lymphocytes T CD4*, on ne met pas en évidence de différence significative de la proportion
entre les populations naives et mémoires. En revanche, sur les T CD8* on observe une
diminution du pourcentage de cellules Tcw de J1 a J7 et Tem a J1 et J7 associée a une

augmentation des cellules Trp a tous les temps apres le diagnostic du CS.

Par ailleurs, on remarque que les cellules T CD8" Tp ont de faibles MFI du récepteur a
I'IL-7 a la fois chez les VS et les patients en CS (Figure 22.C). L’augmentation du pourcentage
cette sous-population parmi les T CD8* totaux peut donc partiellement expliquer la diminution

d’expression du CD127 sur les CD8 décrite dans le paragraphe 3.2.1.1. (Figure 21.C).

En revanche, le niveau d’expression du récepteur a la surface cellulaire, représenté par
la MFI est diminué sur les lymphocytes T CD4" effecteurs mémoires a J1 et J7 (Figure 22.C).
Etant donné que les lymphocytes Tem CD4* représentent une faible proportion de I'effectif
total, (environ 15% selon la figure 22.B), cette perte apparente ne se refléte pas lorsque I'on

mesure la MFI du CD127 sur tous les lymphocytes T CD4* (Figure 21.C).

Finalement, excepté sur une sous population mineure de T CD4*, le niveau
d’expression de I'lL-7Ra est globalement maintenu en MFI a la surface des lymphocytes T des

patients aprés un CS (Figure 22.C).
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3.2.2. Régulation de la protéine soluble

Nous avons ensuite dosé la forme soluble du récepteur a I'lL-7 (sCD127) dans le plasma
des patients atteints de CS (Figure 23). Contrairement a des données déja publiées dans la
littérature, nous ne notons pas de diminution de la concentration de cette forme chez les
patients. En revanche, des expériences complémentaires réalisées dans I'équipe ont permis de
mettre en évidence une augmentation du relargage du récepteur soluble a partir de

lymphocytes T purifiés aprés 48H de culture (Annexe 3).
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Figure 23 : Concentration plasmatique (ng/mL) du récepteur soluble a I'IL-7
Expression chez les VS (n=20) et les patients en CS a J1 (n=15), J3 (n=21) et J7 (n=10)
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3.2.3. Régulation des ARN messagers sur les lymphocytes T purifiés

Nous avons évalué par RTqPCR I'expression de plusieurs ARNm du récepteur a I'lL-7, a

partir d’isolats de lymphocytes T purifiés de patients en CS. En particulier, nous avons mesuré

le transcrit IL7R-1 codant pour le récepteur transmembranaire et deux ARNm ne possédant

pas I'exon 6, les formes IL7R-3 et IL7R-7 (Figure 13). L'IL7R-3 a démontré sa capacité de

synthése d’une forme soluble du récepteur (17), et I'IlLR-7, de par sa structure pourrait

également étre traduit en protéine sécrétée.
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Figure 24 : Expressions des ARNm de I'lIL7R normalisée par I’expression

du géne de référence HPRT1
L’expression de 4 types de transcrits ARNm a été mesurée chez les VS (n=18) et les patients en CS a J1 (n=13), J3
(n=20) et J7 (n=7). Quatre couples d’amorces ont été élaborées : un couple pour les transcrits totaux, un pour le
transcrit majoritaire transmembranaire IL7R-1, un pour le transcrit soluble IL7R-3 et un dernier pour un variant ne
possédant pas I’exon 6 et ainsi codant potentiellement pour une forme soluble, IL7R-7.
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Nous n’observons pas de régulation des transcrits IL7R totaux, ni du transcrit
transmembranaire chez les patients en CS. En revanche, les deux transcrits correspondant a la
protéine soluble sont significativement réprimés a partir de J3 pour le transcrit IL7R-3 et a tous
les temps pour le variant IL7R-7. Par ailleurs, le niveau d’expression des transcrits IL7R-3 et
IL7R-7 a J1 est négativement corrélé au score d’atteinte d’organe SOFA (r=-0,7859, p=0,0014 et
r=-0,7845, p=0,0015 respectivement).

3.3. Altérations phénotypiques et fonctionnelles lymphocytaires T
en lien avec I'lL-7Ra

3.3.1. Surexpression des populations PD-1* et CD127-/PD-1*

Dans la seconde partie du travail, afin de caractériser I'état d’épuisement des
lymphocytes T, nous avons dans un premier temps mesuré par cytométrie en flux I'expression
de surface du récepteur inhibiteur PD-1. De plus, la co-expression de niveaux élevés de PD-1
combiné a une expression faible du CD127 a été montré comme étant présente sur les cellules
T non fonctionnelles (110). Nous avons donc voulu évaluer la proportion de cellules CD127
/PD-1* parmi les T CD4* et T CD8" dans la cohorte de patients septiques. Un exemple de

sélection de cette population est représenté sur la figure 25.A.

Les résultats présentés sur la figure 25 confirment la plus forte proportion de cellules
PD-1*, déja décrite dans la littérature (73) chez les patients septiques a la fois sur les
lymphocytes T CD4* et T CD8* a J1 et J3. En sélectionnant la population CD1277/PD-1%, on
observe une augmentation de ce pourcentage sur les lymphocytes T CD8* significative a J1 et

J3 mais non significative sur les T CD4".
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Figure 25 : Expression de PD-1 et expression combinée de CD127 et PD-1
(A) Exemples représentatifs de la co-expression de CD127 et PD-1 sur les lymphocytes T CD4* (gauche) et T CD8*
(droite) sur un patient en choc septique. Les populations cellulaires ont été sélectionnées selon le contrdle
isotypique pour PD-1 et selon la population positive prise en compte au paragraphe 3.2.1.1. pour le CD127. (B)
Comparaison de la proportion de cellules exprimant PD-1 sur les lymphocytes T CD4* (gauche) et T CD8* (droite)
entre VS (n=20) et les patients en choc septique a J1 (n=15), J3 (n=21) et J7 (n=10). (C) Comparaison de la proportion
de cellules avec un phénotype CD127-/PD-1* sur les lymphocytes T CD4* (gauche) et T CD8* (droite) entre VS (n=20)
et les patients en choc septique a J1 (n=15), J3 (n=21) et J7 (n=10).
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3.3.2. Caractérisation de la population CD127°/PD-1* au sein des
stades d’activation T CD4* et T CD8*

Dans le but de mieux caractériser la place du récepteur membranaire a I'IL-7 en
combinaison avec PD-1 au sein des différents états d’activation et d’épuisement
lymphocytaires, nous avons réalisé une étude multiparamétrique non supervisée grace a
I'algorithme SPADE sur la plateforme en ligne Cytobank (cyobank.org). L'outil établit un
regroupement des cellules sous forme de clusters ou nceuds, de fagon automatique en
fonction de la similitude d’expression d’une combinaison de marqueurs d’intérét prédéfinis.
Dans notre étude, plusieurs marqueurs de surface et intracellulaires ont été pris en compte :
CD4, CD8, FoxP3, CD127, PD-1, TIM-3, HLA-DR, CD38 et CD25. Ces analyses complémentaires

ont été réalisées uniquement sur 15 patients en CS a J3 et sur 14 VS comparables en age.

En considérant le nombre de marqueurs sélectionnés, nous avons choisi de faire
apparaitre, sur la représentation SPADE, 4 nceuds cellulaires sur les lymphocytes T CD4*, et 3
pour les CD8*. Des exemples de figures SPADE issues de VS et de patients sont représentées
sur la figure 26 A. et B. La taille de chaque nceud est proportionnelle au nombre de cellules au

sein du cluster (Figure 26 A et B).
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Figure 26 : Analyse sous format SPADE de la répartition des marqueurs d’activation et

d’épuisement sur les lymphocytes TCD4" et TCD8*
(A) Exemple représentatif de SPADE pour les T CD4* sur un patient a gauche et sur un VS a droite. Les nceuds ont été
regroupés par le logiciel selon I'expression de CD127, PD-1, CD38, HLA-DR, CD25 et FoxP3. (B) Exemple représentatif
de Spade pour les T CD8* sur un VS a gauche et sur un patient a droite. Les nceuds ont été regroupés par le logiciel
selon I'expression de CD127, PD-1, CD38 et HLA-DR. (C) Comparaison de la proportion de chaque nceud entre les VS

(n=14) et les patients (n=15) sur les CD4* (gauche) et sur les CD8* (droite) entre VS (n=14) et les patients en choc
septique a J3 (n=15).
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Selon la figure 26.A, sur les lymphocytes T CD4*, le nceud n°1 exprime fortement le
CD127. Le nceud n°2 exprime fortement marqueur d’activation précoce, CD38 (111) et le
CD127 de fagon intermédiaire. Le nceud n°3 correspond a des cellules exprimant HLA-DR, qui
est un marqueur d’activation plus tardif (112). Finalement, le nceud n°4 exprime fortement
FoxP3, CD25 et faiblement le CD127 ce qui correspond probablement a un groupe de cellules T
régulatrices, FoxP3 étant un marqueur spécifique des Tregs (113). De fagon similaire, sur les T
CD8*, (Figure 26.B), I'outil a regroupé les cellules exprimant fortement le CD127 sur le nceud
n°1, puis les cellules exprimant le CD38 sur le nceud n°2 et enfin sur un 3*™ nceud, les cellules
exprimant fortement HLA-DR. L’expression des niveaux d’expression de chaque marqueur par

nceud est représentée en annexe 4.

A la fois sur les lymphocytes T CD4* et T CD8", les cellules du noeud n°3 expriment
fortement PD-1 et ont une expression intermédiaire ou faible du CD127 (Figure 26.A et 26.B).
L’analyse non supervisée nous permet donc d’individualiser la sous-population CD127'°%/PD-1"
gue nous avons décrite dans le paragraphe 3.3.1. par analyse de cytométrie classique. Celle-ci
co-exprime également le marqueur d’activation tardif HLA-DR mais pas le CD38 ni FoxP3. Les
cellules T CD127"/PD-1" ou CD127"°%/PD-1"" pourraient ainsi correspondent donc a des

cellules activées de fagon chronique.

Les cellules du nceud n°3 correspondent a environ 10% du total des lymphocytes T
CD4* et 20% des T CD8" chez les VS (Figure 26.C). En comparant la proportion de chaque nceud
entre les VS et patients en CS, le nceud n°3 est significativement plus représenté chez les
patients sur les lymphocytes T CD4*. Pour les cellules T CD8*, nous ne notons pas de différence
significative mais il y a tout de méme une tendance a I'augmentation du nceud n°3 chez les

patients parmi les T CD8* totaux.

3.3.3. Etude fonctionnelle des lymphocytes T

3.3.3.1. Défaut partiel de la production de cytokines
intracellulaires

Pour compléter les résultats obtenus par I'analyse des marqueurs d’activation, nous
avons mesuré les capacités de production de cytokines intracellulaires aprés une activation

lymphocytaire par des stimulants non spécifiques du TCR : PMA et lonomycine. Un exemple
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représentatif de la production d’IL-2 sur les T CD4* chez un patient par rapport a un témoin est

présenté sur la figure 25.A.

La production d’IL-2 par les lymphocytes T CD4" est significativement diminuée a J1 et
J3 du choc septique et la production de TNFa est aussi plus faible a J1 et J7. Sur les cellules T
CD8*, les altérations sont plus discretes. En effet, on note uniquement une perte de la

production d’IL-2 a J1 apreés le CS.

L'étude des lymphocytes polyfonctionnels (i.e. produisant les trois cytokines a la fois)
permet d’approfondir I'interprétation des résultats. En effet, sur les T CD4* et T CD8", on note
une diminution des cellules produisant les 3 cytokines, IFNy* IL-2* TNFa*. On a en paralléle une
augmentation des T CD4" ne produisant aucune cytokine, (IFNy IL-2" TNFa’) représentant
jusqu’a 15% des T CD4*. Cela renforce l'idée que la sous-population T CD4*" est plus
dysfonctionnelle que les T CD8". De plus, le pourcentage de cellules T CD4*, IFNy* IL-2* TNFa*

est corrélé négativement avec le score SOFA a J1 (n= 11 patients a J1, r=-0.6528 p=0.0156).
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Figure 25 : Production intracellulaire d’IFNy, d’IL-2 et de TNFa
par les lymphocytes T CD4* et T CD8*

(A) Exemple représentatif de la sélection des cellules TCD4* positives pour la production d’IL-2 chez un VS (gauche)
et chez un patient en CS (droite). L’histogramme non rempli correspond a la condition non stimulée et
I'histogramme plein a la condition stimulée. (B) Comparaison des proportions de lymphocytes T CD4* (gauche) et
TCDS8* (droite) produisant une des trois cytokines entre les VS (n=18) et les patients en CS a J1 (n=14), J3 (n=18) et J7
(n=10). (C) Comparaison des proportions de lymphocytes T CD4* (gauche) et T CD8* (droite) entre les VS (n=18) et
les patients en CS a J1 (n=14), J3 (n=18) et J7 (n=10) produisant a la fois les 3 cytokines (phénotype IFNy*, IL-2* et
TNFa*) ou ne produisant aucune cytokine (phénotype IFNy., IL-2_ et TNFa.).
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3.3.3.2. Capacités de dégranulation des CD8*

Un autre parametre de la fonction cytotoxique des lymphocytes T CD8" a également
été évalué. |l s’agit de la capacité de libération du contenu de leurs granules cytotoxiques via la
mesure de I'expression membranaire du CD107a. En effet, ce marqueur est physiologiquement
présent dans les granules cytotoxiques des lymphocytes T CD8*, des cellules NK et également
dans les granules plaquettaires. Aprés stimulation, il est exposé en surface suite a la
dégranulation cellulaire. Sa mesure est donc un reflet indirect des cellules ayant libéré le

contenu de leurs granules cytotoxiques.

Un exemple de la sélection de la population CD107a positive est présentée sur la figure
26.A. Selon la figure 26.B, les fonctions cytotoxiques des CD8* sont maintenues de J1 a J7 aprés

le choc septique.
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Figure 26 : Mesure des capacités de dégranulation des lymphocytes T CD8"
(A) Exemple représentatif de la sélection des cellules positives pour le marqueur de dégranulation CD107a sur les T
CD8*. La région de positivité a été placée a 0,5% de la population CD8*CD107a* dans la condition non stimulée
(haut). Production d’IL-2 chez un VS (gauche) et chez un patient en CS (droite). (B) Comparaison des proportions de
lymphocytes ayant dégranulé aprés stimulation non spécifique par PMA et lonomycine pendant 3h (%CD8*CD107a%)
entre les VS (n=14) et les patients en CS a J1 (n=7), J3 (n=13) et J7 (n=5).
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Discussion

Le choc septique induit des altérations quantitatives et qualitatives profondes des
versants inné et adaptatif de la réponse immunitaire. Une meilleure description de
I'immunoparalysie induite dans ce contexte et l'identification de biomarqueurs sensibles et
spécifiques de I'immunodépression sont des prérequis fondamentaux pour envisager

I’efficacité de traitement immunostimulants, tels que I'Interleukine 7.

Les objectifs de nos travaux cliniques observationnels étaient d’une part de compléter
I’étude de la régulation du récepteur a I'IL-7, cible thérapeutique spécifique dans le choc
septique, et d’autre part, d’évaluer la place de ce récepteur parmi d’autres marqueurs
phénotypiques et fonctionnels d’activation et d’épuisement cellulaires T. En particulier,
I’expression de I'IL7R a été suivie sous différentes formes : protéique transmembranaire et
soluble, et transcrites sur une cohorte d’une vingtaine de patients jusqu’a 8 jours aprés le

diagnostic du choc en comparaison a des sujets témoins.

Expression différentielle du récepteur membranaire et soluble

L'expression membranaire de I'lL-7Ra est en majorité conservée en surface des
lymphocytes T aprés un choc septique. Ceci est concordant avec des travaux précédemment
publiés montrant un maintien de son expression sur les lymphocytes T de patients (15,16),
suggérant que l'axe IL-7/IL-7R reste toujours stimulable dans le CS. Nous retrouvons un
pourcentage de cellules CD127* abaissé uniquement sur les lymphocytes T CD8* a J3 post-
agression, en accord avec les données de la littérature montrant une diminution de
I’expression du récepteur sur les lymphocytes T CD8* circulants et dans les organes de patients
décédés d’une cause septique (15,114). Par ailleurs, I'analyse des sous-populations T naives et
mémoires permet d’apporter un élément nouveau a la compréhension de cette expression
différentielle. En effet, nous mettons en évidence, pour la premiére fois a notre connaissance,
I"'augmentation d’une sous-population T CD8* ayant une expression physiologique trés faible
de I'lL-7Ra : les CD8%rp. La perte apparente sur les T CD8" dans leur globalité semble par
conséquent étre liée a une réorganisation des sous-populations naives et mémoires avec une

augmentation de la sous-population exprimant faiblement le CD127.

Comme nous l'avons précédemment énoncé, cette population CD127 faible a été bien

caractérisée dans le cadre d’une expansion clonale physiologique des TCD8* (et de fagon
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moindre pour les T CD4") suite a une reconnaissance antigénique (87,92,93) mais elle est aussi
sur-exprimée dans des contextes pathologiques de persistance antigénique chronique a la fois
dans des modele animaux et chez I'homme (infection chronique au VIH, au VHC et cancers)

(98-101).

Nous décrivons une diminution de son expression a la surface cellulaire sur une
population minoritaire de T CD4": les effecteurs mémoires, ce qui n’affecte pas le niveau
d’expression global sur les T CD4*. A ce stade, nous ne pouvons pas conclure sur les
mécanismes de la diminution du récepteur sur les T CD4"* gum. Cela pourrait étre, entres autres,
le résultat physiologique d’une activation cellulaire T post-infection systémique et/ou étre de
reflet de la réponse inappropriée de I’hote et notamment du processus d’épuisement cellulaire
T induit par le sepsis. Ces hypotheses ont été plus particulierement étudiées dans la deuxieme

partie du projet.

Concernant le récepteur soluble, nos résultats ne reproduisent pas la baisse décrite
dans la littérature (15,106,115). Plusieurs éléments peuvent expliquer cette discordance, le
principal étant le petit effectif de notre cohorte. De plus, I'anticoagulant était différent de celui
utilisé dans les études (EDTA versus héparine), et le délai entre le prélevement et la
congélation du plasma était plus long de quelques heures pour les VS que pour les patients. En
analysant les données cliniques, nous ne retrouvons pas de corrélation entre la concentration
de la forme soluble et les scores SOFA et IGS Il. En revanche, on note une tendance a
I'augmentation du sCD127 a J1 et J3 chez les patients non survivant a J28 (donnée non
montrée). Ceci est concordant avec des données précédemment publiées par I'équipe
montrant le potentiel role de biomarqueur prédictif d’'une issue péjorative de la forme soluble

du récepteur (106,115).

A l'inverse, les résultats du dosage de la protéine sécrétée dans le milieu de culture a
partir de lymphocytes T purifiés montrent une augmentation significative chez les patients. On
peut alors se demander si le niveau de la forme plasmatique mesuré ne serait pas le reflet du
compte lymphocytaire. En effet, la forme soluble étant majoritairement produite par les
lymphocytes T, la forte lymphopénie présente chez les patients pourrait alors masquer une
libération plus importante du récepteur dans la circulation suite a I'activation lymphocytaire T

post sepsis.

Au niveau transcriptionnel, seuls les ARNm correspondant a la forme soluble (IL7R-3 et

IL7R-7) sont diminués. Leurs niveaux d’expression sont par ailleurs corrélés a la gravité de
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I'atteinte multi-viscérale objectivée par le score SOFA signifiant qu’ils pourraient avoir un
potentiel réle en tant que biomarqueur de gravité. En revanche, nous ne montrons pas
d’association avec le score IGS Il ni avec la mortalité. La mesure des ARNm a également été
réalisée a partir de sang total (Annexe 5), et les résultats issus de ces analyses n’ont pas donné
les mémes tendances qu’a partir des échantillons de lymphocytes T purifiés. En effet, ce type
de mesure est fortement impacté par la lymphopénie présente chez les patients septiques
puisque I’ARN total est extrait a partir de toutes les cellules nucléées du sang périphérique.
Ceci est une hypothése pour expliquer la diminution d’expression de tous les transcrits IL7R

mesurés dans ces conditions.

Enfin, nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre I'expression de la forme soluble
protéique et des ARNm codant pour cette forme ce qui peut signifier qu’il existe une autre

source de production de la protéine soluble, comme un clivage de la forme transmembranaire.

Phénotype activé et épuisement lymphocytaire partiel au cours du choc septique

Dans la suite de I’étude, nous avions pour objectif de décrire les sous-populations T
CD4* et T CD8" exprimant différentiellement le récepteur a I'lL-7 au sein de plusieurs états
d’activation et/ou d’épuisement et de relier le profil phénotypique aux altérations

fonctionnelles T induites par le choc septique.

Nous avons premiérement mesuré le récepteur inhibiteur membranaire PD-1, qui est a
la fois un marqueur de dysfonction cellulaire et une cible thérapeutique privilégiée en
oncologie (116) et avons confirmé sa surexpression sur les lymphocytes T des patients en CS. I
a aussi été mis en évidence une population CD127/PD-17, individualisée sur les T CD4* et T
CD8* et plus fortement exprimée sur les T CD8* des patients septiques. Puis, nous avons
effectué une analyse non supervisée plus globale incluant un panel de marqueurs d’activation
précoces, tardifs, et des éléments caractéristiques d’une régulation négative. Le sous-groupe
CD127/PD-1* a été retrouvé et identifié comme appartenant aux cellules ayant un phénotype
d’activation tardive (HLA-DR'). Cette sous-population était présente a la fois sur les

lymphocytes T CD4" et T CD8* et sur-exprimée sur les T CD4* de patients en CS.

La perte membranaire du CD127 et I'augmentation de PD-1 a été décrite sur des
cellules T en situation de stimulation antigénique chronique dans des modéles animaux et chez

I'homme et a été rattachée a un profil de cellules T dites « épuisées » (110). En considérant les
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travaux sur I'anergie lymphocytaire T induite aprés un choc septique (56,117) , nous avons
voulu évaluer le lien entre le phénotype activé apparent des cellules T de patients et des

mesures fonctionnelles.

La production d’IL-2 est affectée sur les deux sous-populations de lymphocytes T alors
que le TNFa est seulement moins produit par les lymphocytes T CD4*. La production d’IFNy est
maintenue a tous les temps. Les pourcentages de lymphocytes T CD4" et T CD8" trifonctionnels
sont diminués a J1 aprés le choc et les T CD4* ne produisant aucune cytokine sont
significativement augmentés. La baisse des lymphocytes T CD4* triples positifs est par ailleurs
corrélée a I'atteinte d’organe initiale. En tout, les cellules T CD4* semblent plus altérées que les
T CD8" puisque la production de TNFa et I'aptitude cytotoxique de dégranulation est
maintenue dans ces derniers. Comme cela a déja été publié dans des travaux de I'équipe (118),
selon la cinétique du développement de I'exhaustion décrite par Wherry et al...(18,70), notre
cohorte de patients se trouverait plutot a un stade précoce avec une perte d’expression de I'IL-
2 et du TNFa, des capacités de proliférations cellulaires (évaluées dans d’autres études chez le

patient septiques (15) et dans le modele ex-vivo complétant notre étude).

Le phénotype de surface CD127"°%/PD-1"/ HLADR* que nous avons précédemment
décrit est donc coexprimé avec des altérations fonctionnelles T, elles-mémes reliées a une
atteinte d’organe importante. Notre étude permet ainsi d’améliorer la compréhension de la
répartition les stades d’activation au sein des lymphocytes T aprés un choc septique et de faire
le lien avec des issues fonctionnelles et une atteinte clinique séveére. L’hypothése d’une
« activation-induced-exhaustion » ou « épuisement induit par I'activation » semble donc
intéressante pour modéliser les altérations décrites. Le modele cellulaire ex-vivo établi dans
I’équipe et consistant en une phase d’activation continue du TCR ou « priming » suivie par une
deuxieme activation spécifique du TCR reproduit des altérations semblables a celles

précédemment décrites.

La lutte contre le phénomene d’épuisement lymphocytaire T est un enjeu majeur en
cancérologie avec de multiples essais cliniques utilisant des ligands antagonistes des
récepteurs inhibiteurs de surface, et en particulier des agents anti-PD-1 (75). En considérant la
complémentarité de ces deux agents dans des modeles murins de sepsis, il pourrait étre
intéressant de tester I'ajout d’un anticorps anti-PD-1 sur le modéle « d’épuisement induit par

I’activation » en complément d’une immunothérapie par IL-7.
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Limites

Notre étude comporte certaines limitesinhérentes a la recherche clinique
translationnelle. Premiérement, le faible taux de mortalité (3 patients sur 21 pour la premiére
cohorte et 5 sur 17 patients pour le deuxiéme groupe) ne nous permet pas de faire d’analyse
statistique relative a ce paramétre. Nous notons également un faible taux du développement
d’IN: 1 patient sur les 31. Par ailleurs, parmi I'ensemble des patients inclus, 12 ont été
sélectionnés selon la nouvelle définition du sepsis établie par la conférence de consensus de

2016 (21). Cela a donc pu induire une hétérogénéité dans la sélection des patients.

Ensuite, concernant les conditions pré-analytiques, le délai de traitement des
échantillons entre les VS et patients n’était pas similaire. Les échantillons de VS étant collectés
le matin a I'EFS et analysés I'aprés-midi au laboratoire contrairement a ceux des patients qui
ont été techniqués dans les 3h aprés leur prélevement. Cela a pu impacter certaines mesures

notamment le sCD127 plasmatique la mesure des ARNm sur sang total.

Nous avons mis en évidence une régulation de I'expression du récepteur membranaire
sur la sous-population Tem que nous n’avons pas pu confirmer au niveau transcriptionnel. En
effet, nos mesures d’ARNm ont été faites uniquement sur cellules T isolées sans distinction des
groupes cellulaires. Ainsi nous ne pouvons pas formellement conclure sur une absence de
régulation des ARNm transcrits correspondants au récepteur transmembranaire dans cette

sous-population.

Enfin, nous n’avons pas pu identifier formellement les lymphocytes T CD1277/PD-1*
comme étant les cellules altérées en termes de production de cytokines. En effet, les cellules
PD-1* peuvent correspondre a des cellules tout a fait fonctionnelles. Il a été montré que le
phénotype épuisé était présent lors de la co-expression avec d’autres checkpoints inhibiteurs
(TIM-3, BTLA, CTLA-4) (119,120) que nous n’avons pas tous mesurés. Parmi ceux-ci, nous avons
sélectionné TIM-3, que nous avons choisi de ne pas présenter car il était tres faiblement

exprimé a la fois sur les cellules des patients et des VS.
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CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : Mme ALLAM Camille

Le sepsis a été récemment redéfini comme une « dysfonction d’organe menacgant le
pronostic vital, causée par une réponse inappropriée de I'h6te a une infection ». Malgré de
nombreuses avancées diagnostiques et thérapeutiques, les syndromes septiques représentent
toujours la premiere cause d’admission en réanimation et ont un pronostic tres péjoratif. En
particulier, I'amplitude et la persistance d’'un état d’'immunosuppression sont associées a la
survenue d’infections secondaires ou a des réactivations virales participant a une mortalité
élevée. Ainsi, les efforts de recherche thérapeutique de ces derniéres années ont porté sur le
développement de traitements immunostimulants parmi lesquels linterleukine-7 (IL-7)
apparalt comme une molécule prometteuse pour lutter contre I'épuisement lymphocytaire T
induit par le sepsis. Néanmoins, I'étude du récepteur de I'IL-7, indispensable a sa fonction,

demeure incompléete chez les patients septiques.

Nos travaux ont constitué en une description exhaustive de la régulation des
différentes formes du récepteur a I'lL-7 sur les lymphocytes T de patients en choc septique. A
I’exception d’une sous-population (quantitativement peu représentée), nous montrons une
absence de régulation significative du récepteur sous forme protéique transmembranaire (IL-
7Ra ou CD127) et de son transcrit ARNm correspondant. Ceci renforce I'idée selon laquelle la
voie de signalisation de I'lL-7 reste toujours stimulable et est en accord avec les résultats
d’études précédentes montrant le rétablissement des fonctions lymphocytaires suite a
I"'administration d’IL-7 dans des modéles animaux ou, ex vivo, sur des cellules de patients. A
I'inverse, nous mettons en évidence, a partir de cellules T isolées, une diminution de
I’expression de deux ARNm correspondant au récepteur soluble et une association négative

entre leurs concentrations et le score de défaillance d’organes SOFA.

De plus, nous montrons que le récepteur membranaire a I'lL-7 est différentiellement
exprimé selon le statut d’activation lymphocytaire T au cours du choc septique. En particulier,

nous mettons en évidence, chez les patients, une augmentation de la proportion d’une sous-
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population de lymphocytes T qui présente un niveau faible d’expression du CD127 (CD127"Y)
et qui surexprime le récepteur inhibiteur PD-1 (PD-1"). Ces cellules expriment également le

marqueur d’activation tardive HLA-DR.

Ce phénotype particulier apparait de facon concomitante a une altération de la
production intracellulaire de cytokines, élément caractéristique de I'épuisement
lymphocytaire, touchant majoritairement la population T CD4* dans nos travaux. L’élévation de
la sous-population CD127/PD1* et les altérations fonctionnelles des lymphocytes T pourraient
donc étre une conséquence de I'état d’activation cellulaire induit par le sepsis. Cette
hypothése d’un « épuisement induit par I'activation » a été confirmée dans un modele
cellulaire ex-vivo établi par I’équipe, sur lequel un traitement par de I'lL-7 permet d’améliorer

les capacités fonctionnelles des lymphocytes T CD4".

En conclusion, nos résultats renforcent l'utilisation de I'lL-7 comme traitement
immunostimulant dans la phase dimmunosuppression induite par le choc septique et
identifient les ARNm de la forme soluble du récepteur a I'lL-7 comme biomarqueurs potentiels
de cette immunosuppression. lls suggerent également que la régulation du récepteur a I'lL-7 et
les altérations des lymphocytes T observées au cours du choc septique seraient le reflet d'un «

épuisement induit par I'activation ».
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Annexe 1 : Poster présenté au congres national de la Société Francaise d'Immunologie.

(Novembre 2017)

T cell activation participates in IL-7 receptor regulation and T lymphocyte

exhaustion in septic shock patients

Correseondingauthnr: julie.mouillaux@biomerieux.com

rContext Septic syndrome is the leading cause of mortality for critically ill patients worldwide. Patients develop
alterations are the hallmark of an exhausted status. IL-7 is currently tested in clinical trials to reverse T cell dysfunctions. IL-7 receptor (IL-7R) exists in different forms: membrane protein (CD127), soluble protein (sCD127) and different
mRNA transcripts. The phenotype CD127°*PD1"s" has been proposed as an exhaustion marker for T cells. The aim of this study was to evaluate IL-7R expression in septic shock patients and in an ex vivo model, and to study the
lassm:ialinn between the phenotype CD127-PD1+ and the activated/exhausted status of septic shock patients T cells.
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risk of death and nosocomial infections. Specifically, T cell

( Material and methods

Patients 32 septic shock patients and 34 age-matched
healthy wvolunteers (HV) were included. Patients
samples were collected at Day 1 (D1, n=15), Day 3 (D3,
n=30) and Day 7 (D7, n=10) after septic shock onset.

Ex vivo medel of IL-7R expression (model 1)
Purified T cells from 10 HV were stimulated during 24 or
48h in presence of IL-7, D () or anti

Ex vivo model of induced
(modef 2) This model consisted of two phases: a priming
phase following by an aclivation phase. Purified T cells
from 5 HV were cultured during 5 days with aCD3/28
beads. Culture with aCD3 beads and without any beads
were used as controls, After this priming phase, T cells
were phenotyped. T cells were then activated during 3
days with uCDWEIZB beads and proliferation as well as
were For IL-7 treatment,

(De:
CD3/28 antibodies coated beads (aCD3/28 beads]

IL-7R CD127 was

Z
d by flow cytometry, sCD127 by ELISA and 3 IL7R transcripts by RT-qPCR‘
(IL7R-1 transcript coding for CD127, IL7R-3 coding for sCD127 and ILYR-7 potentially coding for sCD127). sCD127
was measured in purified T cell culture supernatant after 48h culture. IL7R transcripts were measured from RNA

from purified T cells. IL-7R
model 1

T cell phenotype T cells from septic shock patients
CD127 and PD-1 markers.

T cell functionality Intracellular cytokines staining (IL-2, TNFa and IFNy) was performed by flow cytometry in T cells
from septic patients and from the model 2. T cell proliferation was measured using a Click-iT assay in the model 2

were

both in T cells from septic patients and from the

and from the model 2 were characterized using HLA-DR,

of T cell

could be a

and
may thus p:

are
in T cell

\ icig

percentage of CD127-PD1+ T cells is also increased in septic shock patients T cells. These
i ex vivo in a model of activation induced exhaustion. IL-7 can partially restore T cell proliferation in this model. T cell
in septic shock. In this context, IL-7 treatment is relevant to restore T cell function during septic shock.

. Moreover, septic patients T cells expressed higher level of HLA-DR, a late activation marker, than HV. The

IL-7 was added simultaneously to aCD2/3/28 beads. ics p-values were using M: y test, * p<0.05, ** p<0.01, **p<0.001 )
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Annexe 2 : Données supplémentaires sur les extractions cellulaires et mesures des ARNm
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(A) Nombre de cellules T extraites des échantillons de sang total chez les VS (n=20), et les patients a J1 (n = 16), J3
(n=22) et J7 (n=10) (B) Qualité de I’ARN total extrait évalué par le RNA Integrity Number (RIN) sur des puces Agilent.
Chez les VS (n=12) et les patients a J1 (n=7), J3 (n=12) et J7 (n=5) (C) Expression des génes de référence GLYR-1,
HPRT-1, RANBP-3 et PPIB en fonction chez les VS (n=18) et les patients (n = 41)
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Annexe 3 : mesure de la production de sCD127 dans le surnagent de lymphocytes T purifiés
mis en culture pendant 48H.
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Annexe 4 : Données de MFI brutes des différents nceuds établis par I'outil Cytobank dans la
représentation non supervisée SPADE
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(A) Expression des différents marqueurs sur les noeuds sélectionnés sur les lymphocytes T CD4* chez les VS (n=14) et

les patients (n=15). (B) Expression des différents marqueurs sur les nceuds sélectionnés sur les lymphocytes T CD8*

chez les VS (n=14) et les patients (n=15)
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Annexe 5 :

mesure des ARNm de I'IL7R a partir de sang total.

Tofal transcripts Transmembrane transcript IL7 R-1
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L'ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et I'Université Claude Bernard Lyon 1 n’entendent
donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les theses ; ces opinions

sont considérées comme propres a leurs auteurs.

L'ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagée dans une démarche de lutte contre le
plagiat. De ce fait, une sensibilisation des étudiants et encadrants des theéses a été réalisée

avec notamment lincitation a I'utilisation d’une méthode de recherche de similitudes.
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ALLAM CAMILLE
Régulation des différentes formes du récepteur a I'Interleukine-7 et épuisement
lymphocytaire T chez les patients atteints de choc septique
Th. D. Pharm., Lyon 1, 2017, 109 p

RESUME

Les syndromes septiques, et notamment le choc septique, s’accompagnent d’une phase
immunosuppressive touchant les versants innés et adaptatifs de I'immunité et associée a un mauvais
pronostic (mortalité tardive, développement d’infections nosocomiales...).

Actuellement les efforts de recherche thérapeutique portent sur le rétablissement des
défenses immunitaires par des agents immunostimulants, notamment par l'interleukine-7. Cette
cytokine agit via un récepteur spécifique qui existe sous forme protéique transmembranaire
exprimée en surface des lymphocytes T (IL-7Ra ou CD127) et sous forme soluble (sCD127). Plusieurs
ARNmM ont été décrits comme codant pour ces différentes protéines.

Néanmoins, I'’étude du récepteur a I'lL-7 au cours du choc septique demeure incompléte. Les
objectifs de nos travaux étaient donc d’étudier I'expression des différentes formes protéiques et
transcrites du récepteur a I'lL-7 et de relier une modulation de cette expression avec des marqueurs
caractéristiques de I'épuisement lymphocytaire T retrouvés dans le sepsis.

Trente et un patients en choc septique et 34 volontaires sains ont été inclus dans I'étude. Nous
avons évalué I'expression membranaire du CD127 sur les lymphocytes T CD4* et T CD8* et sur leurs
sous-population naives et mémoires, dosé la concentration plasmatique du sCD127 et évalué
I'expression des ARNm du récepteur sur les lymphocytes T isolés. Nous avons aussi évalué des
marqueurs d’activation (HLA-DR, CD38) et d’épuisement cellulaire T (expression de PD-1 en surface
et diminution du CD127, altération de la production intracellulaire de cytokines).

Nous montrons une expression globalement stable sur les lymphocytes T de patients du
récepteur membranaire sous forme protéique et transcrite. En revanche, les ARNm de la forme
soluble sont moins exprimés en lien avec la gravité de I'atteinte d’organes. Par ailleurs, les
lymphocytes T des patients présentent un phénotype activé avec une augmentation du marqueur
HLA-DR, co-exprimé avec un phénotype PD1"/CD127'°% Ceci est concomitant avec une altération de
la synthése intracellulaire de cytokines, touchant plus séverement les lymphocytes T CD4".

Finalement, nos résultats renforcent l'utilisation de I'lL-7 comme traitement immunostimulant
dans la phase d’'immunosuppression induite par le choc septique et identifient les ARNm de la forme
soluble du récepteur a I'lL-7 comme biomarqueurs potentiels de cette immunosuppression. lls
suggerent également que la régulation du récepteur a I'lL-7 et les altérations des lymphocytes T
observées au cours du choc septique seraient le reflet d’un « épuisement induit par I'activation ».
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Epuisement lymphocytaire PD-1

JURY

M. Guillaume MONNERET, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier

Mme Fabienne VENET, Maitre de Conférences des Universités, Praticien Hospitalier
Mme Sophie JARRAUD, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier

M. Olivier THAUNAT, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier

DATE DE SOUTENANCE
Jeudi 21 Décembre 2017

ADRESSE DE L’AUTEUR
127, cours Emile Zola — 69100 Villeurbanne

ALLAM
(CC BY-NC-ND 2.0)



	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge
	Page vierge



