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RESUME : La transfusion sanguine permet de sauver des vies et réduit la morbidité pour un 

grand nombre de maladies et d'affections cliniques, mais elle n'est pas exempte de complications. 

Un incident néfaste lié à une transfusion, également appelé Effet Indésirable Receveur (EIR), est 

un incident défavorable survenant chez un patient pendant ou après une transfusion sanguine. 

Parmi eux, le TRALI est considéré comme l’une des réactions inflammatoires les plus critiques. 

Cette pathologie se développe généralement dans les 6 heures après transfusion. On en reconnaît 

deux types, les TRALI immunologiques et les TRALI non-immunologiques. En France, les 

premiers sont presque entièrement prévenus par une politique de sécurité des produits sanguins, 

tandis que la fréquence des seconds augmente. La physiopathologie du TRALI reste mal connue. 

Tandis que certains y accordent une place importante aux plaquettes sanguines du patient 

transfusé, d’autres les considèrent comme pas réellement impliquées. Le but de ce travail de thèse 

a été, dans un premier temps, d’investiguer le potentiel inflammatoire des plaquettes sanguines 

conservées dans les concentrés plaquettaires et l’influence de cette inflammation sur 

l’endothélium vasculaire général. Ensuite, sera évalué le rôle des plaquettes sanguines de 

l’organisme, notamment par l’intermédiaire de leurs produits de sécrétion, dans la pathogénie de 

cette complication transfusionnelle. Pour cela, un ALI (mimant un TRALI) a été déclenché, dans 

un modèle in vivo, par une injection d’anticorps anti-CMH I chez des souris préalablement 

stimulées avec du LPS. L’ensemble de nos résultats confirme le potentiel inflammatoire des 

plaquettes sanguines, au sein des concentrés plaquettaires, pouvant probablement assumer 

l’entière responsabilité du déclenchement d’un TRALI non-immunologique, ainsi qu’un rôle 

secondaire des plaquettes sanguines de l’organisme, participant activement à l’amplification de la 

sévérité de la pathologie. Cette thèse s’inscrit dans la continuité logique des études menées, au 

sein du laboratoire GIMAP-EA3064, investiguant la place des plaquettes sanguines au sein de 

l’inflammation, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans la sécurité transfusionnelle. 

MOTS CLES : TRALI – Transfusion – Plaquettes – Inflammation – CD40L 



4 
 

Sommaire 

Liste des abréviations ....................................................................... 1 

Liste des figures ............................................................................... 5 

Introduction générale ....................................................................... 7 

La plaquette sanguine et le TRALI: de la poche à l’organisme ................................... 7 

Revue de la littérature .................................................................... 19 

Chapitre 1 – La transfusion comme une frappe inflammatoire : connaissances et 

inconnus ...................................................................................................................... 20 

Chapitre 2 – Transfusion-Related Acute Lung Injury : l’aspect clinique ................... 31 

Section 1 – Caractérisation du TRALI : la terminologie ................................................................... 31 

Section 2 – Caractérisation du TRALI : la prévalence ...................................................................... 35 

Section 3 – Caractérisation du TRALI : la clinique ......................................................................... 36 

Chapitre 3 – Transfusion-Related Acute Lung Injury : transfusion, plaquettes et 

modificateurs de la réponse biologique (BRM) ......................................................... 39 

Mise à jour bibliographique ........................................................................................ 52 

I – Section - Because their secretory capacity can cause immunological differences ........................ 52 

II – Section - Several tracks already mentioned in TRALI ....................................................... 54 

Chapitre 4 – Le rôle de signalisation du CD40 ligand dans la biologie plaquettaire et 

dans la transfusion de composants plaquettaires ....................................................... 56 

Mise à jour bibliographique ........................................................................................ 80 

I – Section - CD40L and its receptors in inflammatory pathologies .......................................... 80 

Chapitre 5 – Hypothèse de l’atteinte multi-organes au cours d’un TRALI ............... 83 

Section 1 – Le pancréas .................................................................................................................... 83 

I – Physiopathologie de la pancréatite : les neutrophiles ...................................................... 83 

II – Physiopathologie de la pancréatite : l’endothélium vasculaire ......................................... 85 

III – Physiopathologie de la pancréatite : les plaquettes ......................................................... 86 

IV – Physiopathologie de la pancréatite : Le couple CD40/CD40L ................................... 87 

Section 2 – Inflammation intestinale .................................................................................................. 89 

I – Physiopathologie des MICI : les neutrophiles .................................................................. 89 

II – Physiopathologie des MICI : l’endothélium vasculaire ..................................................... 89 

III – Physiopathologie des MICI : les plaquettes ..................................................................... 90 

IV – Physiopathologie des MICI : le couple CD40/CD40L ................................................. 92 

Section 3 – Les autres organes ........................................................................................................... 93 



 

5 
 

I – Les reins ............................................................................................................................ 93 

II – Le foie ............................................................................................................................... 94 

Objectifs et problématique ............................................................ 97 

Résultats ........................................................................................ 101 

Manuscrit I : Modélisation de l'effet des surnageants de concentrés plaquettaires sur 

les cellules endothéliales: focus sur Endocan/ESM-1 .............................................. 103 

Manuscrit III : Les plaquettes régulent la sévérité de l’ALI induit 

expérimentalement par injection de LPS et d’anti-CMH I ...................................... 139 

Manuscrit IV : La neutralisation du complexe protéique CD40/CD40L inhibe le 

développement d’œdème pulmonaire lésionnel induit dans un modèle murin par 

injection de lipopolysaccharide et d’anticorps anti-CMH I ..................................... 165 

Manuscrit V : La neutralisation du complexe protéique CD40/CD40L protège les 

souris de l’atteinte pancréatique induite lors du développement du TRALI ........... 199 

Discussion et perspectives ........................................................... 223 

Conclusion ................................................................................... 237 

Références .................................................................................... 239 

Annexes ........................................................................................ 257 

 

  



6 
 

 



 

 

1 
 

Liste des abréviations 

  



 

 

2 
 

βTG : β-thromboglobuline 

Ang-1 : Angiogénine-1 

ALI : Acute Lung Injury 

bFGF : basic Fibroblast Growth Factor 

BEACH : Beige and Cheadiak-Higashi 

BRM : Biological Response Modifier 

Ca++ : Calcium 

CD : Cluster of Differentiation 

CD40L : CD40 Ligand 

CD62E : E-Selectin 

CD62L : L-Selectin 

CD62P : P-Selectin 

CINC : Cytokine-Induced Neutrophil 

Chemoattractant 

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

COX-1 : Cyclooxygenase-1 

CP : Concentrés Plaquettaires 

CRP : C Reactive Protein 

DAG : Diacylglycérol 

DAMP : Damage-Associated Molecular Pattern 

dTRALI : delayed TRALI 

EA : Elastase-α1-Antitrypsin 

EGF : Epidermal Growth Factor 

EIR : Effet Indésirable Receveur 

ENA-78 : Epithelial cell-derived Neutrophil-

Activating peptide-78 

EPCR : Endothelial Protein C Receptor 

GM-CSF : Granulocyte Macrophage Colony-

Stimulating Factor 

GP : Glycoprotein 

GPR13 : G-Protein coupled Receptor 13 (fractalkine) 

GROα : Growth Regulated Protein α 

RCH : Rectocolite Hémorragique 

HGF : Hepatocyte Growth Factor 

HLA : Human Leukocyte Antigen 

HMGB1 : High–Mobility Group Box 1 

ICAM-1 : Intercellular Cell Adhesion Molecule-1 

IL : Interleukin 

IP3 : Inositol-1,4,5-trisphosphate 

JAM-C : Junctional Adhesion Molecule-C 

LBA : Lavage Broncho-Alvéolaire 

LFA-1 : Lymphocyte Function-Associated antigen-1 

LPAM : Lymphocyte Peyer patch Adhesion 

Molecule 

LPS : Lipopolysaccharide 

Mac-1 : Macrophage-1 antigen 

MadCAM-1 : Mucosal vascular Addressin Cell 

Adhesion Molecule-1 

MC : Maladie de Crohn 

MCP-1 : Monocyte Chimoattractant Protein-1 

MICI : Maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin 

MIP-2 : Macrophage Inflammatory Protein-2 

MMP-9 : Metalloproteinase-9 

MPO : Myeloperoxidase 



 

3 
 

mtDNA : ADN mitochondrial 

NBEAL2 : Neurobeachin-like protein 2 

NET : Neutrophil Extracellular Traps 

NF-κB : Nuclear Factor-κB 

NLR : Neutrophil-Leukocyte Ratio 

oxLDL : oxidized Low-Density Lipoprotein 

PAC-1 : Procaspase Activating Compound-1 

PAI-1 : Plasminogen Activator Inhibitor-1 

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern 

PAR-4 : Platelet protease-Activated Receptor-4 

PF4 : Platelet Factor 4 

PIP2 : Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

PMN : Polymorphonucléaires 

PSL : Produits Sanguins Labiles 

pTRALI : possible TRALI 

Rac-1 : Ras-related C3 botulinum toxin substrate-1 

RNFH : Réaction Fébrile Non-hémolytique 

ROS : Dérivé réactif de l'oxygène 

S1P : Sphingosine-1-Phosphate 

sCD40L : soluble CD40L 

SDRA : Syndrome de Détresse Respiratoire 

SNAP-23 : Synaptosomal-Associated Protein-23  

SNARE : Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor 

Attachment protein Receptor 

sRAGE : soluble Receptor for Advanced Glycation 

End-products 

TATC : Thrombin-Antithrombin Complex 

TGF-β : Transforming Growth Factor-β  

Th : Lymphocytes T auxiliaire 

TLR : Toll-Like Receptor 

TNF-α : Tumor Necrosis Factor-α 

TRALI : Transfusion-Related Acute Lung Injury 

Tx : Thromboxane 

U : Constante inconnue 

VAMP-8 : Vesicle-Associated Membrane Protein-8 

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-1 

VEGF-A : Vascular Endothelial Growth Factor-A 

vWF : von Willebrand Factor 

WD40 : Répétitions en β-transducine

 

  



 

 

4 
 

 



 

 

5 
 

Liste des figures



 

 

6 
 

Tableau 1 : Evolution des cytokines inflammatoires chez les patients TRALI ........................................... 38 

 

Figure 1 : Les définition des différents TRALI, inspiré de [15] et [16] ................................................... 32 

Figure 2 : Premier modèle de seuil, d’après Middelburg et al. [22] ........................................................... 33 

Figure 3 : Deuxième modèle de seuil, d’après Middelburg et al. [22] ....................................................... 34 

Figure 4 : Troisième modèle de seuil, inspiré de Middelburg et al. [22] ..................................................... 35 

Figure 5 : Radiographie de poumons d’un patient ayant développé un TRALI, d’après Ilango et al. [37] ....... 37 

Figure 6 : Physiopathologie de la pancréatite associée au déclenchement d’une détresse respiratoire ................... 88 

Figure 7 : Pathophysiologie des MICI, d’après Neurath et al. [165] ....................................................... 93 

Figure 8 : Développement de la thèse ................................................................................................. 99 

Figure 9 : Influence d’endocan sur la transmigration leucocytaire ............................................................ 104 

Figure 10 : Implication de la protéine NBEAL2 dans le processus d’exocytose des granules-α plaquettaires .. 125 



 

7 
 

Introduction générale 

 

La plaquette sanguine et le TRALI: de la poche à 

l’organisme  

Revue soumise pour publication  
(Transfusion Clinique et Biologique)



 

8 
 

Special platelet edition 

Platelet and TRALI: from blood component to organism 

Sofiane Tariket1,2, Caroline Sut1,2, Olivier Garraud1,3, Fabrice Cognasse1,2,* 

1 Université de Lyon, GIMAP-EA3064, Saint-Etienne, France 

2 Établissement Français du Sang Rhône-Alpes-Auvergne, Saint-Etienne, France 

3 Institut National de la Transfusion Sanguine, Paris, France 

 

*Address for correspondence and reprint requests: Dr. Fabrice Cognasse, PhD-HDR, Etablissement 

Français du Sang Auvergne-Rhône-Alpes and GIMAP-EA 3064, Université de Saint-Etienne, 

Etablissement Français du Sang Rhône-Alpes-Auvergne, 25 Boulevard Pasteur, 42100 Saint-Etienne. 

Telephone: +33 (0) 683975883; Fax: +33 (0) 477421486; E-mail: fabrice.cognasse@efs.sante.fr 

 

Conflict-of-interest disclosure: All other authors declare no competing financial interests. 

 

Running title: Platelets and inflammation 

 

Keywords: TRALI, Platelets, Transfusion, Inflammation, CD40/CD40L  

  



 

9 
 

Abstract: Even though used systematically with leukocyte reduction, platelet transfusions still cause 

adverse reactions in recipients. They include Transfusion-Related Acute Lung Injury (TRALI), 

respiratory distress that occurs within six hours of the transfusion. The pathophysiology of this 

transfusion complication brings complex cellular communication into play. The role, particularly 

inflammatory, played by blood platelets in TRALI pathophysiology has been demonstrated, but is still 

under debate. Blood platelets play a role in inflammation, particularly via the CD40/CD40L (sCD40L) 

immunomodulator complex. In this study, we examine in particular the specific involvement of the 

CD40/CD40L (sCD40L) complex in the inflammatory pathogenesis of TRALI. This molecular complex 

could be a major target in a TRALI prevention strategy. Improving the conditions in which the platelet 

concentrates (PC) are prepared and stored would contribute to controlling partly the risks of non-

immune TRALI. 
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1. Transfusion-Related Acute Lung Injury (TRALI) 

1.1. Introduction 

TRALI is described as the onset of respiratory distress that occurs within six hours of the transfusion. 

This complication is characterised by the occurrence of bilateral pulmonary oedema, qualified by the 

observation of a characteristic infiltrate. Several events are considered to be evocative of TRALI, 

including dyspnoea, tachypnea and hypoxia. Unlike non-lesional fluid overload, TRALI, which is a 

lesional oedema, is characterised by bilateral pulmonary infiltration, observed by chest X-ray and 

non-cardiogenic pulmonary oedema, defined by pulmonary blood pressure lower than 18 mm Hg or 

left arterial hypertension, and by a Pa02/Fi02 ratio less than 300 [1]. In 2015 in France, red blood cells 

(RBC) concentrates and platelet concentrates (PC), both labile blood products, are the most 

frequently involved in cases of TRALI with imputability of 1 to 3 (an incidence of approximately 0.2 

per 100,000 RBC and 0.3 per 100,000 PC transfused). This transfusion complication represents 0.32% 

of the serious adverse reactions occurring in recipients (sAR) [2]. Internationally, the impact of TRALI 

is estimated at 0.08% and 15% of transfused patients [1].  

1.2. “Two-hits” 

According to current consensus, the pathophysiology of TRALI is described as an inflammatory 

phenomenon characterised by two successive events or “Two-hits”. The first event, also called 

priming, results in a pre-activation of the polymorphonuclear (PMN) cells. This initial attack results in 

a change in the phenotypic profile of the central cells involved in the physiopathology of TRALI, such 

as endothelial cells, neutrophils and platelets. The expression of adhesion molecules on the surface 

of these same cells triggers an exacerbation of intercellular communication in a conducive 

environment, an inflammatory environment. This causes, in particular, increased expression of 

CD62P (P-Selectin), CD62E (E-Selectin) and ICAM-1 on the surface of endothelial cells and a change of 

expression notably of PSGL-1 and Mac-1 (called also β2-Integrin and CD11b/CD18) on the surface of 

neutrophils [3].  

The second event is the step causing the induction of TRALI. It can be classified as two types: immune 

TRALI and non-immune TRALI. In the case of immune TRALI, the cause is mainly the infusion of 

pathogenic antibodies (more rarely, or even exceptionally, pre-formed antibodies). Three types of 

antibodies are mostly encountered: anti-HLA-I, anti-HLA II, and anti-HNA (mainly anti-HNA-3A). The 

mode of action of these antibodies may vary according to their target. Anti-HLA I antibodies, 

especially anti-HLA-A2, primarily target PMN. This direct activation allows the activation of 
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neutrophils, and the adhesion and interaction of these antibodies on the surface of endothelial cells. 

Active neutrophils then migrate into the alveolar space. The uncontrolled production of reactive 

oxygen (ROS) and protease derivatives causes the development of pulmonary oedema [4]. Anti-HLA II 

antibodies interact specifically with monocytes and macrophages rather than neutrophils. Excessive 

production of proinflammatory Biological Response Modifiers (BRM) is essential for the activation 

and recruitment of neutrophils in the lungs [5]. Finally, anti-HNA antibody, particularly anti-HNA-3a, 

targets both neutrophils and endothelial cells by adhering directly to the CTL-2 protein (choline 

transport-like protein 2). The pulmonary attack is on two fronts; the severity of this event is 

considered to be the most important [6]. One of the hypotheses that we propose is that the severity 

of immune TRALI could be dependent on the inflammatory condition of the PSL involved and not just 

the antibodies present (Figure 1 and 2).  

 

Figure 1: Hypothetical involvement of PC and platelets in the severity of immune TRALI 

The immune TRALI trigger is dependent on the combination of anti-leukocyte antibodies, platelet 

concentrates and other PSL. The hypothesis focuses on the level of severity of immune TRALI 

dependent on the degree of inflammation of the PC and the degree of activation of the patient’s 

blood platelets. These two parameters are particularly related to the BRM rate, such as sCD40L, 

secreted by platelets in the PC and/or in the patient. At the same time, the activation state of 

leukocytes and endothelial cells of the patient are considered in this hypothesis. The level of the 

activation threshold of immune TRALI could also be decreased according to the inflammatory degree 

of these three parameters. 



12 
 

 

Figure 2: Hypothetical involvement of PC and platelets in triggering and in the severity of non-

immune TRALI 

The hypothesis is evoked for non-immune TRALI where the trigger is dependent on the degree of 

inflammation of the PC, the activation state of the patient’s platelets and also the degree of 

activation of the neutrophils and endothelial cells. The severity of TRALI also depends on these three 

parameters. The first two parameters are particularly related to the BRM rate, such as sCD40L, 

secreted by platelets in the PC and in the patient. 

At the present time, non-immune TRALI is more discussed than immune TRALI in the scientific and 

medical community. Cases of TRALI without the observation of anti-leukocyte antibodies in patients 

are emerging [7] as are cases of non-observed TRALI in patients with a pathological past that is 

conducive to the development of Acute Lung Injury (ALI), transfused with PSL with anti-leukocyte 

antibodies [8]. A current question is based on the ability, or not, of proinflammatory BRM present in 

PSL - especially the PC in our research - to trigger TRALI [9]. This is based on the different correlations 

observed between the increase in the risk of triggering TRALI and the excessive release of 

proinflammatory BRM depending on the RBC storage time [10] and the PC [11, 12]. However, this 

theory is controversial, as several studies have shown the inefficiency of older RBC to trigger TRALI 

[11] and also in volunteers who previously received an injection of LPS (lipopolysaccharide) [13]. 

Regarding the PC, we are attempting to respond partly to this theory by focusing on the 

inflammatory impact of the PC on endothelial cells, which are cells central to TRALI. Could this 

cocktail of cytokines/chemokines bear full responsibility for the outbreak of non-immune TRALI 

(Figure 2)? Could they also participate in the increase of the severity of immune TRALI (Figures 1)? 

2. TRALI and blood platelets: Development of animal models 

2.1. Inflammatory role of platelets 
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In recent years, several controversial studies have addressed the involvement of platelets in the body 

in TRALI physiopathology. Platelets are recognised as both inflammatory and immune cells [14]. At 

the present time, their role is debated by the scientific community. Some support a protective impact 

of platelets in an inflammatory process through a recovery of the endothelial functions [15], while 

others evoke the contribution of platelets to the activation of inflammation [16]. Other parameters 

evoke an important role of platelets in inflammation. On their surface, platelets have inflammatory 

and immune receptors, such as Toll-like receptors (TLR), NLRP3 or SIGLEC [17]. Moreover, in the 

circulation, several proinflammatory BRM are released by platelets themselves. They have a 

secretory power that can stimulate and maintain an inflammatory condition in the body. Among 

these BRM are the proinflammatory soluble factors, such as sCD40L, RANTES and PF4 [3]. Finally, the 

action of platelets in the inflammatory process is probably through their ability to interact with 

various cells (immune or not). Platelets interact directly with endothelial cells and different 

leukocytes through the expression of adhesion molecules on the surface of these cells [18]. The 

problem described in the literature is the balance between the involvement of platelets in 

inflammation vs. in haemostasis. Indeed, if platelets are an inflammation stimulus, what is their 

specific role in TRALI (Figures 1 and 2)? Finally, is their role in haemostasis too important to be able 

to block their activation at the expense of a haemorrhagic context? 

2.2. Investigation of the role of platelets in TRALI: animal models 

To respond to this new hypothesis, several inhibition animal models have been developed to study 

TRALI and its inhibition potential. Anti-platelet treatment, such as Bulsufan®, an anti-platelet serum, 

aspirin and 15-Epi-LXA4, seem conducive to the protection of mice in ALI models [16, 19-22]. Unlike 

these studies referring to the significant involvement of platelets in this pathology, others 

demonstrate that platelets are perhaps not central to TRALI. Indeed, in a recent study, mice treated 

with several platelet antagonists, such as aspirin, Clopidogrel® or even JAQ1 (anti-GPVI mAb), 

nevertheless developed TRALI, accompanied by intense bleeding episodes [23]. All these differences 

open the field to new studies focusing on the real involvement of platelets in the transfusion 

complication.  

As mentioned in the paragraph above, several studies have defined the significant impact of the 

platelets during TRALI, notably through their ability to release multiple BRM. Several TRALI and ALI 

animal models targeting platelet proteins also seemed to be effective for the protection of these 

syndromes. Indeed, these animal models target soluble immunomodulator factors, such as sCD62P, 

RANTES, PF4 and β-TG [16, 19, 20, 24, 25]. Among all these proinflammatory soluble factors, one 

stands out from others: sCD40L, secreted mainly by platelets [26], seems to be a key molecule in the 
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induction and modulation of TRALI. This molecule allows platelet activation and interaction between 

platelets and immune system cells via an autocrine, paracrine and endocrine signal. Involvement of 

the CD40/CD40L complex, including immune cells, participates in the liberation of proinflammatory 

factors. The CD40/CD40L complex plays a leading role in the maintenance of the permeability of the 

endothelial wall of the blood capillaries and the expression of adhesion molecules, such as CD62E, 

ICAM-1 and VCAM-1 [27]. All these physiological elements are central to TRALI pathophysiology. 

Other parameters can evoke the influence of sCD40L in TRALI, and particularly during non-immune 

TRALI. Indeed, the release of platelet sCD40L is often correlated with the duration of storage of the 

pockets of blood products [28]. In an inflammatory and transfusion context such as TRALI, the 

implication of sCD40L has often been observed [29-31]. In addition, CD40L has already been 

correlated to the triggering of TRALI [32], although this is not consensual [33], and of ALI [34, 35]. 

Would the release of sCD40L, notably by platelets, be a risk factor for TRALI whose impact has long 

been underestimated (Figures 1 and 2)? 

3. Ways of exploring the involvement of platelets in TRALI or experimental ALI models 

3.1. Our research project 

Our investigations involve two directions: i) the influence of platelet secretion products in PC having 

induced an sAR on endothelial cells, which are central to TRALI, through an in vitro model and ii) the 

impact of these secretions (notably sCD40L) and blood platelets, in the regulation or the 

amplification of an inflammatory condition with a focus on ALI pathophysiology through an in vivo 

model. 

3.2. Inflammatory power of platelet concentrates having induced an sAR 

To answer the first hypotheses, we are developing an in vitro model to highlight the impact of the 

platelet BRM present in PC supernatants having induced an sAR, on the ability of endothelial cells to 

secrete proteins regulating their impermeability, notably by the assessment of Endocan production. 

Endocan is a protein regulating positively the impermeability of the endothelial cells and therefore it 

is essential to the preservation of their integrity [36]. We found significant expression of Endocan by 

endothelial cells that could be seen as a marker of the post-transfusional inflammatory response and 

could probably be extrapolated in ALI physiopathology (work accepted for publication). It would be 

interesting to assess the impact of the inflammatory status of these same PC directly on leukocytes, 

other cells central to ALI. We could test the hypothesis of a trigger and the severity of TRALI 

dependent on the inflammatory condition of the PC before transfusion (Figure 1 and 2). 
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3.3. Inflammatory power of blood platelets: Their role in ALI 

We developed simultaneously an in vivo experimental model to evaluate the inflammatory power of 

blood platelets. In the first instance, we studied the inflammatory impact of platelet secretion in a 

murine model of systemically induced inflammation. For this, we used Nbeal2-/- mice. This murine 

model has platelets deficient in α-granules and an inability to produce platelet BRM formed in these 

same granules, i.e. more than 300 elements [37]. Assessment of the inflammatory response to LPS 

injection in these mice could highlight the real involvement of platelets in inflammation (article in 

editing). 

Moreover, several protocols allow the study of platelet inhibition to evaluate the platelet activation 

cascades triggered during ALI. We can therefore model the inhibition of certain platelet activation 

pathways and assess the potential modulation of physiological disturbances observed during ALI, 

such as vascular permeabilization, pulmonary leukostasis or polymorphonuclear activation (work in 

progress). 

In addition to determining the precise role of platelets in ALI, we discuss the role of the CD40/CD40L 

(sCD40L) immune complex. Our work contributes to the understanding of the role of platelets and 

associated BRM in the PC during the induction of inflammatory sAR in transfused patients (including 

TRALI) as well as in the process of preparation and storage of platelet concentrates (work submitted 

for publication).  

We postulate that platelets present in the PC and in the patient play an important role in TRALI and 

post-transfusional inflammatory pathologies (Figures 1 and 2), beyond their haemostatic role. 

Targeting a platelet product more specifically, such as sCD40L, rather than general platelet inhibition 

could participate partly in the prevention of cases of TRALI and also other post-transfusional 

inflammatory reactions, such as multi-organ failure sometimes encountered during transfusion that 

can cause ALI (work submitted for publication). 
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Chapitre 1 – La transfusion comme une frappe 

inflammatoire : connaissances et inconnus
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Chapitre 2 – Transfusion-Related Acute Lung Injury : 

l’aspect clinique 

Section 1 – Caractérisation du TRALI : la terminologie 

Le TRALI (Transfusion-Related Acute Lung Injury) a été depuis ces débuts considéré 

comme une pathologie occasionnelle mais peut-être sous-déclarée, mais dont la mortalité l’a placé 

dans les premiers rangs des complications transfusionnelles les plus inquiétantes. Son existence a 

été pour la première fois évoquée dans les années 1950 [1, 2] et le terme « TRALI » a été utilisé 

pour la première fois par le Dr Popovsky, dès les années 1980 [3]. On décrit, depuis le début du 

20ième siècle, cette pathologie comme une réaction pulmonaire aiguë, l’ALI (Acute Lung Injury), 

qui se développe dans les 6 heures après transfusion de Produits Sanguins Labiles (PSL) [4]. 

Cependant, certains investigateurs évoquent des TRALI pouvant se déclarer jusqu’à 72h après la 

transfusion, parlant ainsi de « delayed TRALI » (dTRALI) (pour TRALI retardé) [5, 6]. Ce 

TRALI atypique est souvent corrélé avec des cofacteurs pathologiques comme le sepsis ou un 

traumatisme sévère. La physiopathologie serait liée à des médiateurs bioactifs plutôt que des 

anticorps anti-leucocytaires, contrairement au TRALI dit classique (voir revue « Transfusion-related 

acute lung injury: transfusion, platelets and biological response modifiers » page 38 [7]). Enfin, ces TRALI 

présenteraient un taux de mortalité accru (45% vs. 10%) [8]. Une dernière catégorie de TRALI est 

aujourd’hui envisagée, les possibles TRALI (pTRALI). De façon générale, la responsabilité des 

ALI n’est en aucun cas d’origine transfusionnelle contrairement au TRALI. Lorsque la cause de 

cette détresse respiratoire ne peut être clairement associée au processus de transfusion, bien que 

le patient ait connu un épisode transfusionnel, on parle alors de pTRALI [9-12] (Figure 1). Ce 

dernier terme est, à l’heure actuelle, encore débattu par la communauté transfusionnelle. En effet, 

certains souhaiteraient un changement de la nomenclature, utilisant le terme de possible 

syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA), car le pTRALI évoque, par son nom, une 

composante transfusionnelle alors qu’il pourrait simplement être dû à un facteur autre que la 

transfusion elle-même [13, 14]. 



32 
 

 
Figure 1 : Les définition des différents TRALI, inspiré de [15] et [16] 

Aujourd’hui beaucoup de critères entrent en compte pour la définition du TRALI. La 

complexité du diagnostic est corrélée à tous les facteurs de risques, propres aux patients, évoqués 

dans la littérature. On peut, effectivement, citer une multitude de contextes pathologiques et 

interventionnels médicaux favorables au développement d’un TRALI. Les cancers 

hématologiques [17, 18], les maladies cardio-vasculaires [17], le sepsis [5, 18, 19], les transfusions 

massives [18, 20] et la ventilation mécanique [18] sont des facteurs de risques associés au TRALI. 

Dans un but de simplification du diagnostic du TRALI, plusieurs modèles théoriques, appelés 

« modèles de seuil », ont alors été élaborés. On compte aujourd’hui trois modèles allant du plus 

simple au plus complexe. Le premier, proposé en 2007 par Bux et Sachs [21], n’inclut que 

l’activation des neutrophiles et de l’endothélium (essentiel à l’induction du TRALI –voir revue 

« Transfusion-related acute lung injury: transfusion, platelets and biological response modifiers » page 38 [7]–) 

induite selon la prédisposition du patient et selon l’impact inflammatoire de la transfusion. Dans 

ce modèle, une prédisposition importante du patient (par exemple un épisode septique passé 

sévère) nécessitera un pouvoir inflammatoire des PSL faible, c’est-à-dire avec des concentrations 

basses d’anticorps anti-leucocytaires et de « Biological Response Modifiers » (BRM) (Figure 2).  
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Figure 2 : Premier modèle de seuil, d’après Middelburg et al. [22] 

Modèle de seuil du déclenchement du TRALI dépendant du niveau de prédisposition du patient transfusé et du 

pouvoir d’activation des neutrophiles et de l’endothélium par le produit transfusé. Les niveaux d’activation des 

deux paramètres cités sont compensatoires. Une forte prédisposition du patient (par exemple, un lourd passé 

pathologique) nécessite un pouvoir inflammatoire faible du produit sanguin transfusé. 

Le second modèle, d’abord évoqué en 1999 par Rosendaal dans un modèle de thrombus 

veineux [23], et, par la suite, rendu applicable au TRALI par Middelburg et Van der Bom en 2014 

(Figure 3), utilise un principe plus complexe. Ici, les facteurs de risques sont différentiés selon 

leur impact sur le niveau d’activation des neutrophiles et de l’endothélium et selon leur 

répercussion dans le temps. Ces facteurs de risques peuvent être une entité pathologique, telle 

qu’une pneumonie ou un cancer hématologique, ou une intervention opératoire/médicale, par 

exemple une chirurgie cardiaque ou un premier épisode transfusionnel. Ces différents facteurs de 

risques sont, dans ce modèle, juxtaposables, permettant l’élévation du niveau d’activation des 

neutrophiles et de l’endothélium. Enfin, la transfusion, responsable du « second-hit » du TRALI, 

permettra l’induction de la pathologie susnommée.  
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Figure 3 : Deuxième modèle de seuil, d’après Middelburg et al. [22] 

Modèle de seuil du déclenchement du TRALI dépendant de l’impact de la transfusion et de la pathologie pré-

transfusionnelle du patient, en fonction du temps et du niveau d’activation des neutrophiles et de l’endothélium 

vasculaire. Tous les phénomènes sont juxtaposables. La sommation des différents niveaux d’activation, des 

neutrophiles et de l’endothélium, doit être suffisamment importante pour dépasser le seuil de déclenchement du 

TRALI. On voit ici que la transfusion sanguine peut être responsable à la fois du premier et du second évènement 

(Transfusion X et Y). 

Un dernier modèle a été présenté. Inspiré du modèle établi par Rothman, en 1976, dont 

le but était d’instaurer une logique épidémiologique applicable à toutes les maladies [24], 

Middelburg et Van der Bom ont présenté un dernier modèle de seuil incluant le paramètre « U » 

représentant la constante inconnue trop souvent décrite dans les différents cas de TRALI (Figure 

4). Ici, on considère la sommation inflammatoire du passé pathologique du patient (cancer 

hématologique, sévère pneumonie, chirurgie cardiaque…) et de la transfusion non suffisante au 

déclenchement du TRALI. Rentre alors en jeu la composante inconnue « U » dont l’impact 

suffira à dépasser le seuil de déclenchement du TRALI. Cette composante peut être génétique, ou 

simplement due à l’hygiène de vie du patient (consommation de nicotine, d’alcool…).  
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Figure 4 : Troisième modèle de seuil, inspiré de Middelburg et al. [22] 

Ce modèle représente la part de chaque paramètre sur l’induction du TRALI. Les notions de temps et d’effet sur 

l’inflammation ne sont pas mentionnées. Cependant, ce modèle inclut la variante inconnue « U », représentant 

l’influence des caractéristiques propres aux patients. 

Finalement, le principal problème rencontré, par le corps médical transfuseur, est 

l’absence d’un consensus officialisant et simplifiant le diagnostic de ce syndrome. La frontière, 

entre TRALI et ALI, est actuellement mince, ce qui sous évalue la fréquence du premier. 

 

Section 2 – Caractérisation du TRALI : la prévalence 

Le TRALI est décrit comme l’une des pathologies inflammatoires dont la mortalité est la 

plus élevée, mais avec une fréquence observée souvent très faible. Le rapport de l’ISTARE (base 

de données de la surveillance des Effets Indésirables Receveurs (EIR) associée aux dons de sang 

et à la transfusion des composés sanguins), publié en 2016 et regroupant des rapports 

d’hémovigilances de 25 pays entre 2006 et 2012, rapporte une fréquence d’EIR de 77,5 pour 

100 000 composés sanguins transfusés. Parmi eux, 25% (soit 19,1 pour 100 000) sont dits 
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sévères. Parmi ces réactions transfusionnelles, 349 décès ont été répertoriés dont 58% sont 

attribués à l’atteinte du système respiratoire. Le TRALI serait responsable de 32,76% de ces décès 

liés au dysfonctionnement respiratoire. Au sein de ce rapport, le TRALI représente 1% de toutes 

les réactions et environ 4% des réactions dites sévères [25]. Dans des populations de patients 

transfusés, la fréquence du TRALI observée est très variable, pouvant aller de 0,005% à 15%. 

Cette valeur dépend de plusieurs facteurs : i) la cohorte étudiée (facteurs de risques plus 

importants dans une population de patients septiques transfusés par rapport à la population 

générale des individus transfusés), ii) la période (évolution des processus de préparation des 

produits sanguins dans le temps –par exemple, instauration de la leucoréduction dès 1998 en 

France [26]–) et iii) la géolocalisation (la politique transfusionnelle diffère entre les pays). Par 

exemple, le rapport d’hémovigilance de l’année 2015 de France, publié en 2016, fait référence à 

26 cas de TRALI pour 529 204 patients transfusés, soit 0,005% [27]. A contrario, dans une 

population de 150 patients admis en unité de soins intensifs, de 2002 à 2008, pour hémorragie 

digestive, 22 patients ont déclaré un TRALI, soit 15% [28].  

Ces résultats sont très variables et probablement sous-estimés du fait de l’absence d’un 

réel consensus sur le diagnostic et la terminologie du TRALI et de ses variantes (pTRALI, 

dTRALI). Certains ALI sont probablement des TRALI, mais faute de preuve pouvant les 

catégoriser tels quels, ils n’ont pas été catégorisés comme TRALI. 

 

Section 3 – Caractérisation du TRALI : la clinique 

Le TRALI, sous toutes ses variantes, est caractérisé par différentes manifestations dont 

les principales sont la dyspnée, la tachypnée et l’hypoxémie. Parallèlement, plusieurs signes 

peuvent accompagner ces dernières, tels que des rougeurs, une tachycardie, de la fièvre, une 

hypothermie, une hypotension et, très rarement, une hypertension. Enfin, des infiltrats 

pulmonaires bilatéraux formés d’opacités alvéolaires cotonneuses plus ou moins confluentes, 

pouvant aller jusqu’à l’aspect de "poumon blanc" en champ de coton bilatéral sont observables 

par radiographie thoracique [16] (Figure 5). Une leucoagglutinine, présente chez les donneurs 

impliqués, est souvent corrélée au développement du TRALI [29]. Une étude comparative entre 

89 cas de TRALI et 164 contrôles transfusés sans manifestation d’œdème pulmonaire a montré 

que le nombre de neutrophiles circulants accroit jusqu’à 48 heures après développement du 

TRALI [30]. Cependant, une leucopénie transitoire peut être observée dans certains cas de 

TRALI [31-33]. Cette numération cellulaire est aussi accompagnée d’une relocalisation 
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pulmonaire des neutrophiles plus importante [34]. Le devenir des plaquettes sanguines semble 

différent. En effet, plusieurs cas de thrombopénie ont été rapportés dans la littérature et ce 

jusqu’à 6 heures après le début de la transfusion [35, 36]. De façon plus générale, au sein d’une 

cohorte de patients transfusés, la chute du compte plaquettaire semble être une conséquence à 

l’induction du TRALI [30].  

 

Figure 5 : Radiographie de poumons d’un patient ayant développé un TRALI, d’après 

Ilango et al. [37] 

La manifestation d’un état inflammatoire, pré- et posttransfusionnel, chez les patients 

développant un TRALI est une conséquence quasiment inéluctable. Plusieurs études ont analysé 

la libération de facteurs solubles pro et/ou anti-inflammatoires circulants et pulmonaires chez des 

patients ayant déclaré un TRALI (Tableau 1). De façon générale, plusieurs de ces cytokines ont 

été mises en évidence chez des patients développant un ALI/SDRA, à la fois dans le 

compartiment pulmonaire, mais également périphérique. Nous pouvons effectivement citer l’IL-

1β, TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), IL-8 ou encore IL-6 [38, 39]. Dans le cas plus précis des 

TRALI, la concentration des principales cytokines inflammatoires, telles qu’IL-6 [34, 40], IL-8 

[30, 34, 40] ou IL-1β [34, 41] est le plus souvent augmentée, à la fois dans le compartiment 

vasculaire et pulmonaire. L’augmentation de cytokines anti-inflammatoires a aussi été constatée. 

C’est le cas d’IL-10 ou d’IL-1RA (antagoniste d’IL-1β), ce qui évoque l’établissement d’une 

réponse protectrice de la part de l’organisme, dont le but est de réguler cet excès inflammatoire 

caractéristique du TRALI [30].   
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Tableau 1 : Evolution des cytokines inflammatoires chez les patients TRALI 

  
Vascular 

compartment 
Pulmonary 

compartment 
  Vascular compartment Pulmonary compartment 

Authors Populations 
Pre-

TRALI 
Post-
TRALI 

Post-TRALI 
Soluble 

mediators 
Evolution Final difference vs. control Final difference vs. control 

Vlaar  
[34] 

Cardiac surgery patients 
X X 

X 

IL-6 
Increase after surgery and don't change after 

TRALI 
No difference Higher than control 

IL-8 Increase after surgery and decrease after TRALI No difference Higher than control 

IL-1β No change No difference Higher than control 

EA Increase after surgery and decrease after TRALI No difference Higher than control 

TATC Increase after TRALI Higher than control Higher than control 

PAA Decrease after TRALI Lower than control Lower than control 

    PAI-1 
 

  Higher than control 

Looney 
[30] 

Transfused patients X X   

IL-6 Increase after TRALI No difference 

  
IL-8 Increase after TRALI and pTRALI Higher than control 

IL-10 Increase after TRALI and pTRALI Higher than control 

IL1-RA Increase after TRALI Higher than control 

Müller 
[41] 

Cardiac surgery patients   

X 

X 

sRAGE 

 
  

No difference No difference 

  

HMGB1 

 
  

No difference 

S100A12 Higher than control but not significant 

IL-1β Positively correlated with S100A12 increase 

IL-6 Positively correlated with S100A12 increase 

IL-8 Positively correlated with S100A12 increase 

TNF-α Positively correlated with S100A12 increase 

Roubinian 
[40] 

Transfused patients X X 
 

IL-6 Increase after TRALI (2.7 fold increase) 
Higher than control 

(pre-TRALI) 
Higher than control (post-

TRALI) 

 

IL-8 No change 
Higher than control 

(pre-TRALI) 
Higher than control (post-

TRALI) 

IL-10 Increase after TRALI (1.75 fold increase) No difference No difference 

TNF-α No change No difference No difference 

GM-CSF No change No difference No difference 

Kapur 
[42] 

Transfused orthopedic 
surgery patients 

  X   CRP   Higher than control   

Kapur  
[43] 

Transfused patients  X  IL-10  No difference  
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Chapitre 3 – Transfusion-Related Acute Lung Injury : 

transfusion, plaquettes et modificateurs de la réponse 

biologique (BRM)  

Les plaquettes sanguines sont des cellules de l’inflammation [44], bien que la seule 

fonction qui leur a été longtemps accordée fût un rôle dans l’hémostase et la thrombose. Le but 

de cette revue est de mettre en évidence le rôle inflammatoire des plaquettes sanguines –celles 

présentes dans les concentrés plaquettaires et celles présentes dans l’organisme– et leur possible 

influence dans le développement d’un œdème pulmonaire aiguë transfusionnel, le TRALI. Dans 

un premier temps, les différentes hypothèses émises sur la physiopathologie du TRALI 

immunologique vous seront présentés. Ensuite, l’hypothèse reposant sur une induction de 

« second-hit » du TRALI non immunologique régulée par les BRM secrétés par les plaquettes 

pendant la conservation des concentrés plaquettaires (CP) sera évoquée. Finalement, le rôle des 

plaquettes de l’organisme au sein de la physiopathologie des TRALI immunologiques et non-

immunologiques sera discuté, en particulier au sein de modèles expérimentaux.  

Ce travail de synthèse ayant été publié en 2016, une mise à jour bibliographique figure à 

la suite de cette revue pour référer de l’avancée des recherches se concentrant sur l’impact i) des 

médiateurs solubles des concentrés plaquettaires sur l’endothélium vasculaire et iv) des plaquettes 

sanguines de l’organisme sur le devenir de l’ALI/TRALI. 

 

 

 

 

 

 

 

Erratum « Transfusion-related acute lung injury: transfusion, platelets and biological 

response modifiers »: ICAM-1 exprimé à la surface de l’endothélium et Mac-1 (β2 intégrine ou 

CD11b/CD18) exprimé à la surface des neutrophiles. 
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Mise à jour bibliographique 

I – Section - Because their secretory capacity can cause immunological differences 

Les plaquettes des CP sont capables de sécréter un arsenal de médiateurs solubles 

pouvant ainsi modifier le devenir des cellules de l’inflammation, telles que les leucocytes. Cette 

libération de BRM peut également agir directement sur l’endothélium vasculaire, élément clé dans 

la physiopathologie du TRALI, comme vu dans la revue ci-dessus (« Transfusion-related acute lung 

injury: transfusion, platelets and biological response modifiers » page 38 [7]). Les plaquettes secrètent tout 

un panel de BRM pro-inflammatoires, durant le stockage des concentrés plaquettaires, pouvant 

induire l’activation des cellules endothéliales et ainsi promouvoir la migration des leucocytes 

directement à travers cette barrière vasculaire ou, au contraire, renforcer l’intégrité de 

l’endothélium. Durant le stockage des CP issus d’aphérèse ou de mélange de CP, la concentration 

en microparticules plaquettaires et en sCD40L est augmentée. Dans un modèle in vitro, ces 

produits induisent une dégradation directe et indirecte (via l’activité des polymorphonucléaires 

(PMN)) de l’endothélium [45]. La concentration en sCD40L dans les CP est positivement 

corrélée avec le risque d’induction d’EIR, résultat observé dans une nouvelle étude, menée par 

notre équipe, avec près de 10 000 échantillons de CP [46]. Une seconde étude a pu démontrer 

que la stimulation des cellules endothéliales, in vitro, avec des surnageants de CP augmentait 

l’activité inflammatoire de ces dernières, caractérisée notamment par une plus forte libération de 

médiateurs solubles, tels qu’IL-6, IL-8 ou encore GROα (Growth Regulated Oncogene α), et 

aussi par une amélioration de la transmigration des neutrophiles à travers cette barrière 

endothéliale. Ces effets étaient plus amplifiés lorsque les cellules endothéliales étaient 

préalablement stimulées avec du lipopolysaccharide (LPS) [47]. Un nouveau facteur soluble 

secrété directement par les plaquettes et ayant un impact sur l’état d’activation de l’endothélium 

est actuellement ciblé comme possible inducteur de réactions inflammatoires transfusionnelles, 

l’ADN mitochondrial (mtDNA), considéré comme un motif moléculaire associé aux dégâts 

cellulaires (DAMPs). On retrouve dans le cytoplasme des plaquettes quiescentes environ 4 

mitochondries ; ces mitochondries peuvent être relocalisées dans les pseudopodes plaquettaires, 

puis libérées dans le milieu, sous forme libre ou complexées aux microparticules, après 

stimulation. Une fois libérée, ces mitochondries sont hydrolysées par la phospholipase A2-IIa 

(sPLA2-IIA) ce qui permet la libération de son ADN qui peut alors se fixer directement sur les 

neutrophiles et promouvoir leur interaction avec la paroi vasculaire [48]. Lors du stockage des 

CP, la libération de l’ADN mitochondrial est plus importante dans les CP impliqués dans les 
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EIR, et cela de la même manière que d’autres facteurs pro-inflammatoires, tels que le sCD40L et 

l’IL13, [49] mais également dans les CP impliqués dans des cas de TRALI humains [50]. 

L’absence de corrélation entre la concentration d’ADN mitochondrial et des facteurs solubles 

plaquettaires montre probablement des mécanismes de libération plaquettaire différents après 

activation [49].  

L’ADN mitochondrial a un impact direct sur la perméabilité de l’endothélium. Une 

étude in vitro observe une augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales artérielles 

pulmonaires humaines induite directement par l’ADN mitochondrial ou indirectement via les 

PMN. En effet, l’ADN mitochondrial permet la fixation des PMN avec les cellules endothéliales, 

corrélée avec une expression de l’« intercellular adhesion molecule-1 » (ICAM-1) plus importante 

ainsi qu’une communication améliorée entre ces deux types cellulaires [51]. Ce médiateur de 

l’inflammation peut également être un stimulus direct aux PMN. De façon in vitro, l’ADN 

mitochondrial et les mitochondries entières ont la capacité d’activer directement les basophiles, 

les monocytes et les neutrophiles [50]. Les plaquettes sont donc potentiellement capables 

d’induire un état inflammatoire propice au développement d’un ALI de par leur capacité à 

secréter de l’ADN mitochondrial, molécule ayant une influence directe sur l’endothélium 

vasculaire et les PMN. Plusieurs études ont démontré que l’ADN mitochondrial peut participer à 

l’induction d’une atteinte pulmonaire dans des modèles murins [52-54]. On observe donc un 

potentiel d’activation et de dégradation de l’endothélium non négligeable des CP. Cependant, la 

libération de cytokines/chimiokines plaquettaires pendant le stockage des CP peut également 

avoir un impact dans le maintien de l’intégrité vasculaire. La concentration en facteurs de 

croissance dans les concentrés plaquettaires peut être augmentée après une stimulation de ces 

derniers avec de la thrombine ou du calcium. La conséquence de cette stimulation est une 

prolifération importante des cellules endothéliales. Cela permet d’envisager un effet important de 

la transfusion de CP sur le maintien de l’intégrité vasculaire [55, 56].  

Les CP sont donc capables d’induire à la fois une activité inflammatoire des cellules 

endothéliales mais également leur détérioration, accentuant la perméabilité de la paroi vasculaire 

aux cellules de l’inflammation. L’un des buts de cette thèse est de déterminer l’impact des 

composés produits lors du stockage des CP, spécialement ceux associés à un EIR, pour tenter de 

déterminer leur pouvoir inflammatoire. Nous nous intéresserons notamment à la libération 

d’Endocan par les cellules endothéliales, protéine normalement impliquée dans la sauvegarde de 

l’imperméabilité de la couche endothéliale mais sa forte libération a souvent été utilisée comme 

marqueur pathologique [57-63] (voir manuscrit I).  
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II – Section - Several tracks already mentioned in TRALI 

A l’heure actuelle, l’implication des plaquettes sanguines de l’organisme dans la 

physiopathologie de l’ALI/TRALI fait débat. L’influence des plaquettes sanguines, plus 

particulièrement via la production de microparticules, dans des cas d’ALI/SDRA chez l’homme a 

été récemment évoquée. Les observations étaient différentes au niveau circulant par rapport à 

l’espace alvéolaire. Une augmentation importante du nombre de microparticules pulmonaires a 

d’abord été observée chez des patients développant un ALI/SDRA non cardiogénique comparés 

à des patients présentant un œdème pulmonaire cardiogénique [64]. En revanche, des niveaux 

circulants plus bas ont été constatés chez des patients avec un ALI/SDRA non cardiogénique 

comparé à des patients n’ayant pas développé de SDRA mais présentant des facteurs de risques 

liés à cette pathologie [65]. D’autres études évoquent un rôle pro-inflammatoire plaquettaire 

capable de promouvoir le développement de l’ALI/SDRA et du TRALI. Chez l’homme, deux 

méta-analyses ont révélé un effet bénéfique des traitements antiplaquettaires sur le devenir 

d’ALI/SDRA, notamment par une diminution drastique de la mortalité. Ici, les drogues 

plaquettaires utilisées étaient l’aspirine, le clopidogrel, la ticlopidine, le cilostazol, le dipyridamole, 

l’anagrélide et la persantine [66, 67].  

L’inhibition de l’expression de certains facteurs plaquettaires, tels que la β-

thromboglobuline (β-TG) et le facteur plaquettaire 4 (PF4), dans un modèle murin d’ALI, induit 

par injection trachéale d’acide chloridrique, semble protectrice face au développement de cette 

pathologie. Cela était représenté par une diminution du score de l’ALI, des protéines totales 

détectées dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) et de l’infiltrat au niveau du parenchyme 

pulmonaire [68]. L’aspirine, qui est un inhibiteur de l’activation plaquettaire ciblant le système 

COX-1 (Cyclooxygénase-1), prévient entièrement le développement d’un ALI induit par 

stimulation des voies aérodynamiques avec du LPS dans un modèle murin. A la fois le 

recrutement pulmonaire des neutrophiles, la formation des « Neutrophil Extracellular Traps » 

(NET) – phénomène cellulaire caractérisé par une extravasion de la chromatine des neutrophiles 

dans le milieu extracellulaire [69]– et le développement de l’œdème pulmonaire sont inhibés. 

Cependant, l’utilisation du tirofiban, antagoniste non peptidique du récepteur GPIIb/IIIa 

plaquettaire (récepteur du fibrinogène et du facteur de von Willebrand (vWF)), ne semblait pas 

prévenir les symptômes liés au déclenchement de l’ALI [70]. De plus, dans un modèle murin du 

TRALI, dont le priming est induit par une injection de LPS et le « second-hit » par transfusion de 

plaquettes murines en fonction de leur temps de stockage, la pathologie se manifeste avec une 

sévérité dépendante du temps de stockage des plaquettes [71], démontrant un impact non 
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négligeable des sécrétions plaquettaires dans l’amplification de la physiopathologie inflammatoire 

du TRALI expérimental. Finalement, une étude a mis en place plusieurs traitements à base de 

drogues antiplaquettaires dans un modèle murin du TRALI établi par injection de LPS, par voie 

intrapéritonéale, 24 heures avant l’injection d’anticorps anti-CMH I (Complexe Majeur 

d'Histocompatibilité I), par voie intraveineuse. Le but a été d’induire une thrombopénie et 

d’utiliser des traitements antiplaquettaires à base d’aspirine, de clopidogrel et d’anticorps anti-

CD36, préalablement à l’induction de la lésion pulmonaire. Aucun de ces traitements n’a permis 

l’inhibition du développement de l’œdème pulmonaire. Au contraire, cette étude postule sur un 

rôle plaquettaire dans le maintien de l’intégrité vasculaire et donc un rôle antagoniste au 

développement du TRALI [72].  

Au regard de débats scientifiques concernant le rôle des plaquettes sanguines de l’hôte 

dans le développant des œdèmes pulmonaires lésionnels, l’un des objectifs de cette thèse est de 

comprendre, au mieux, le réel rôle plaquettaire dans l’induction de l’ALI/TRALI (voir manuscrit 

III).  
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Chapitre 4 – Le rôle de signalisation du CD40 ligand dans 

la biologie plaquettaire et dans la transfusion de 

composants plaquettaires 

La revue que nous avons écrite (ci-après) permet d’introduire le rôle du complexe 

CD40/CD40L, et du sCD40L notamment plaquettaire, du point de vue de la transfusion et de 

l’inflammation. Ce travail de synthèse ayant été publié en 2014, une mise à jour bibliographique 

est proposée à sa suite, pour contextualiser les hypothèses du rôle de ce complexe immun dans la 

physiopathologie de l’ALI/TRALI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Erratum « The signaling role of CD40 ligand in platelet biology and in platelet 

component transfusion »: Lors de la rédaction de cette revue nous affirmions que « The role of α5β1 as a 

receptor for CD40L in α5β1-expressing-cells has not yet been investigated ». Cependant, depuis 2015, une étude a 

investigué le rôle de l’αIIbβ3 et l’α5β1 plaquettaire dans la capture du sCD40L. L’activation des plaquettes 

induite par stimulus via le sCD40L est entièrement inhibée lors de la neutralisation de l’αIIbβ3 et l’α5β1. 

Bloquer d’autres intégrines plaquettaires telles que l’α2β1 et l’αVβ3 ne prévient pas l’activation des plaquettes par 

le sCD40L, prouvant ainsi que les intégrines αIIbβ3 et α5β1 sont les premières impliquées dans une réponse au 

stimulus via le sCD40L [73]. 
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Mise à jour bibliographique 

I – Section - CD40L and its receptors in inflammatory pathologies 

Le CD40L, notamment plaquettaire, participe au déclenchement et au maintien d’un état 

inflammatoire en agissant sur plusieurs fronts ; directement sur l’endothélium ou sur les 

leucocytes ou au travers d’un signal auto et paracrine propre aux plaquettes. Dans notre revue 

« the signaling role of CD40 ligand in platelet biology and in platelet component transfusion page 55 [74]», 

nous signalons que la communication des cellules circulantes avec l’endothélium, via le couple 

immun CD40/CD40L, participe à un changement d’état d’activation des cellules endothéliales 

favorable au développement de plusieurs pathologies, notamment inflammatoires, telles que le 

TRALI. Depuis, de nouvelles études ont investigué le rôle de ce complexe protéique dans la 

régulation de l’activité vasculaire. La production de médiateurs solubles depuis l’endothélium est 

aussi dépendante du complexe formé entre le CD40 de l’endothélium et le CD40L membranaire 

ou soluble des plaquettes. Ainsi, le « monocyte chimoattractant protein-1 » (MCP-1), qui participe 

à l’amplification de la perméabilité vasculaire et le recrutement des cellules immunitaires et 

inflammatoires [75], voit sa production augmentée après interaction du CD40 endothélial et du 

CD40L plaquettaire [76]. Le vWF est lui aussi produit par l’endothélium dépendamment de 

l’interaction de son CD40 membranaire avec son ligand plaquettaire, le CD40L. Cette interaction 

régule positivement l’internalisation du calcium par l’endothélium ce qui amplifiera l’exposition 

du vWF par ces mêmes cellules. La conséquence sera donc la mise en place d’un rétrocontrôle 

positif amplificateur de l’agrégation plaquettaire à la paroi vasculaire, favorisant la captation et la 

diapédèse des leucocytes [77]. Le recrutement des globules blancs par l’endothélium vasculaire 

peut également être favorisé par l’expression de la fractalkine –chémokine transmembranaire–, 

elle aussi dépendamment de la complexification du CD40 et du CD40L. Les leucocytes positifs 

en GPR13 (G-Protein Coupled Receptor 13) –récepteur à la fractalkine– pourront alors fixer 

cette barrière vasculaire [78]. Le CD40L plaquettaire participe également à une augmentation du 

risque thrombotique en favorisant l’interaction des plaquettes avec l’endothélium et leur 

agrégation [79-83]. Ces résultats évoquent un impact non négligeable du CD40L plaquettaire dans 

des complications thrombotiques et inflammatoires. 

L’impact du complexe protéique CD40/CD40L n’est pas exclusif aux cellules 

endothéliales, comme décrit, en 2014, dans notre revue « the signaling role of CD40 ligand in platelet 

biology and in platelet component transfusion page 55 [74] ». Effectivement, ce couple immun impact 

directement le devenir des leucocytes. La protéine CD40L, notamment plaquettaire, peut fixer le 
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récepteur « Macrophage-1 antigen » (Mac-1), présent à la surface des neutrophiles, et ainsi initier 

la migration de ces derniers depuis le compartiment sanguin jusqu’à la zone enflammée. La 

communication entre ces deux types cellulaires peut directement être établie via le complexe 

CD40 des neutrophiles et CD40L des plaquettes, ce qui engendra une cascade de signalisant 

amplifiant l’interaction des neutrophiles avec l’endothélium [84]. L’isoforme soluble du CD40L 

membranaire plaquettaire amplifie également la communication entre les neutrophiles et les 

plaquettes, en stimulant l’expression de Mac-1 à la surface des neutrophiles, pour finalement 

accroître la production de dérivés de l’oxygène, les ROS, depuis ces derniers [85, 86]. Cette 

interaction préétablie entre les plaquettes et les neutrophiles peut être responsable d’une 

amplification de la production de sCD40L par les plaquettes et donc auto-promouvoir leur 

complexification avec les cellules immunes ou non immunes (comme les cellules endothéliales) 

exprimant le CD40 [87]. Certains évoquent également un rôle inhibiteur de l’intégrine 

plaquettaire GPIIb/IIIa dans la promotion d’une interaction entre les plaquettes et les leucocytes 

via, entre autres, l’expression du CD40L plaquettaire [88]. Les plaquettes, qui expriment 

également le CD40 [89], l’utilisent pour la formation de complexes directement avec d’autres 

cellules telles que les cellules dendritiques, les monocytes et les neutrophiles. La 

neutralisation/inhibition de ce récepteur plaquettaire limite la triple communication entre les 

plaquettes, l’endothélium et les leucocytes, limitant également la transmigration leucocytaire et 

plaquettaire, à travers la paroi vasculaire [90]. Dans des situations pathologiques, telles que le 

sepsis dont certains modèles animaux proposent une physiopathologie proche de celle de certains 

TRALI expérimentaux, l’influence du sCD40L plaquettaire sur les neutrophiles a largement été 

investiguée. Le clivage du CD40L plaquettaire, contrôlé par l’activité de la métalloprotéinases-9 

(MMP-9) [91] et le transducteur de signal « Ras-related C3 botulinum toxin substrate-1 » (Rac-1) 

[92], amplifie drastiquement l’expression de Mac-1 à la surface des neutrophiles et, par 

conséquent, leur infiltration pulmonaire [93, 94]. L’utilisation de la simvastatine, capable de 

réduire significativement les concentrations plasmatiques du sCD40L, confirme l’implication du 

sCD40L dans la migration des neutrophiles dans les poumons lors d’un sepsis murin induit par 

ligature et ponction du cæcum [95]. Le même constat a été fait dans d’autres pathologies 

inflammatoires confirmant une fois de plus une influence considérable du CD40L plaquettaire 

dans l’activation et le recrutement des leucocytes jusqu’à la zone enflammée [96, 97]. Dans des 

modèles murins d’ALI, le rôle du couple CD40/CD40L a déjà été évoqué mais sa cascade 

d’activation n’a jamais été entièrement investiguée. La transcription de l’ARNm du CD40 et son 

affinité avec le facteur de transcription « Nuclear Factor-κ B » (NF-κB) sont significativement 

augmentées lors de l’induction d’un ALI par injection in vivo de LPS [98]. L’inhibition du 
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complexe CD40/CD40L protège du développement de l’ALI dans plusieurs modèles animaux, 

induit par endotoxémie [99], ischémie-reperfusion [100], hyperventilation [101] ou radiation 

[102]. Cette protection est associée à une diminution des concentrations protéiques au niveau 

pulmonaire en TNF-α, IL-1β et « Macrophage Inflammatory Protein-2 » (MIP-2) ainsi qu’une 

diminution de l’activité de la MMP-9 et une augmentation de la perméabilité vasculaire. 

L’influence du complexe CD40/CD40L n’a cependant jamais été réellement prouvée dans le 

TRALI et même écartée dans un modèle murin « one-hit » de la pathologie [103]. En effet, ce 

modèle murin utilise une simple injection d’anti-CMH I, inducteur de l’œdème pulmonaire, de 4,5 

mg/kg alors que le modèle murin du TRALI, légitiment validé par la communauté scientifique, 

est celui proposé par le Dr Looney reposant sur l’hypothèse du « two-hit » avec une première 

injection de LPS suivie d’une seconde injection d’anticorps anti-CMH I à 1 mg/kg [104]. 

Tous ces résultats sont évocateurs d’une influence du complexe CD40/CD40L sur 

l’aggravation de l’état inflammatoire induit préalablement par un agent extérieur de stress 

infectieux ou stérile (comme peut l’être l’acte transfusionnel). Cela nous amène donc à suspecter 

un rôle important de ce couple immun dans la physiopathologie du TRALI humain. 
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Chapitre 5 – Hypothèse de l’atteinte multi-organes au 

cours d’un TRALI 

Section 1 – Le pancréas 

I – Physiopathologie de la pancréatite : les neutrophiles  

Tout comme les poumons, le pancréas peut être la cible de réactions inflammatoires 

pathologiques, on parle alors de pancréatite. Actuellement, la phase aiguë de cette pathologie est 

la plus connue et son état chronique nécessite une investigation plus approfondie [105]. La 

pancréatite aiguë est caractérisée par l’apparition d’un œdème pancréatique, d’une nécrose du 

tissu adipeux, d’une protéolyse pancréatique, d’hémorragies pancréatiques et d’une réaction 

inflammatoire aiguë [106]. Chez l’homme, l’aspect inflammatoire des pancréatites a été investigué 

depuis déjà plusieurs années, malgré la diversité de ses causes et donc de sa physiopathologie. La 

concentration de plusieurs cytokines inflammatoires, telles qu’IL-1β [107], IL-6 [108, 109], IL-8 

[110, 111] ou encore IL-18 [112], a été positivement corrélée en lien avec la caractérisation de 

différentes pancréatites aiguës ou chroniques.  

Plusieurs études expérimentales évoquent un lien étroit entre pancréatite et ALI. Dans 

un premier temps, l’induction d’une pancréatite aiguë par administration de céruléine ou d’acides 

aminés, dans plusieurs modèles murins, est corrélée avec une atteinte pulmonaire, caractérisée par 

une migration des neutrophiles, un infiltrat pulmonaire, une congestion alvéolaire et des 

phénomènes hémorragiques [113, 114]. Une activité importante des neutrophiles au niveau 

pulmonaire, caractérisée par une libération excessive de myéloperoxidase (MPO), a aussi plusieurs 

fois été évoquée suite à l’induction expérimentale d’une pancréatite aiguë [114, 115]. De façon 

plus générale, l’induction d’une pancréatite aiguë, dans un modèle murin, induit le développement 

d’un ALI qui se manifeste par des signes d’insuffisance respiratoire, un ratio entre le poids des 

poumons et du corps important (caractéristique d’un œdème pulmonaire) et enfin un score 

d’atteinte pulmonaire croissant avec le temps d’exposition à l’inducteur pathologique [116].  

Tout comme le TRALI, en particulier, et l’ALI, en général, les neutrophiles semblent 

jouer un rôle primordial dans l’induction, le maintien et l’aggravation de certaines pancréatites, 

selon un point de vue expérimental [117, 118]. D’après plusieurs études, la déplétion totale des 

neutrophiles, notamment par l’utilisation d’un sérum anti-neutrophile, attenue considérablement 

la sévérité de certaines pancréatites, au sein de plusieurs modèles animaux, et permet également la 

protection des poumons contre le développement d’un ALI [119-121]. En effet, ici les 
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neutrophiles sont considérés comme les cellules principalement responsables de cette pathologie. 

Après induction expérimentale d’une pancréatite, déclenchée par administration d’acides aminés 

ou de taurocholate, on retrouve une infiltration des neutrophiles significative à la fois dans les 

poumons, mais surtout dans le pancréas, dépendamment de la production de PF4, selon une 

étude [122], mais aussi, hypothétiquement, de l’expression accrue de la protéine Mac-1 à la 

surface des neutrophiles selon d’autres auteurs [123]. Une récente théorie évoque une capacité 

qu’ont les neutrophiles, dans le cas d’une pancréatite associée à une atteinte pulmonaire 

déclenchée par des injections successives de céruléine et de LPS, à migrer dans une première 

zone, le pancréas, puis, après un retour au niveau circulant, d’effectuer une nouvelle migration 

dans un second tissu, les poumons. Ce mécanisme est appelé « migration transendothéliale 

inverse » et est régulé par l’expression de la molécule « junctional adhesion molecules C » (JAM-

C) [124] (Figure 6). Finalement, cette infiltration tissulaire des neutrophiles est permise par 

l’expression de plusieurs protéines de surfaces, telles que Mac-1 et la L-sélectine (CD62L) sur les 

neutrophiles [125], la protéine « lymphocyte function-associated antigen-1 » (LFA-1) sur les 

leucocytes [126] et ICAM-1 à la surface des cellules endothéliales [127]. La conséquence finale de 

cette migration tissulaire excessive est la libération des ROS responsable de la dégradation 

cellulaire [128], elle-même responsable d’un signal paracrine alimentant la nécrose cellulaire 

pancréatique [129]. Finalement, les neutrophiles semblent aussi participer à la dégradation 

pancréatique, lors de certaines pancréatites humaines ou expérimentalement induites [130], par la 

formation des NET, dont le rôle principal est antimicrobien [131]. En effet, tout d’abord la 

quantité des NET semble augmentée chez les patients atteints de pancréatite, dépendamment de 

la sévérité. De plus, dans un modèle murin de pancréatite aiguë, l’utilisation de DNase I, 

inhibiteur de la formation des NET, prévient entièrement le développement de la pancréatite 

induit par injection rétrograde de taurocholate de sodium à 5% [130]. L’activation des 

neutrophiles ne participe pas seulement à la migration de ces derniers dans le tissu enflammé, 

mais permettrait également la dégradation directe de l’endothélium vasculaire [132]. Enfin, le rôle 

des neutrophiles dans certaines pancréatites semble d’une telle ampleur que certains proposent 

l’utilisation du ratio entre le nombre des neutrophiles et des leucocytes circulants (appelé NLR) 

comme marqueur de la pathologie [133]. On retrouve donc, au sein de plusieurs modèles 

animaux de la pancréatite, une physiopathologie principalement orchestrée par les neutrophiles 

circulants et migratoires, proposant des caractéristiques similaires à celles observées dans 

plusieurs ALI également expérimentaux. 
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II – Physiopathologie de la pancréatite : l’endothélium vasculaire 

Comme décrit précédemment, l’endothélium participe au recrutement et à la migration 

des leucocytes, phénomènes souvent observés par le « rolling » des leucocytes, lors de 

pancréatites expérimentales [134, 135]. Cette barrière endothéliale régule la migration des 

neutrophiles, notamment via l’expression de JAM-C [124] et d’ICAM-1 [127, 136]. Cependant, 

certaines études évoquent une protection pulmonaire plutôt que pancréatique quant à la 

neutralisation de l’expression d’ICAM-1 des cellules endothéliales dans des cas de pancréatite 

expérimentale associée à des lésions pulmonaires. La neutralisation de la P-sélectine (CD62P) de 

l’endothélium est, quant à elle, protectrice de l’atteinte pulmonaire mais également de l’atteinte 

pancréatique [137]. L’utilisation de plusieurs protéines solubles en tant que marqueur de la 

sévérité de la pathologie, chez l’homme, a été proposée. On peut citer l’ICAM-1 soluble [138], la 

E-sélectine (CD62E) soluble, l’IL-6 [139], la thombomoduline soluble (sTM) [140], le vWF ou 

encore la forme soluble du récepteur « endothelial protein C receptor (EPCR) [141], évoquant 

ainsi une implication des cellules endothéliales dans cette physiopathologie. 

Durant le développement d’une pancréatite aiguë murine, induit par l’utilisation de 

céruléine, les observations microscopiques de la barrière endothéliale montrent un changement 

de cette dernière, caractérisé par une augmentation de la perméabilité et de l’adhérence des 

leucocytes [142]. L’apoptose des cellules endothéliales, notamment dans les capillaires 

pulmonaires, est également augmentée suite à l’administration d’acide taurocholique dans un 

modèle murin [143] ainsi que leur dégradation, in vitro, induite par l’activité des neutrophiles de 

patients diagnostiqués avec une pancréatite aiguë [132]. La réduction de la densité capillaire dans 

les zones proches des nécroses pancréatiques a aussi été démontrée [144, 145]. La diminution 

progressive de l’expression de CD105 et de sa complexification avec le « transforming growth 

factor-β1 » (TGF-β1) et « -β3 » (TGF-β3), chez l’homme, évoque une atteinte de la fonction 

angiogénique de l’endothélium vasculaire, lors d’une pancréatite [146]. La dégradation de 

l’endothélium vasculaire, suite à l’induction de certaines pancréatites expérimentales, n’est pas 

exclusive aux zones pancréatiques et/ou pulmonaires mais c’est également le cas de l’endothélium 

des capillaires intestinaux, dont la perméabilité est également augmentée [147, 148].  

Selon plusieurs résultats, observés dans divers modèles expérimentaux de pancréatite, 

on retrouve une implication des cellules endothéliales en tant que cellules promotrices du 

recrutement et de la migration des leucocytes dans la zone cible mais également entant que cible 

directe de l’activité des leucocytes. 
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III – Physiopathologie de la pancréatite : les plaquettes 

Un rôle des plaquettes sanguines dans la physiopathogénie de certaines pancréatites 

expérimentales a été proposé. Plusieurs modèles murins d’induction d’une pancréatite et de 

traitements antiplaquettaires ont tenté de mettre en lumière la responsabilité des plaquettes 

sanguines. Une thrombopénie induite par l’injection d’anticorps anti-GPIbα prévient le 

développement de la pancréatite aiguë, induite par injection intrapéritonéale de céruléine, et ce 

corrélé avec une diminution de l’expression de Mac-1 sur les neutrophiles, de la production de la 

chimiokine MIP-2 –protéine chimioattractante des neutrophiles– et de l’infiltration des 

neutrophiles dans le pancréas et donc de la libération de MPO dans ce même tissu [149]. Les 

plaquettes sanguines participent également par leur capacité à communiquer avec les cellules 

centrales à la physiopathologie de certains modèles animaux de la pancréatite. Leur activité est 

significativement augmentée lors de l’induction de la pathologie et est la cause d’une 

communication accrue avec l’endothélium vasculaire [145, 150, 151]. La formation de complexes 

entre les neutrophiles et les plaquettes est aussi observée [134]. Cette mécanistique est 

notamment rendue possible par l’expression du CD62P à la surface des plaquettes permettant 

leur adhésion à la paroi vasculaire [135] et influençant ainsi la captation et la migration des 

leucocytes dans le tissu pancréatique [152]. 

Chez l’homme, les observations du devenir des plaquettes sanguines lors du diagnostic 

de diverses pancréatites diffèrent. Certains mentionnent une élévation du compte plaquettaire 

dans un cas précis de pancréatite sévère, durant ses différentes phases de développement, 

observée sur 20 jours après admission d’urgence en soins intensif [153]. De façon plus générale, 

la comparaison de patients ayant manifesté une pancréatite œdémateuse biliaire avec des 

contrôles montre une diminution significative du compte plaquettaire associée à une 

augmentation de leur volume [154], caractéristique de l’activation des plaquettes [155]. 

L’augmentation de l’activation plaquettaire est confirmée, par une seconde étude, par la mesure 

de l’expression du CD62P à la surface des plaquettes sanguines et la production circulante du 

PF4, dépendamment de la sévérité de la pancréatite. Cependant, le compte plaquettaire évolue 

dans le sens d’une augmentation lors du développement d’une pancréatite aiguë sévère [156], 

contrairement à l’étude précédente [154]. Des observations décrites dans une revue rétrospective, 

impliquant de patients admis à l’hôpital pour pancréatite aiguë entre 2007 et 2011 ont encore été 

différentes. Ici, le compte plaquettaire ne change pas entre ces patients et leurs contrôles et, 

contrairement aux études précédentes, le volume plaquettaire moyen diminue avec le 

développement de la pancréatite aiguë [157].  
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Même si les scientifiques semblent s’accorder sur un rôle important des plaquettes 

sanguines pendant une atteinte inflammatoire du pancréas, leur fonction est encore mal comprise. 

 

IV – Physiopathologie de la pancréatite : Le couple CD40/CD40L 

Le rôle du couple immun CD40/CD40L n’est pas encore entièrement compris dans le 

cadre des pancréatites. A l’heure actuelle, son implication reste débattue. En 2001, une étude a 

investigué le rôle du CD40L dans la physiopathogénie de la pancréatite aiguë, induite par 

administration de céruléine au sein d’un modèle murin. Cette étude se concentre sur le CD40L 

membranaire des lymphocytes T et le CD40 membranaire des monocytes. Dans un premier 

temps, l’expression du CD40 au niveau pancréatique et pulmonaire diminuait après injection de 

l’agent responsable de l’induction de la pancréatite chez les souris sauvages et CD40L-/-. Le 

développement de la pancréatite aiguë était inhibé lorsque les souris étaient déficientes pour 

l’expression du CD40L. En effet, il a été observé une diminution de la production d’amylase, de 

l’infiltrat pancréatique, de la production du MPO pancréatique et de la nécrose des cellules du 

pancréas, 4h et 12h après induction de la pathologie. L’atteinte pulmonaire, notamment 

caractérisée par des observations histologiques et la mesure de l’infiltrat pulmonaire, était elle 

aussi inhibée [158]. Une seconde étude a démontré que le traitement à base de leptine réduit 

significativement la sévérité de la pancréatite, également induite par injection de céruléine, corrélé 

avec une diminution de l’expression du CD40 dans les tissus cibles, le pancréas et les poumons 

[159]. Finalement, une étude in vitro, analysant l’impact du CD40 membranaire d’une lignée 

cellulaire pancréatique et du CD40L membranaire de fibroblastes transfectés dans un 

conditionnement proche d’une pancréatite, démontre que le complexe CD40/CD40L permet 

d’amplifier l’activité cellulaire au niveau pancréatique, se manifestant par une libération excessive 

de médiateurs pro-inflammatoires tels que TNF-α et IL-1β [160]. Cependant, en 2011, une étude 

a investigué l’impact d’une déficience en CD40L des cellules sur le développement de la 

pancréatite aiguë. Les résultats étaient alors différents de ceux évoqués ci-dessus. L’induction de 

cette pancréatite par injection de taurocholate et de céruléine n’était pas inhibée dans leur modèle 

murin CD40L-/-. La concentration d’amylase plasmatique, la production du MPO pulmonaire et 

pancréatique et du MIP-2 pancréatique ainsi que le score histologique, reflétant l’atteinte du 

pancréas, n’étaient pas diminués chez les souris « knock-out ». Les comptes cellulaires n’étaient, 

eux aussi, pas impactés. Les souris déficientes en CD40L présentaient un taux plaquettaire 

identique, une diminution du nombre de polymorphonucléaires et des mononucléaires comparés 

aux souris contrôles de la pathologie [161]. Chez l’homme, seul des dosages du sCD40L ont été 
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réalisés et certains proposent l’utilisation de la concentration de cette molécule comme marqueur 

de prédiction du développement d’une pancréatite sévère [162]. 

En conclusion, nous constatons une étroite relation entre la pancréatite et l’ALI, 

démontrée grâce à plusieurs modèles animaux, tous deux orchestrés par une implication 

significative des neutrophiles, de l’endothélium et des plaquettes sanguines. Nous proposons ainsi 

un schéma hypothétique de la physiopathologie de la pancréatite associée au développement de 

l’ALI représenté par la figure 6.  

 

Figure 6 : Physiopathologie de la pancréatite associée au déclenchement d’une détresse 

respiratoire 

Une première agression du pancréas, responsable du développement de la pancréatite, va induire une libération de 

médiateurs solubles activateurs de l’inflammation et attractifs des neutrophiles. Une communication étroite entre les 

neutrophiles, les plaquettes circulantes et l’endothélium vasculaire va être établie. L’infiltration excessive des 

neutrophiles dans le pancréas conclura la dégradation de ce dernier. Dans un second temps, les neutrophiles ayant 

migré dans le pancréas vont être recrutés dans l’espace alvéolaire. Ce mécanisme est rendu possible par l’expression 

de JAM-C de la part de l’endothélium qui permet la mise en place de la « migration transendothéliale inverse ». 

Finalement, ce mécanisme est la cause du développement d’un ALI. 
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Section 2 – Inflammation intestinale 

I – Physiopathologie des MICI : les neutrophiles  

L’intestin peut également être une cible lors de certaines pathologies inflammatoires et 

immunitaires d’étiologie multiple et proposant donc une mécanistique complexe. C’est 

notamment le cas des maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI). Dans cette 

catégorie on retrouve principalement la rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn 

(MC) [163]. La physiopathologie actuellement décrite pour les MICI repose principalement sur 

une dérégulation générale du système immunitaire, notamment via les lymphocytes T auxiliaires 

Th2 et Th17 pour les RCH et Th1 et Th17 pour les MC. Une infection bactérienne va induire 

une réponse de l’immunité innée, dans un premier temps, par l’intermédiaire des macrophages et 

des neutrophiles. Cette réponse primaire sera, ensuite, la cause d’une activation du système 

immunitaire adaptatif activatrice des lymphocytes T auxiliaires [164, 165] (Figure 7). Le rôle des 

neutrophiles, pouvant être parmi les premières cellules impliquées suite à l’activation de 

l’immunité innée lors d’une MICI, est mal connu [163]. Certains ont décrit une activation des 

neutrophiles, dans des modèles expérimentaux de RCH induit par administration de dextran 

sulfate sodium (DSS), dépendante de la sécrétion de cytokines et de chimiokines depuis les 

cellules inflammatoires, telles que le KC –équivalent de l’IL-8 humain–, le MIP-2 ou encore 

l’ « Epithelial-derived Neutrophil-Activating peptide-78 » (ENA-78) [166-168], ou même l’IL-8 

chez des patients ayant manifesté une MICI, d’origine diverse [169, 170]. Suite à l’activation des 

leucocytes, l’expression de molécules d’adhésion à leur surface, par exemple CD11b, Mac-1 et 

ICAM-2, observée dans des cas de RCH, ou CD11a, CD11c, ICAM-1, et ICAM-3, associée à 

différents cas de MC, va être augmentée ce qui permettra alors l’établissement d’une 

communication étroite avec l’endothélium et promouvoir la migration des neutrophiles jusqu’au 

tissu intestinal [171]. Ce phénomène est à l’initiative de dommages oxydatifs dans la zone 

intestinale, observée chez des patients diagnostiqués pour des MICI [172], et donc aboutir à une 

dégradation tissulaire [173]. Enfin, les neutrophiles agissent également via la formation de NET 

dans ces pathologies, observée chez des patients, reflétant ainsi une activité exagérée et nocive 

des neutrophiles [174].  

II – Physiopathologie des MICI : l’endothélium vasculaire 

L’atteinte de l’intégralité vasculaire est aussi une clé dans le déclenchement et donc la 

résolution des MICI [175]. Lors de la manifestation d’une MICI, chez certains patients ou dans 

différents modèles expérimentaux, l’endothélium vasculaire augmente sa capacité à réagir avec les 
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leucocytes, caractérisée notamment par la présentation de protéines membranaires, telles 

qu’ICAM-1 et la « vascular cell adhesion protein-1 » (VCAM-1) capables de former un complexe 

avec la protéine CD11a/CD18 des leucocytes [176-178] ou encore l’expression de la « mucosal 

vascular addressin cell adhesion molecule-1 » (MAdCAM-1) qui peut interagir avec la 

« lymphocyte Peyer patch adhesion molecule » (LPAM ou intégrine α4β7) des leucocytes [179]. 

L’expression du CD40 membranaire a aussi été observée à la surface de l’endothélium amplifiant 

ainsi le recrutement des leucocytes. Dans un modèle murin d’inflammation du colon induit par 

administration de DSS, la déplétion en CD40 et CD40L diminue considérablement le 

recrutement des leucocytes, mais également des plaquettes sanguines, au niveau de l’intestin 

enflammé [180]. La perméabilité de l’endothélium vasculaire semble également augmentée lors 

d’une RCH, après injection d’iodoacetamide et de DSS dans deux modèles animaux distincts, 

corrélée avec l’augmentation de la dégradation de ce même endothélium, justifiant donc 

l’amplification du recrutement leucocytaire au niveau intestinal [181]. Enfin, plusieurs marqueurs 

solubles, produits par l’endothélium, sont augmentés dans le sérum des patients avec des 

réactions inflammatoires intestinales. On peut notamment citer une augmentation de la 

concentration soluble du CD62E [182], d’ICAM-1 [182, 183], de VEGF-A, du « basic fibroblast 

growth factor » (bFGF), de l’endothelin-1 [184], de l’angiogénine [185] ou encore de 

l’angiopoïetine [186].  

III – Physiopathologie des MICI : les plaquettes 

Finalement, le rôle des plaquettes sanguines dans les réactions inflammatoires 

intestinales a largement été investigué [187-190]. Les plaquettes sanguines agissent selon deux 

fronts. La première approche va dans le sens d’une augmentation de la fonction thrombotique 

des plaquettes tandis que la seconde approche ira dans le sens d’une activité inflammatoire 

prépondérante lors de cette pathologie [189]. Ces mécanismes semblent dépendant l’un de l’autre. 

Dans un premier temps, plusieurs preuves du rôle thrombotique des plaquettes ont été évoquées 

chez l’homme et dans des modèles murins, après déclaration d’une MICI. Au sein d’une 

population de patients présentant une RCH, une augmentation de l’expression plaquettaire de 

l’intégrine aβ2GPI a été observée [191]. Cette intégrine est principalement impliquée dans la 

formation du thrombus [192]. L’augmentation de l’expression de la protéine CD36 a aussi été 

évoquée chez des patients avec une MICI [193], augmentant ainsi le risque potentiel 

thrombotique [194, 195]. En effet, le CD36 plaquettaire est sensible aux lipoprotéines à basse 

densité oxydées (oxLDL). Cette interaction hypersensibilise les plaquettes à l’ADP et promeut 

donc leur agrégation [196]. L’utilisation d’un modèle murin a démontré que la déficience en 
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CD36 bloque l’agrégation plaquettaire [197]. De façon globale, le pouvoir d’agrégation 

plaquettaire est plus élevé dans la population de patients diagnostiqués pour une MICI que dans 

une population saine [198]. Le risque important d’agrégation lors d’une MICI a aussi été prouvé à 

l’aide de plusieurs modèles animaux. La production d’IL-6, facteur pro-inflammatoire sécrété par 

une multitude de cellules, favorise la formation de thrombus orchestrée par les plaquettes 

sanguines, suite à l’induction expérimentale d’une RCH par administration de DSS [199]. 

Finalement, ces thrombus peuvent également se former directement dans la circulation 

lymphatique. En effet, une étude a démontré que l’activation plaquettaire induite lors d’une 

inflammation intestinale, provoquée par une injection de DSS dans un modèle murin, peut 

induire la migration des plaquettes sanguines jusqu’au système lymphatique pour inhiber le 

développement de ce dernier en inhibant la prolifération des cellules endothéliales et la 

lymphangiogenèse normalement induite par l’inflammation. La conséquence de ce processus 

réside en un déclin de la capacité de ce système lymphatique à réduire la formation des cellules 

inflammatoires, qui seront responsables d’une dégradation tissulaire [200]. 

Le rôle plaquettaire, d’un point de vue inflammatoire, lors de certaines MICI 

expérimentaux et humains a aussi été investigué. Tout d’abord, la numération plaquettaire semble 

être souvent augmentée après le diagnostic d’une MICI chez des patients [201-203]. A contrario, la 

présence des plaquettes réticulées est diminuée, reflétant ainsi un déficit dans la thrombopoïèse 

orchestrée par les mégacaryocytes, car ces plaquettes sont dites immatures et de novo [203]. L’état 

d’activation plaquettaire est lui aussi généralement augmenté suite au déclenchement de certaines 

pathologies inflammatoires intestinales. L’augmentation de ce paramètre est souvent mesurée par 

la quantification du CD62P membranaire aux plaquettes sanguines ou soluble [201, 204-207]. Le 

PF4 peut également être utilisé comme marqueur d’activité plaquettaire, ainsi ce paramètre a été 

positivement corrélé avec la manifestation d’une RCH chez des patients [208]. Cependant, la 

mesure du volume plaquettaire moyen, marqueur d’une activité plaquettaire importante [155], est 

plus souvent diminuée en lien avec les MICI chez l’homme [201-204, 209]. La diminution de ce 

volume plaquettaire moyen reste, à l’heure actuelle, incomprise, mais certains évoquent la 

possibilité d’une migration favorisée des plaquettes larges, dans le tissu enflammé, expliquant 

ainsi le faible volume des plaquettes circulantes [210]. Le niveau de cette activation plaquettaire 

peut aussi être évalué par la mesure de la production plaquettaire de sCD40L [206, 211-213], 

production principalement assurée par les plaquettes [89], ou de la thromboxane B2 (TxB2) [211]. 

La conséquence de cette activité plaquettaire excessive est une amplification de l’activation des 

leucocytes [214], de la communication cellulaire entre les plaquettes et les leucocytes [180, 206, 

214-216], de l’expression de molécules d’adhésion à la surface de l’endothélium et de la sécrétion 



92 
 

de molécules chimioattractives des neutrophiles [217], de la migration des leucocytes au niveau de 

la muqueuse intestinale [207] et enfin de la production de réactifs responsables de lésions 

tissulaires [214].  

Finalement, le rôle immunomodulateur des plaquettes au sein des différentes 

pathologies inflammatoires intestinales mérite une investigation fondamentale plus approfondie 

comme, par exemple, l’utilisation de drogues antiplaquettaires, car, à l’heure actuelle, seule une 

étude, in vivo, a tenté de résoudre les complications liées au développement d’une MICI dans un 

modèle murin avec l’agent clopidogrel. On peut noter un effet protecteur de ce traitement face au 

développement de la RCH associé à la diminution de l’activité des neutrophiles [218]. 

IV – Physiopathologie des MICI : le couple CD40/CD40L  

Parallèlement à l’activité des plaquettes, l’implication du CD40L, notamment 

plaquettaire, et de son récepteur le CD40 ont également été étudiés au cours de certaines MICI 

humains et expérimentaux. Dans un premier temps, l’expression du CD40 membranaire dans les 

tissus lésés [219, 220] et le CD40L à la surface des plaquettes [212] est sensiblement augmentée 

après manifestation d’une MICI chez l’homme. Cette même expression est élevée également dans 

le système vasculaire du côlon proximal et distal suite à l’induction d’une RCH expérimentale 

associée à l’administration de DSS. L’utilisation de souris déficiente en CD40 et CD40L 

démontre une protection contre le déclenchement de cette RCH, associée à une réduction de la 

production de MPO par les neutrophiles et l’interaction des plaquettes avec l’endothélium et les 

leucocytes, interaction plus dépendante du CD40L que du CD40 [180]. Le couple CD40/CD40L 

semble également avoir un impact direct sur les cellules endothéliales, dans le cadre des MICI 

diagnostiquées chez des patients ou au détours d’études in vitro, en limitant la production de 

VEGF, d’IL-8, du « hepatocyte growth factor » (HGF), ainsi que l’expression d’ICAM-1, de 

VCAM-1 et de l’angiogenèse [217, 220, 221].  

En conclusion, Le recrutement des neutrophiles dans la zone enflammée, investigué 

grâce à des modèles expérimentaux ou observé chez des patients diagnostiqués pour une MICI, 

sera dépendant d’une mécanistique ciblant l’endothélium vasculaire et les plaquettes sanguines. 

Un recrutement non contrôlé des neutrophiles pourrait donc participer à l’amplification de la 

dégradation tissulaire, accentuée par une libération importante des ROS, d’enzymes et la 

formation de NET. Ces paramètres ont également été évoqués au sein de la physiopathologie de 

plusieurs modèles animaux du TRALI. Nous pouvons donc émettre l’hypothèse d’une atteinte 

multi-organes lors d’un TRALI, ciblant notamment l’intestin.  
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Figure 7 : Pathophysiologie des MICI, d’après Neurath et al. [165] 

Suite à une infection bactérienne ciblant la zone intestinale, une première réponse sera établie dont le but est de 

lutter directement contre le pathogène. Cette réponse innée sera orchestrée par les macrophages et les neutrophiles. 

Par la suite, à plus long terme, le système adaptatif sera responsable de l’activité inflammatoire excessive dans 

l’intestin enflammé. 

 

Section 3 – Les autres organes 

I – Les reins 

D’autres organes peuvent également être sujets à des pathologies inflammatoires 

régulées par une mécanistique cellulaire présentant plusieurs points communs à celle observée au 

sein d’ALI expérimentaux. On peut, par exemple, citer l’insuffisance rénale aiguë dont une 

inflammation excessive semble être l’une des causes principales de cette pathologie [222-224]. Ici, 

le mécanisme, induit expérimentalement, par exemple par ischémie-reperfusion, réside en une 

induction non contrôlée d’un état inflammatoire [225]. Un panel de médiateurs solubles sont 

produits lors de cette pathologie favorisant ainsi l’activation et l’attraction des cellules 

immunitaires et inflammatoires, on peut notamment citer l’IL-1, l’IL-6, le TNF-α, le MIP-2 ou 

encore l’IL-8 [226-230]. L’augmentation de la production de composés pro-inflammatoires réside 

en un accroissement du recrutement, de l’activation et de l’infiltration des neutrophiles jusqu’aux 

reins enflammés, observé dans des modèles murins [231], mais également chez l’homme [232]. 
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Cette mécanistique est régulée par l’expression de molécules d’adhésion à la surface de 

l’endothélium, comme ICAM-1 [233], et à la surface des leucocytes, comme LFA-1 [234]. La 

résultante finale de cette leucostase est une libération des ROS et de protéases au niveau rénal 

responsable de la dégradation tubulaire. Cela implique donc un rôle important des leucocytes et 

de l’endothélium dans l’induction et l’amplification de certaines insuffisances rénales aiguës 

induites expérimentalement. Le rôle des plaquettes sanguines a également été investigué. L’état 

d’activation de ces cellules est sensiblement augmenté lors de l’induction de cette pathologie, dans 

différents modèles animaux résultants d’une ischémie-reperfusion ou d’une ligature-ponction 

caecale, caractérisé par une augmentation de l’expression du CD62P et de la « procaspase 

activating compound-1 » (PAC-1) membranaire. Cette activation permet l’augmentation de la 

communication des plaquettes avec les leucocytes, favorisant notamment la formation des NET 

ainsi que la migration des neutrophiles dans la zone lésée [235-237]. 

II – Le foie 

Plusieurs pathologies inflammatoires peuvent cibler le foie. Pour investiguer la part 

inflammatoire de ces pathologies, plusieurs modèles animaux d’atteinte du foie ont été utilisés, 

tels qu’une lésion hépatique induite par ischémie-reperfusion, par endotoxémie et par toxicité à 

l’alcool, à l’acetaminophène et à l’α-naphthyl-isothiocyanate [238], ainsi que suite à une cholestase 

obstructive [239]. L’un des principaux paramètres inflammatoires observé, grâce à ces différents 

modèles expérimentaux, lors d’une atteinte du foie est une infiltration des neutrophiles dans le 

parenchyme de ce tissu [240], notamment via l’expression de Mac-1 à la surface des neutrophiles 

[241]. Lors d’une lésion au niveau du foie, les cellules hépatiques peuvent sécréter un panel de 

cytokines et de chimiokines formant un gradient attractif accentuant la migration des neutrophiles 

dans ce tissu comme le MIP-2 [242-244], le KC [242, 244], la « cytokine-induced neutrophil 

chemoattractant » (CINC) [243, 245], l’ENA-78 [246] et, hypothétiquement, MCP-1 –jusqu’à l’ors 

décrit uniquement comme chimioattractant des monocytes– [247] et des médiateurs solubles 

activateurs des neutrophiles, tels que le TNF-α [243, 244, 248, 249] et l’IL-1 [244, 249]. La 

conséquence de cette activation réside en une amplification de la communication cellulaire, 

notamment entre les neutrophiles et l’endothélium vasculaire. En effet, l’expression de Mac-1 est 

sensiblement augmentée à la surface des neutrophiles [239, 241, 250-252], ainsi qu’ICAM-1 [250, 

253-255] à la membrane des cellules endothéliales, particulièrement dans la zone sinusoïdale du 

foie. Finalement, la production des ROS par les neutrophiles ayant migré sera la résultante 

caractéristique de l’atteinte du foie et sa dégradation, par exemple lorsqu’elle est induite 

expérimentalement par ischémie-reperfusion [256]. Les plaquettes participent également à 
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l’amélioration de l’infiltration des leucocytes, et donc des neutrophiles, lors de certaines atteintes 

inflammatoires du foie, mais principalement via une exacerbation de la communication avec 

l’endothélium sinusoïdal qui participera à une libération de facteurs attractif des leucocytes [257]. 

Dans un premier temps, une séquestration plaquettaire a été observée au niveau de l’endothélium 

sinusoïdal lors d’inductions expérimentales d’une hépatite virale [258-261]. Ces plaquettes fixées 

grâce à l’expression des intégrines GPIIb/IIIa et αVβ3 va permettre la production de chimiokines 

attractantes des neutrophiles, par exemple IL-8 et MCP-1 [262]. L’inhibition plaquettaire par 

l’utilisation du clopidogrel semble protéger les souris d’une atteinte inflammatoire du foie induite 

par l’α-naphthyl-isothiocyanate, caractérisée notamment par la diminution de l’infiltration des 

neutrophiles [263]. La migration des leucocytes, dans un modèle murin d’ischémie-reperfusion, 

est aussi altérée lors de l’inhibition plaquettaire par l’utilisation d’anticorps anti-GPIIb/IIIa, qui 

est une intégrine, récepteur du fibrinogène et du vWF, et d’anticorps anti-CD62P [264]. 

Ces phénomènes inflammatoires touchant ces différents organes sont semblables à ceux 

observés dans différents modèles expérimentaux d’ALI permettant ainsi d’émettre l’hypothèse 

d’un impact non exclusif aux poumons lors d’un TRALI mais probablement aussi des organes 

plus profonds, particulièrement le pancréas. Suite à la transfusion des composés sanguins 

pouvant induire un TRALI, nous émettons l’hypothèse que les poumons seraient la principale 

cible des anticorps anti-leucocytaires et BRM transfusés ainsi que des premières cellules 

circulantes activées par ces mêmes réactifs. Les organes plus profonds, tels que le pancréas, 

seraient donc une cible secondaire dont l’atteinte serait dépendante du pouvoir inflammatoire du 

« second-hit » du TRALI, la transfusion.  



 

96 
 

 



 

97 
 

Objectifs et problématique
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Actuellement, le TRALI est considéré comme l’une des pathologies transfusionnelles les 

plus critiques, notamment en termes de mortalité. En France, les TRALI dits immunologiques, 

provoqués par la présence d’anticorps anti-leucocytaires, tels que les anti-HLA de classe I et II ou 

les anti-HNA, dans les PSL, sont désormais assez bien prévenus. Cela est notamment dû aux 

différentes prédispositions prises dans les centres de transfusion consistant en un dépistage 

amélioré des anticorps anti-leucocytaires, à une régulation importante des donneurs –exclusion 

des femmes ayant connues un épisode de grossesse récent et étant donc une source importante 

d’anticorps anti-HLA–, aux changements des processus de préparation des différents PSL –par 

exemple le remplacement d’une partie du plasma des concentrés plaquettaires par une solution de 

conservation plaquettaire additive–, etc… Cependant, la seconde catégorie, les TRALI dits non-

immunologiques, notamment induis par transfusion de médiateurs solubles pro-inflammatoires, 

connaissent une croissance numérique non négligeable, malgré le changement de la politique 

transfusionnelle [265]. De plus, le sous-diagnostic des TRALI non-immunologiques, souvent 

considérés comme des SDRA, décroit l’occurrence de ces derniers. Mieux comprendre la 

physiopathologie du TRALI, qu’il soit immunologique ou non, permettrait, à l’avenir de prévenir 

entièrement son développement. Ces connaissances fondamentales et mécanistiques pourraient 

être extrapolées à d’autres pathologies inflammatoires, telles que l’ALI, les SDRA, les pathologies 

transfusionnelles inflammatoires, le sepsis, la pancréatite et autres. 

Au cours de cette thèse, nous émettons l’hypothèse que la fonction inflammatoire des 

plaquettes sanguines des concentrés plaquettaires ou au sein de l’organisme pourrait expliquer, en 

partie, le développement des TRALI non-immunologiques, en particulier suite aux transfusions 

des concentrés plaquettaires, mais également, partiellement, la sévérité des TRALI 

immunologiques. Pour répondre à cette hypothèse nous avons abordé cette problématique selon 

plusieurs points de vue (figure 8) : i) qu’elle est le réel impact inflammatoire des productions des 

concentrés plaquettaires sur le devenir de l’intégrité vasculaire, paramètre clé lors du 

développement du TRALI ? ii) Qu’elle est la place des plaquettes sanguines de l’organisme dans 

l’induction, le maintien et/ou la régulation de l’inflammation, d’un point de vue général ? iii) et 

contextualisé dans un modèle murin du TRALI ? iv) qu’elle est l’influence du couple 

CD40/CD40L, dont le rôle du sCD40L, produit majoritairement par les plaquettes, est agoniste 

de la forme membranaire, sur la sévérité du TRALI induit immunologiquement dans un modèle 

murin ? v) et enfin, la place de ce même couple protéique sur l’atteinte multi-organes, si elle 

existe, lors d’un TRALI ? 
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Figure 8 : Développement de la thèse 
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Résultats 
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Manuscrit I : Modélisation de l'effet des surnageants de 

concentrés plaquettaires sur les cellules endothéliales: 

focus sur Endocan/ESM-1 

“Modeling the effect of platelet concentrate supernatants on 

endothelial cells: focus on Endocan/ESM-1” 

Article sous presse dans « Transfusion » 
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Endocan est une glycoprotéine exprimée par l’endothélium vasculaire dont le rôle est de 

maintenir l’intégrité de la paroi vasculaire et en assurer son imperméabilité face aux composés 

sanguins. Après libération, endocan peut se fixer aux récepteurs leucocytaires des globules blancs 

préalablement adhérés aux cellules endothéliales par le complexe LFA-1/ICAM-1, limitant ainsi leur 

transmigration à travers la barrière endothéliale (Figure 9) [266]. Lors de certaines réactions 

inflammatoires, cet endothélium vasculaire peut être lésé et, par le relâchement de ces jonctions 

serrées, permettre une leucostase améliorée [59, 60]. La libération d’encodan est donc augmentée 

dans le but de contrer l’atteinte de l’endothélium vasculaire. 

 

Figure 9 : Influence d’endocan sur la transmigration leucocytaire 

Endocan est produit par les cellules endothéliales. Son rôle est de maintenir l’intégrité de la paroi vasculaire. Ainsi, 

endocan limite l’infiltration des leucocytes dans le tissu adjacent. Son influence peut être limitée de deux principales 

manières ; soit par une production limitée de la part des cellules endothéliales, soit par l’action de la cathepsine G, 

produite par les neutrophiles, capable de cliver endocan en plusieurs fragments et inhibant sa fonction première.  

Au cours de ce travail de thèse, le but était de mettre en évidence l’influence inflammatoire 

des composés présents dans les milieux de conservation des concentrés plaquettaires associés au 

développement de réactions transfusionnelles sur l’endothélium vasculaire et d’évaluer la libération 

d’endocan depuis ce dernier. Nous avons pu observer une exacerbation de l’état inflammatoire des 

cellules endothéliales caractérisé par une libération plus importante de médiateurs solubles comme 

IL-6, mais également endocan, lorsque ces cellules sont stimulées avec des surnageants de CP liés à 

des réactions transfusionnelles par rapport à des surnageants de CP sans lien pathologique avec le 

receveur. Cette production endothéliale est corrélée avec une prolifération cellulaire réduite et une 

apoptose plus accrue. Ainsi, comme pour d’autres pathologies inflammatoires, nous pourrions 

envisager la mesure de la concentration plasmatique d’endocan comme un marqueur précoce de la 

lésion inflammatoire de l’endothélium et donc de réactions transfusionnelles inflammatoires.  
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Abstract  

Background: 

Platelets are prone to activation and the release of Biological Response Modifiers (BRMs) under storage 

conditions. The transfusion inflammatory reaction in the vascular compartment involves endothelial cell 

activation due to cell-cell interactions and BRMs infused with the blood products. ESM-1/Endocan is a 

proteoglycan secreted by endothelial cells under the control of proinflammatory cytokines. 

Objectives: 

We aimed to measure Endocan activity in supernatants of platelet components (PCs), implicated in 

Serious Adverse Reactions (SARs) or not (no.AR), sampled at different stages during storage. 

Materials and Methods: 

Platelet function, by quantification of soluble CD62P, and their ability to produce endocan were 

assessed. Functional testing of PC supernatants was performed on EA.hy926 endothelial cells in vitro by 

exposing them to PC supernatants from each group (no.AR or SARs); EA.hy926 activation was evaluated 

by their production of IL-6 and Endocan. 

Results: 

Platelet endocan secretion was not induced in response to platelet surface molecule agonists, and no 

significant correlation was observed between sCD62P and endocan concentration after platelet 

activation. However, we observed a significant increase in the secretion of IL-6 and endocan following 

EA.hy926 activation by all PC supernatants. IL-6 and endocan secretion were significantly higher for cells 

stimulated with SAR than those stimulated with no.AR PC supernatants, as well as cell apoptosis. 

Conclusion: 

The correlation between the secretion of endocan and that of IL-6 by endothelial cells suggests that 

endocan can be used as a predictive marker of inflammation for the quality assessment of transfusion 

grade platelets. 
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Introduction 

Endocan (also known as endothelial cell-specific molecule-1, ESM-1) is involved in the pathophysiology of 

pneumonia, acute respiratory distress syndrome, cancer, cardiovascular disease, hypertension, chronic 

kidney disease, and sepsis.1-9 It is a proteoglycan involved in cell adhesion, migration, proliferation, and 

neovascularization2 and is released by damaged vascular endothelium in response to inflammatory 

cytokines and pro-angiogenic stimuli. Endocan expression appears to be pro-inflammatory, in association 

with VEGF or TNF-α.8,10-12 These properties led us to explore whether there is a possible link between 

endocan expression and inflammatory platelet components (PCs), as PCs are frequently associated with 

inflammatory responses in patients.13 

Biological response modifiers (BRMs), secreted by platelets in PCs during storage, play a role in serious 

adverse events (SARs) associated with transfusion. Previous reports have shown that transfusion 

inflammatory reactions in the vascular compartment involves endothelial cell activation and BRMs 

present in the blood products, particularly those present in platelet components.14 Identification of 

variations in the levels of BRM in PCs during the process of preparation and/or storage is therefore 

seminal to avoid or, at least, limit occurrences of transfusion associated SARs. Investigation of 

endothelial cell physiology upon exposure to various PC supernatants should aid our understanding of 

the pathophysiological mechanisms of endothelial cell activation during transfusion associated SARs.  

Here, we aimed to decipher the state of endothelial activation in vitro, focusing on the secretion of IL-6 

and endocan upon exposure to PC supernatants sampled at various times during storage (up to five 

days), that were or were not involved in transfusion-associated SARs. 
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Methods 

Platelet component preparation 

PCs were collected from either single donor by apheresis (SDA) or from whole blood. SDA platelets were 

collected on cell separators using citrate dextrose-A with Trima Accel™ (Gambro BCT, Lakewood, CO, 

USA) or MCS™ (Haemonetics™, Braintree, MA, USA). All PCs were automatically resuspended in 35% 

autologous donor plasma and 65% platelet additive solution (PAS-C; InterSol, Fenwal, la Châtre, France; 

or SSP1TM; MacoPharma, Mouveaux, France).13 Whole blood PCs were prepared as pooled buffy coats 

from five whole blood collections, using the Optipress device with top and bottom separation (Baxter 

Healthcare Corporation, La Chatre, France) and platelet additive solution (i.e., PAS-C; Fenwal, La Châtre, 

France; or PAS-E; MacoPharma, Mouveaux, France) with a mean range of 35% residual plasma. Pooled 

PCs were leukoreduced by filtration.15 PCs were stored at 22°C ± 2°C with gentle rotation and shaking on 

a flat agitator (60 rpm) for a maximum of 5 days (after collection was completed) before being issued for 

transfusion. PC supernatants were collected after centrifugation (1,500 rpm; 10 min) and stored as 

frozen stocks in aliquots at −80°C. We collected 55% of the supernatants, tested in the present study, 

from apheresis PCs and 45% from buffy coats. Transfusions were conducted as part of routine care in 

nearby university clinics; clinic physicians report SARs according to French regulations and laws, ascribing 

SARs to a pathological category, such as allergic transfusion reaction (ATR), febrile non-haemolytic 

transfusion reaction (FNHTR), acute haemolytic transfusion reactions (AHTR), etc.16 Among the PCs 

associated with SARs, 63% were associated with FNHTRs, 26% with AHTR, and 11% with ATR. Upon 

occurrence of SAR, clinics agreed to provide a platelet component sample if some was leftover, as part of 

a collaborative research program. For this study, PC supernatant from clinical transfusions where no 

adverse reaction was experienced (No.AR), stored for the same period of time and harvested using the 

same collection processor, were selected to match each reported SAR sample.  

Platelet stimulation 

Platelet endocan secretion was tested on Platelet-rich plasma (PRP). Peripheral blood was collected from 

healthy donors in endotoxin-free 3.2% sodium citrate tubes (Vacutainer®, Becton-Dickinson, San Jose, 

CA). PRP was prepared by centrifuging the blood at 1,500 rpm for 10 min at room temperature. PRP 

samples were separated and then stimulated with thrombin receptor stimulating peptide (TRAP; 5 

µg/ml) or collagen (20 µg/ml) (Sigma Aldrich, Saint-Louis). PRP supernatants were collected after 

centrifugation (1,500 rpm; 10 min) and stored as frozen stocks in aliquots at −80°C. Platelet membrane 

protein expression was analysed through flow cytometry after stimulation. Platelets were recognized 

using FITC-anti-CD41 mAb and membrane CD62P expression was measured using APC-anti-CD62P mAb 
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(BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA). Soluble endocan (Lunginnov, Lille, France) and soluble CD62P 

(R&D systems, Lille, France) were quantified in PRP supernatants by ELISA, according to the 

manufacturer's instructions. Absorbance at 450 nm was determined with an ELISA reader (Tecan, 

Männedorf, Switzerland). 

EA.hy926 endothelial cells preparation 

Functional testing of cell supernatants on EA.hy926 immortalized endothelial cell lines is a commonly 

used in vitro model for endothelium studies of various processes connected with its functions17. The 

human endothelial hybrid cell line EA.hy926 was obtained by fusion of primary umbilical vein endothelial 

cells with the human lung carcinoma cell line A459/8 (ATCC #CRL-2922). EA.hy926 cells were cultured in 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) High Glucose containing 10% foetal bovine serum, 1% 

penicillin/streptomycin, 1% non-essential amino acids, and 0.1% ciprofloxacin (Sigma-Aldrich, Saint-

Louis) and then incubated at 37°C in a humidified atmosphere in 5% CO2 until the cell monolayer 

reached confluence.  

Functional testing of PC supernatants on EA.hy926 endothelial cells 

The cells were exposed to PC supernatants from each group (no.AR or SARs) for 1, 6 or 24h. Neutral 

medium was used as a negative control. EA.hy926-cell proliferation was evaluated under PC supernatant 

stimulation, using an MTT Cell Proliferation Assay kit (ATCC, Manassas, USA). Briefly, after EA.hy926-cell 

stimulation, MTT reagent was added in each well and incubated for 3 hours. Next, detergent reagent was 

added in each well for 2 hours. Finally, absorbance was read at 570 nm. Evaluation of cell proliferation 

was deduced from blank wells. Flow cytometry process was used to evaluate ICAM-1 expression and 

death cell under PC supernatant stimulation. After stimulation, cells were incubated with FITC-anti-

CD105 mAb, PE-anti-ICAM-1 mAb and 7AAD reagent. Finally, EA.hy926-cell activation was evaluated to 

test for secretion of IL-6 and endocan.18 Soluble endocan (Lunginnov, Lille, France) and IL-6 (R&D 

systems, Lille, France) were quantified in EA.hy926 and PC supernatants by ELISA, according to the 

manufacturer's instructions. Absorbance at 450 nm was determined with an ELISA reader (Tecan, 

Männedorf, Switzerland). 

Statistical tests 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5 software (Graph ad, La Jolla, USA). One way 

ANOVA test and Bonferroni post-hoc test were used when Kolmogorov-Smirnov normality test passed. 

Kruskal-Wallis test and the Dunn’s post-hoc test were used when Kolmogorov-Smirnov normality test 
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failed. Correlations were assessed using Spearman’s test. P-values were considered to be significant 

when < 0.05 for all tests: * < 0.05; ** < 0.01; *** < 0.001. 
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Results 

Platelet activation does not induce endocan release 

We determined whether normal platelets can release endocan (and sCD62P as a control) following 30-

min of stimulation with TRAP or collagen, the canonical agonists of platelet surface molecule 

engagement. TRAP or collagen platelet activation resulted in a 1.5 and 1.3-fold increase in sCD62P levels, 

respectively (respectively, p < 0.001 and p < 0.05) (Fig. 1A). There was no significant endocan release 

after activation of platelets by TRAP or collagen, relative to baseline levels (Fig. 1B). There was also no 

significant correlation between sCD62P and endocan concentrations after platelet activation (Fig. 1C). 

Thus, endocan secretion was not induced in platelets in response to agonists, suggesting that it is not 

stored inside platelet granules. 

Endothelial cells proliferation and activation under supernatants from PCs (no.AR or SAR) 

Firstly, EA.hy926 cell proliferation was evaluated after 1, 6 and 24 hours upon PC supernatant 

stimulation. From 1 hour to 24 hours, there was a moderate decrease in EA.hy926 cell viability and 

proliferation though still significantly higher under no.AR PC versus SAP PC supernatant stimulation (Fig. 

2A). To confirm the reduction in cell proliferation, we then evaluated cell apoptotic state, in the same 

conditions. The rate of 7AAD positive cells, representing cell death, was greatly increased after 6 hours of 

PC supernatant stimulation. Nevertheless, such results evoked a more significant apoptotic induction of 

EA.hy926 cells at 24 hours under SAR PC supernatant stimulation than within the no.AR group (Fig. 2B). 

Cell proliferation and cell death were significantly and negatively correlated for each sample (Fig. 2D). 

Finally, ICAM-1 expression increases from 1 hour to 24 hours of stimulation. However, no difference was 

noted between no.AR and SAR PC supernatant stimulation (Fig.2E). 

Bioactivity of supernatants from PCs (no.AR or SAR) on endothelial cells and endocan release 

We next assessed the bioactivity of supernatants from PCs associated, or not, with SARs using the human 

endothelial hybrid cell line EA.hy926. IL-6 is a classical activation marker of endothelial cells;18 Endocan 

has never been investigated as an endothelial cell activation marker nor been found to be associated 

with SARs. IL-6 (Fig. 3A) and endocan (Fig. 3B) secretion were significantly higher for EA.hy926 cells 

stimulated with SAR than those stimulated with the no.AR PC supernatants. This was true for cells 

stimulated for 6 or 24 h for IL-6, and 24 h for endocan.19 Incubation of EA.hy926 cells with PC 

supernatants for 24 h induced a 1.97 and 3.24-fold increase in IL-6 levels (Fig. 3A) and an 8.6 and 10.04-

fold increase in endocan levels (Fig. 3B) for the no.AR and SAR supernatants, respectively. We, next, 

investigated the bioactivity of the no.AR and SAR PC supernatants aged 0–3 [0-3[ or 3-5 [3-5] days on 
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EA.hy926 cells by measuring IL-6 and endocan secretion after 6 or 24 h exposure to the supernatant. IL-6 

(Fig. 3C, D) and endocan (Fig. 3E, F) secretion were significantly higher for cells stimulated with SAR than 

those stimulated with the no.AR PC supernatants, regardless of the time in storage. Nevertheless, no 

difference was observed depending on SAR type (supplemental data). There was a significant correlation 

between IL-6 and endocan secretion after 6 (Fig. 3G) and 24 h (Fig. 3H) of EA.hy926 cell activation. This 

correlation was higher after 24 h than 6 h (r = 0.3064 vs. 0.2444, respectively). 
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Discussion 

Several BRMs, including cytokines, chemokines, mitochondrial DNA, and soluble glycoproteins, increase 

during the storage of PCs and are associated with SARs.13,20-25 However, the mechanisms by which 

platelet transfusions induce SARs are complex and not completely understood. We used an in vitro 

model of endothelial cell stimulation to evaluate the participation of endocan secretion in inflammatory 

transfusion reactions. The main finding was the influence of supernatants from PCs associated with SARs 

on endocan secretion. We firstly showed that SAR implicated-PCs affected more significantly the 

endothelial cell proliferation and viability than the no.AR PC supernatants (Fig 2A, B, C and D). 

Nevertheless, endothelial cell activation seemed to be higher after the SAR PC supernatant stimulation, 

as evidenced by IL-6 enhance production (Fig. 3A, C and D); however ICAM-1 expression remain 

unaffected (Fig. 2E). Endocan secretion by endothelial cells significantly correlated with stimulation.9 SAR 

PC supernatants induced the secretion of significantly higher levels of endocan than no.AR PC 

supernatants. We also observed this difference regardless of storage time. 

These results are in agreement with studies of various inflammatory disorders.4,6,9,26 Furthermore, LPS 

injection of human volunteers has been shown to increase the level of endocan after 2 hours.1 Endocan 

secretion has also been positively correlated with the secretion of other pro-inflammatory cytokines, 

such as TNF-α and IL-1β.26 Endocan is a soluble proteoglycan that is secreted by endothelial cells in 

response to proinflammatory cytokines, LPS, or angiogenic factors.9 Although the role of endocan has 

not been completely elucidated, several reports have shown that an increase in the production of 

proinflammatory cytokines by endothelial cells enhances microvascular permeability and modulates 

leukocyte migration.5,27 In a mouse model, endocan drives leukocyte extravasation similar to that 

observed for certain acute respiratory distress syndromes, such as TRALI.12 Several studies suggest that 

endocan levels can predict pathologies such as ARDS,3,4 sepsis,9 and cancer.8,28,29 Supernatants from PCs 

that led to SARs in patients display pro-inflammatory profiles that can promote endocan and IL-6 

secretion by endothelial cells. IL-6 is a proinflammatory marker of endothelial cell activation. However, 

this inflammatory change seems to be associated with a reduction in cell viability and an increase in cell 

death rather than proliferation functions. This data are in keeping with findings in TRALI, i.e., an increase 

vascular permeability due to inflammation driven by several mechanisms,30 of which BRMs, or bacterial 

moieties, or pathogenic antibodies, or combinations of the above. The correlation between the secretion 

of endocan and that of IL-6 by endothelial cells suggests that endocan can be used, along with other 

inflammatory cytokines, as a marker of inflammation, in particular transfusion-associated inflammation. 

It is likely that the association between endocan and SARs is mediated through endothelial dysfunction. 
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Future studies are required to investigate the direct relationship between endocan and endothelial 

function.  
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Figure 1: sCD62P and endocan secretion following platelet stimulation 

Membrane CD62P on platelet and sCD62P production in platelet-rich plasma (PRP) supernatants were 

respectively determined by flow cytometry and ELISA assay (A). The quantity of endocan in PRP 

supernatants was determined by ELISA assay (B). Correlation between the mean of sCD62P and endocan 

secretion following stimulation was evaluated (C). Data are presented as the mean (n = 8). *p < 0.05; **p 

< 0.01; and ***p < 0.001 represent the difference relative to the unstimulated group. 

 

Figure 2: Endothelial cell activation and proliferation under PC supernatant stimulation  

EA.hy926 cell proliferation, using MTT Cell Proliferation Assay (A), and EA.hy926 cell apoptosis, using 

7AAD DNA fluorescent intercalant (B), were evaluated. 7AAD fluorescence was presented under flow 

cytometry histogram (C). Correlation between cell proliferation fold increase and 7AAD positive cells was 

statistically measured for each sample (n = 237) (D). ICAM-1 expression on EA.hy926 cell membrane was 

evaluated, using flow cytometry analysis (E). Data are presented as the mean. Groups were separated 

into SAR (n = 19) and no.AR (n = 60). *p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001 represent the difference 

between no.AR and SAR groups. 

 

Figure 3: Secretion of IL-6 and endocan by endothelial cells following stimulation with PC supernatants  

The quantity of IL-6 (A, C and D) and endocan (B, E and F) in endothelial cell medium of culture was 

determined by ELISA assay. Groups were first separated into SAR (n = 19) and no.AR (n = 57) (A and B). 

Groups were then formed according to whether or not they were associates with SARs and storage time 

(C, D, E and F); SARs ([0-3[, n = 5; [3-5], n = 14) or no.AR ([0-3[, n = 37; [3-5], n = 20). Correlation between 

IL-6 and endocan secretion for each sample after 6 (G) or 24 h of stimulation (H) (n = 76). Data are 

presented as the mean of fold increase values (A, B, C, D, E and F) and as the direct value of fold increase 

(G and H). *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent the difference relative to no.AR group. 
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Supplemental table 1: Secretion of IL-6 and endocan by endothelial cells following stimulation with 

SAR type-associated PC supernatants 

The table represents IL-6 and endocan fold increase expression determined by ELISA assay. Groups 

were split depending of SAR type, No.AR (n = 57), FNHTR (n = 12), AHTR (n = 5) and ATR (n = 2). *p < 

0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent the difference relative to the No.AR group.  

  
  

IL-6 (fold increase) Endocan (fold increase) 

1 hour 6 hours 24 hours 1 hour 6 hours 24 hours 

No.AR  
(n = 57) 

0,49 ± 0,06 0,48 ± 0,04 1,60 ± 0,10 0,78 ± 0,02 1,68 ± 0,05 8,46 ± 0,15 

FNHTR  
(n = 12) 

0,35 ± 0,14 1,59 ± 0,24 *** 3,165 ± 0,22 *** 0,88 ± 0,04 2,05 ± 0,19 9,97 ± 0,23 *** 

AHTR  
(n = 5) 

0,54 ± 0,41 1,44 ± 0,25 ** 3,46 ± 0,65 *** 1,03 ± 0,08 1,87 ± 0,19 10,16 ± 0,34 *** 

ATR  
(n = 2) 

1,5 ± 0,90 1,35 ± 0,15 3,04 ± 0,47 0,94 ± 0,08 2,07 ± 0,66 10,18 ± 0,16 
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Manuscrit II : La déficience plaquettaire en granules-α 

change la réponse inflammatoire induite par l’injection 

systémique de lipopolysaccharide chez les souris  

“Platelet α-granule deficiency changes the inflammatory response 

induced under systemic lipopolysaccharide injection in mice” 

Article soumis dans « Journal of Thrombosis and Haemostasis » 
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Lors de l’inflammation, les plaquettes sanguines ont la capacité de produire une 

multitude de médiateurs solubles dont le rôle peut être pro-thrombotique, régulateur de l’activité 

des cellules voisines, mais également pro-inflammatoire. Ces produits de sécrétion sont stockés 

dans les granules plaquettaires qui existent sous 3 types, les lysosomes, les granules-δ et les 

granules-α. La majorité des médiateurs solubles plaquettaires composent les granules-α [267]. 

Dans ce travail de thèse, nous avons investigué la place des sécrétions plaquettaires dans le 

maintien, l’amplification et la régulation de l’inflammation en utilisant un modèle de souris Nbeal2 

déficientes. Le processus d’extravasion des granules-α repose sur une mécanistique très complexe. 

Lors de l’activation plaquettaire, la formation de la phospholipase C induit le clivage de la 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) et 

diacylglycérol (DAG), ce qui va amplifier le signal calcium (Ca++) dépendent [268]. C’est alors que 

se met en place l’exocytose vésiculaire plaquettaire sous l‘influence d’une mécanistique 

moléculaire complexe : A l’état quiescent, la protéine Sec1 est complexée avec la syntaxine-4, 

exprimée sur la membrane plaquettaire, inhibant ainsi l’interaction entre les « Soluble N-

éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor » (SNARE) vésiculaires et 

membranaires. Sous stimulation, se met alors en place l’amarrage, première étape de l’exocytose. 

Les vSNARE vésiculaires et les tSNARE membranaires entrent en fusion. C’est plus précisément 

VAMP-8 à la surface de la vésicule qui se lie au SNAP-23 membranaire. La dernière étape, aussi 

appelée la fusion, repose sur la séparation de la protéine Sec1 et la syntaxine-4, préalablement 

complexées, qui permet alors le renforcement de l’interaction entre la « vesicle-associated 

membrane protein-8 » (VAMP-8) et la « synaptosomal-associated protein-23 » (SNAP-23) et ainsi 

la fusion finale de la vésicule plaquettaire avec sa membrane [269]. La place du gène Nbeal2, dans 

cette mécanistique, permet de faire l’intermédiaire entre le signal « ON », dépendant de PIP2 et 

IP3, et la fusion des vésicules à la membrane, dépendante des SNARE (Figure 10). La protéine 

neurobeachin-like protein 2, ou NBEAL2, est composée d’une multitude de domaines 

glycoprotéiques comme les « Beige and Cheadiak-Higashi » (BEACH) et des répétitions en β-

transducine (WD40), qui sont des domaines de la famille des lectines, et plus précisément des 

concanavaline A (ConA), dont le rôle est de recruter les protéines à la membrane cellulaire, telles 

que les SNARE [270]. 

En induisant une déficience du gène Nbeal2 chez des souris C57BL6, nous avons pu 

prévenir la fusion des granules-α avec la membrane plaquettaire et donc la libération de ses 

composées granulaires. La biogenèse des granules-α était également impactée. La réponse 

inflammatoire, suite à une injection systémique de LPS, présentait un profil différent, lorsqu’il 

était comparé à celui des souris sauvage. En effet, l’aspect anti-inflammatoire semble 
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prépondérant lorsque les souris présentent des plaquettes circulantes déficientes en production 

granulaire-α. 

 

Figure 10 : Implication de la protéine NBEAL2 dans le processus d’exocytose des 

granules-α plaquettaires 

Sous stimulus, après liaison du ligand à son récepteur plaquettaire, une cascade d’activation se met en place. La 

phospholipase C permet la conversion de la PIP2 en IP3 et DAG, ce qui va permettre l’instauration d’un signal 

d’activation Ca++ dépendant. Ce processus induira la biogenèse et le transport des granules-α jusqu’à la membrane 

plaquettaire. Cette étape est alors régie par une mécanistique dépendante de la protéine NBEAL2 dont le rôle est 

d’attirer les granules plaquettaires jusqu’à la membrane dépendamment des SNARE vésiculaires et 

membranaires. 
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Abstract 

Beyond their role in haemostasis and thrombosis, platelets are also important mediators of 

inflammation by the release of hundreds of factors stored in their α-granules. Mutations in Nbeal2 

cause gray platelet syndrome (GPS) characterised by the lack of platelet α-granules. This study aims 

to evaluate the immunological (pro-inflammatory) effects of platelet α-granules using Nbeal2-/- mice, 

the mouse model of GPS. Systemic inflammation was induced by intravenous injection of 

lipopolysaccharide (LPS). The lack of Nbeal2 significantly reduced the recruitment of circulating 

neutrophils and monocytes. The control of inflammation, evaluated by the production of anti-

inflammatory cytokines, appeared to be greater in Nbeal2-/- mice compared with controls. 

Conversely, the production of certain inflammatory-soluble mediators known to characterize normal 

platelet secretion, such as sCD40L, was decreased under experimental inflammation in Nbeal2-/- 

mice. These results show that α-granules play a direct role in platelet-mediated inflammation 

balance, confirming the need to further investigate platelet-associated inflammatory 

pathophysiology.  
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Introduction 

Platelets are anucleated secretory cells that circulate in blood and are mostly characterised by their 

role in haemostasis and thrombosis [1]. However, platelets have also been recognised as mediators 

of inflammation and immunity [2]. Platelets and their progenitors, megakaryocytes (MKs), express 

surface receptors that can initiate/propagate inflammatory responses such as "Toll-like" receptor- 4 

(TLR-4), TLR-2 and TLR-9 [3] and numerous cytokine and chemokine receptors that are essential in 

cell migration and communication [4]. Platelets also display sialic acid-binding immunoglobulin-type 

lectin (Siglec) receptors and specifically Siglec-7, which play a key role in immunity [5].  

Platelets contain three main types of granules, including α-granules, δ-granules and lysosomes whose 

contents are differentially released upon activation *6+. Of the three types, the α-granules are the 

most abundant, containing hundreds of proteins with diverse biological roles, including inflammation 

[7]. Therefore, the role of platelets in inflammation is not limited to the expression of the multiple 

aforementioned receptors that primarily sense pathogens, relying also on inflammatory soluble 

factors stored in the α-granules and released upon secretion [8], such as CD62P, CD40L, platelet 

factor 4 (PF4), MIP-1α, RANTES and IL-1. The majority of soluble factors stored in α-granules are 

proinflammatory [9], however, many studies also suggest platelets have an anti-inflammatory role. 

Indeed, higher levels of tumour necrosis factor-α (TNF-α), IL-6 and interferon-γ (IFN-γ) have been 

observed in sera and plasma in the absence of platelets [10-12]. Furthermore, platelets can regulate 

the inflammatory response of blood neutrophils by influencing the expression of macrophage 

receptor-1 (Mac-1) on their surface, notably through platelet integrin GPIb-IX exposure [12]. The 

balance between the pro- and anti-inflammatory factors stored in the α-granules and the platelet 

response through the TLR and chemokine receptors should thus determine the overall role of 

platelets in inflammation. 

Gray platelet syndrome (GPS) is a rare platelet bleeding disorder caused by loss of function 

mutations in NBEAL2 and characterised by a low platelet count, a lack of platelet α-granules and 

early myelofibrosis. Deletion of its murine ortholog, Nbeal2, recapitulates all major features of GPS. 

Mouse Nbeal2-/- platelets have a significant decrease, or an almost complete absence, in α-granule 

proteins such as PF4, vWF and P-selectin [13-15] with a potential imbalance of inflammation. In fact, 

Nbeal2-/- mice have increased susceptibility to bacterial and viral infection [16]. The objective was 

therefore to investigate the effect of platelet α-granule content on the amplification or down-

regulation of LPS-induced systemic inflammation in Nbeal2-/- mice, to reveal the pro- and anti-

inflammatory balance.  
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Material and methods 

Mice 

Adult, male, C57BL6 mice between 8 and 13 weeks old were used. For each experiment, a minimum 

of 6 mice were used. The mice were randomly distributed into different groups (PBS wild type [WT] 

vs. LPS WT vs. PBS Nbeal2-/- vs. LPS Nbeal2-/-). This research was performed under the Animals 

(Scientific Procedures) Act 1986 Amendment Regulations 2012, following an ethical review by the 

University of Cambridge Animal Welfare and Ethical Review Body (AWERB). 

LPS Challenge 

Mice were intravenously (i.v.) injected with LPS extracted from Escherichia coli (0111) (Sigma Aldrich, 

Saint-Louis, USA) used at 10 mg/kg, or with PBS (control). Mice were monitored for 5 hours. The 

surviving mice were then euthanized in a carbon dioxide chamber and blood was collected in acid 

citrate-dextrose (ACD) (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA).  

Cell Counting 

Blood was collected in ACD solution. Full blood counts were measured using a “scil Vet abc” 

instrument (scil Vet abc, Montpellier, France). Plasma was obtained by centrifugation and frozen at -

80°C until used.  

Inflammatory Soluble Factors and Platelet Biological Response Modifiers Immunoassay 

The mouse biological response modifier (BRM) magnetic 16-plex kit (IL-1β, bFGF, IL-10, IL-13, IL-6, IL-

12, IL-17, GM-CSF, IL-5, IL-1α, IFN-γ, TNF-α, IL-2, IP-10, MIG and IL-4) (ThermoFisher, Waltham, USA), 

magnetic 5-plex kit (KC, MCP-1, MIP-1α, RANTES and VEGF) and magnetic simplex kit (sCD40L) 

(Merck Millipore, Billerica, USA) were used according to the manufacturers’ instructions. The reading 

was taken through the Luminex® 200TM (Luminex, Austin, USA). 

Statistical Tests 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5 software (GraphPad, San Diego, USA). P-

values were calculated using a 2-tailed unpaired T test, a one-way ANOVA and a Bonferroni post-hoc 

test when the Kolmogorov-Smirnov normality test was passed. P-values were calculated using a 2-

tailed Mann-Whitney test, a Kruskal-Wallis test, a one-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test when 

the Kolmogorov-Smirnov normality test failed. A p-value was considered significant when it was < 

0.05 for all tests. Using *, † and # < 0.05; **, †† and ## < 0.01; ***, ††† and ### < 0.001 symbols. 
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Results and Discussion  

Inflammatory Cell Recruitment Changes Dependent upon NBEAL2 Protein Expression  

Firstly, the circulating cell count revealed a significant 3- and 4- fold increase in the neutrophil and 

monocyte counts respectively, in Nbeal2-/- mice compared with control mice. The effect of LPS 

intravenous injection was then assessed demonstrating that LPS injection significantly increased the 

number of monocytes and reduced the number of platelets and circulating lymphocytes in both WT 

and Nbeal2-/- mice. Reciprocally, the number of neutrophils significantly increased in WT mice after 

LPS injection, but not in Nbeal2-/- mice (Figure 1, A). The fold change of the cell populations before 

and after LPS injection revealed a significant increase in the neutrophil and monocyte counts in 

control animals compared with Nbeal2-/- mice (Figure 1, B). These results show that Nbeal2-/- mice 

mobilise leukocytes (neutrophils and monocytes) less efficiently than WT mice following LPS-induced 

systemic inflammation. A likely explanation for this is that Nbeal2-/- mice have a limited capacity for 

secreting pro-inflammatory mediators capable of synergising at the systemic level. Indeed, it has 

already been shown that platelets, by the release of a multitude of soluble mediators contained in 

the α-granules, play an essential role in attracting and capturing leukocytes [9]. 

An Anti-Inflammatory Pattern is Revealed in Nbeal2-/- Mice after LPS Injection 

The purpose was to evaluate the influence of platelet secretion on inflammation evaluated through 

cytokine/chemokine production from inflammatory cells. The concentrations of 15 

cytokines/chemokines were therefore measured with pro- and anti-inflammatory function, in WT 

and Nbeal2-/- mice challenged systematically by LPS. Under the baseline condition (i.e., PBS injection), 

levels of IL-10, an anti-inflammatory BRM [17], were only higher in WT mice compared with Nbeal2-/- 

mice. Systemic LPS injection induced a significant increase in 10 pro-inflammatory soluble factors in 

both WT and Nbeal2-/- mice, including IL-6, IL-12, GM-CSF, IL-5, IL-1α, IFN-γ, TNF-α, IL-2, IP-10 and 

MIG. Only the level of IL-17 was significantly higher in Nbeal2-/- mice than in control mice under LPS-

induced inflammation. With regard to anti-inflammatory BRMs (IL-10 [17], IL-13 and IL-4 [18-20]), 

higher levels were only observed in Nbeal2-/- mice after LPS systemic injection (Figure 2, A and Table 

1), which correlated with their fold-increase (Figure 2, B). In summary, under systemic inflammatory 

conditions, Nbeal2-/- mice show a more sustained anti-inflammatory response normally hidden or 

limited in WT animals. These results could therefore support the possibility that the secretion of 

platelet α-granule products can change the secretory pattern of inflammatory cells and balance pro- 

and anti-inflammatory BRMs and, overall, inflammation. 

Circulating Blood Cells Compensate for the Decrease in Pro-inflammatory Platelet-released factors 

in Nbeal2-/- Mice, Except for sCD40L. 
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Under systemic inflammatory conditions, several soluble pro-inflammatory factors are secreted by 

platelets and other cells such as leukocytes and endothelial cells. For instance, platelets and other 

blood and vascular cells secrete BRMs such as IL-1β, KC, MCP-1, MIP-1α, RANTES, VEGF and sCD40L 

under physiological conditions and, to a greater degree, upon stimulation. While sustained 

production of IL-1β *21+, KC *22+, MCP-1 [23], MIP-1α *24+, RANTES *23+ and VEGF *25+ is a common 

feature of platelets and other cells, sCD40L is mostly secreted by platelets [26]. It was therefore 

investigated whether the lack of platelet secretion, particularly for these seven soluble factors, could 

be compensated by other blood cells in Nbeal2-/- mice. Concentrations of IL-1β, KC, MCP-1, MIP-1α, 

RANTES and VEGF, measured in blood plasma, were significantly increased after stimulation induced 

by LPS injection in both wild type and Nbeal2-/- mice (Figure 3, A and Table 1). These results indicate 

that other inflammatory blood cells have a potential compensatory capacity for secretion. However, 

sCD40L followed a different pattern as observed by a 2.5-fold increase in its levels in PBS-injected 

Nbeal2-/- mice when compared to control animals (Figure 3, A and Table 1). This production may be 

due to the excessive inflammatory activity of megakaryocytes already observed in Nbeal2-/- mice 

(indeed this is the case for MIP-1β *13+). Moreover, α-granules are generated in megakaryocytes, but 

not retained during their maturation; it can therefore be postulated that immature megakaryocytes 

can secrete sCD40L contained in their α-granules [13]. Lastly, this raised concentration of sCD40L, 

evidenced in non-stimulated Nbeal2-/- mice, is likely to partially explain the high baseline count of 

circulating neutrophils and monocytes (Figure 1, A). Indeed, CD40L, and its agonist form sCD40L, 

typically participate in leukocyte recruitment notably by binding leukocyte CD40 and Mac-1 receptors 

[27]. Under inflammation induced through LPS intravenous injection, sCD40L levels increased in WT 

mice in contrast to Nbeal2-/- mice (Figure 3, B), which seems to correlate with the limitation of 

neutrophil and monocyte recruitment in control (as shown in Figure 1, B). The secretion of certain 

platelet BRMs, such as sCD62P, vWF, PF4 and fibrinogen, is indeed reduced in Nbeal2-/- mice [13-15], 

what may contribute to the observed increase in the anti-inflammatory profile of these mice (Figure 

2, B). 

In summary, platelet α-granule content is implicated in the inflammatory process [9]. In this study, a 

comparable pro-inflammatory cytokine/chemokine secretion pattern was observed in Nbeal2-gene 

deficiency and wild type conditions, except for sCD40L secretion. Nevertheless, the anti-

inflammatory profile was greater when mice lacked α-granules and were stimulated with intravenous 

LPS. These observations are consistent with a recent study showing that the lack of NBEAL2 protein 

expression in mice increases their sensitivity to bacterial infection [16]. Furthermore, this mouse 

model is protected against thrombosis complication [14], and both ourselves and others have 

proposed that sepsis and coagulation are linked to platelet and neutrophil inflammatory secretion 
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[28]. In conclusion, this study has expanded knowledge on the fine-tuning role of anti- versus pro-

inflammatory functions of platelets via α-granule secretion deficiency, broadening our understanding 

of systemic inflammation (such as can be caused by sepsis) and how the platelet functions can be 

balanced, to limit both excess pro-coagulant and pro-inflammatory pathology. 
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Figures and tables 

 

Figure 1: Blood cell parameters evaluation 

Blood cell count and mean platelet volume were evaluated for each group of mice (A). The fold 

increase of cell number after LPS injection, in each condition was represented (B). Data are 

presented as mean (n = 6 - 9). *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent differences between 

Nbeal2-/- groups. †p < 0.05; ††p < 0.01 and †††p < 0.001 represent differences between wild type 

groups. #p < 0.05; ##p < 0.01 and ###p < 0.001 represent differences between PBS groups. §p < 0.05; 

§§p < 0.01 and §§§p < 0.001 represent differences between LPS groups. 

A 

B 
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Figure 2: Proinflammatory pattern evaluation of mouse soluble factors 

The rate of soluble factors in mouse blood was measured for each group of mice. The unit is pg/ml 

(A). Difference of fold increase between LPS WT and Nbeal2-/- mice, according to the associated 

mean of control group, for IL-10, IL-13, IL-17 and IL-4 was compared (B). Data are presented as mean 

(n = 6 - 9). *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent differences between Nbeal2-/- groups. †p < 

0.05; ††p < 0.01 and †††p < 0.001 represent differences between wild type groups. #p < 0.05; ##p < 0.01 

and ###p < 0.001 represent differences between PBS groups. §p < 0.05; §§p < 0.01 and §§§p < 0.001 

represent differences between LPS groups. 

A 

B 
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Figure 3: Platelet soluble factors assay 

The rate of 6 soluble factors secreted notably from platelet in mouse blood was measured for each 

group of mice. The unit is pg/ml (A). Difference of fold increase between LPS WT and Nbeal2-/- mice, 

according to the associated mean of control group, for sCD40L was compared (B). Data are presented 

as mean (n = 6 - 8). *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent differences between Nbeal2-/- 

groups. †p < 0.05; ††p < 0.01 and †††p < 0.001 represent differences between wild type groups. #p < 

0.05; ##p < 0.01 and ###p < 0.001 represent differences between PBS groups. §p < 0.05; §§p < 0.01 and 

§§§p < 0.001 represent differences between LPS groups.  

A 

B 
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Table 1: Values representation of the soluble factors evaluations 

Values quantification of each soluble factor in plasma was determined through multiplex assay for 

each group of mice. The unit is pg/ml. Data are presented as mean ± SEM (n = 6 – 9). *p < 0.05; **p < 

0.01 and ***p < 0.001 represent differences between Nbeal2-/- groups. †p < 0.05; ††p < 0.01 and †††p < 

0.001 represent differences between wild type groups. #p < 0.05; ##p < 0.01 and ###p < 0.001 

represent differences between PBS groups. No difference was observed between LPS groups. 

 
PBS WT PBS Nbeal2

-/-
 LPS WT LPS Nbeal2

-/-
 

p-value 
symbol 

bFGF 144.29 ± 55.04 90.61 ± 19.93 104.67 ± 19.75 164.71 ± 66.61  

IL-1β 64.86 ± 17.30 62.05 ± 17.42 290.35 ± 40.82 293.78 ± 64.20 
*** 
††† 

IL-10 351.20 ± 185.54 65.74 ± 24.46 431.90 ± 142.41 490.79 ± 293.82 
** 
# 

IL-13 61.89 ± 18.39 45.81 ± 13.68 85.07 ± 23.62 91.93 ± 20.80 ** 

IL-6 57.50 ± 20.57 62.66 ± 57.32 41752.00 ± 15259.62 41295.70 ± 19058.35 
*** 
† 

IL-12 63.19 ± 8.98 73.74 ± 23.88 742.91 ± 266.31 746.19 ± 437.51 
** 
†† 

IL-17 2.62 ± 1.65 1.45 ± 1.10 17.26 ± 12.22 24.39 ± 17.05 ** 

GM-CSF 12.23 ± 5.47 4.90 ± 0.31 81.25 ± 18.74 74.17 ± 18.57 
*** 
† 

IL-5 59.02 ± 36.87 12.82 ± 3.37 417.85 ± 71.15 271.65 ± 77.84 
* 
†† 

IL-1α 1.67 ± 0.38 1.40 ± 0.23 20.60 ± 14.60 19.28 ± 9.30 
*** 
† 

IFN-γ 52.46 ± 28.58 22.92 ± 18.98 866.40 ± 496.46 761.59 ± 511.26 
** 
† 

TNF-α 15.80 ± 9.77 7.51 ± 5.66 410.75 ± 63.25 403.07 ± 162.51 
*** 
† 

IL-2 11.33 ± 2.81 7.06 ± 1.86 35.04 ± 5.67 33.40 ± 4.27 
*** 
††† 

IP-10 39.43 ± 13.98 36.14 ± 6.25 8911.97 ± 2241.85 9673.37 ± 4528.40 
*** 
††† 

MIG 157.17 ± 30.59 123.60 ± 38.18 101899.66 ± 32534.36 100400.95 ± 35539.99 
*** 
††† 

IL-4 51.55 ± 21.95 20.21 ± 4.36 75.91 ± 11.47 91.32 ± 29.51 *** 

KC 140.09 ± 78.44 292.41 ± 230.32 12455.28 ± 418.95 13141.09 ± 2113.74 
** 
†† 

MCP-1 38.39 ± 11.31 70.24 ± 35.87 13718.63 ± 2553.77 18277.49 ± 3738.30 
** 
† 

MIP-1α 59.62 ± 38.13 36.32 ± 4.31 1279.17 ± 745.14 1154.02 ± 500.22 
** 
† 

RANTES 23.42 ± 6.19 52.85 ± 25.47 6961.41 ± 4197.66 9727.42 ± 5734.19 
** 
†† 

VEGF 3.60 ± 0.77 3.38 ± 0.73 10.90 ± 3.90 10.36 ± 2.93 
** 
†† 

sCD40L 138.27 ± 38.84 331.12 ± 108.81 322,14 ± 88,72 293.33 ± 74.19 
† 

# 
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Manuscrit III : Les plaquettes régulent la sévérité de l’ALI 

induit expérimentalement par injection de LPS et d’anti-

CMH I 

“Platelets limit the severity of an experimental ALI induced by 

injection of LPS and anti-MHC I” 

Etude en cours
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Comme vue en introduction, le rôle des plaquettes dans le TRALI est très débattu. Le 

but de ce travail de thèse est d’apporter plus d’informations aux détours de plusieurs 

manipulations, in vivo et in vitro, sur la réelle place de la plaquette sanguine dans la 

physiopathologie du TRALI. Pour tenter de répondre à cette question, nous avons utilisé un 

modèle murin de l’ALI induit par injection successive de LPS et d’anticorps anti-CMH I. Le LPS 

a pour rôle de mimer l’étape du « priming », généralement induit par le passé pathologique du 

patient développant un TRALI, et les anticorps anti-CMH I ont pour but d’activer les cellules 

inflammatoires préalablement stimulées avec l’injection du LPS [104]. Différentes drogues 

antiplaquettaires ont alors été utilisées, telles que des anticorps anti-GPIbα ou du ML354 

(inhibiteur du récepteur PAR-4 plaquettaire). Des stimulations, in vitro, ont permis d’évaluer la 

réponse plaquettaire sous l’influence des différents stimuli utilisés dans le modèle in vivo. 

Les résultats présentés ci-dessous ne sont que préliminaires et nécessitent donc des 

analyses plus approfondies, avant publication. Cependant, un début de réponse peut être envisagé 

grâce aux premières expériences. En effet, on remarque que l’inhibition ou la déplétion 

plaquettaire ne prévient pas efficacement le développement du TRALI induit expérimentalement, 

mais la sévérité de cette pathologie est significativement réduite. Suite à ces résultats, nous 

envisageons d’investiguer, expérimentalement, le rôle des plaquettes produites directement dans 

l’interstitium pulmonaire sur la pathogénie du TRALI, cellules qui ne sont pas déplétées lors de 

l’induction expérimentale de la thrombopénie [271]. De plus, on observe une activation des 

plaquettes sanguines suite à une stimulation, in vitro, combinée avec du LPS et des anticorps anti-

CMH I. Dans le but de compléter cette étude, nous prévoyons d’analyser, le plus précisément 

possible, la cascade d’activation plaquettaire, si elle existe, lors de la fixation des anticorps anti-

CMH I sur son antigène internalisé et présenté par les plaquettes [272, 273]. 

 

 

 

 

 

 

Cette étude est présentée sous forme de publication scientifique bien que les travaux ne soient pas aboutis 
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Résumé 

La lésion pulmonaire aiguë transfusionnelle (TRALI) est une complication rare mais potentiellement 

grave. La physiopathologie de cette complication n’est pas encore consensuelle pour la communauté 

scientifique, notamment en ce qui concerne un rôle particulier pour les plaquettes sanguines dans le 

développement du TRALI. Cette étude a comme principal objectif d’investiguer la participation des 

plaquettes dans un modèle expérimental murin dans lequel un ALI a été induit par des injections 

successives de lipopolysaccharide et d’anticorps anti-CMH I. L’injection d’anticorps anti-GPIbα, 

initiateur d’une déplétion plaquettaire, et de ML354, molécule inhibitrice de la voie d’activation du 

récepteur PAR-4, ont été administrés à des souris BALB/c 30 min avant l’induction de l’ALI. La 

déplétion plaquettaire induite par anticorps réduit la sévérité de la lésion pulmonaire aiguë, sans 

néanmoins la prévenir totalement. En revanche, le traitement à base de ML354 n’a montré aucun 

effet expérimental aux conditions d’utilisation. Enfin, nous avons observé, in vitro, une influence 

directe du LPS couplé aux anticorps anti-CMH I sur l’activation plaquettaire. Ces résultats permettent 

de consolider les connaissances de la pathogénie du TRALI pour, finalement, en réduire son 

occurrence par un management personnalisé des patients dits à risque.  
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Introduction 

Le TRALI (Transfusion-Related Acute Lung Injury) est considéré comme l’une des réactions 

transfusionnelles inflammatoires les plus critiques [1]. On décrit le TRALI selon deux types, en 

fonction de sa physiopathologie ; le TRALI dit immunologique, dont le déclenchement dépend de la 

transfusion d’anticorps anti-leucocytaires, tels que les anti-HLA de classe I et II ou les anti-HNA ; et le 

TRALI dit non-immunologique, dont l’induction est dépendante de la présence de médiateurs 

solubles pro-inflammatoires en l’absence d’anticorps anti-leucocytaires détectables dans les produits 

sanguins labiles transfusés *2+. Actuellement, le rôle de l’activité des leucocytes et de l’endothélium 

vasculaire dans la pathogénie du TRALI n’est pas remis en question *3, 4+. Cependant, le rôle des 

plaquettes sanguines dans la constitution physiopathologique du TRALI reste encore à définir.  

Le TRALI est considéré comme une pathologie transfusionnelle inflammatoire. Il est donc une 

conséquence d’une hyperactivité de cellules de l’inflammation à l’interface vasculaire et endothéliale 

pulmonaire [5]. La fonction plaquettaire a été, pendant longtemps, uniquement dédiée à la 

thrombose et l’hémostase, mais la communauté scientifique s’accorde à lui attribuer une fonction en 

tant que cellule de l’immunité et de l’inflammation *6+. En effet, les plaquettes sanguines participent 

à l’inflammation. Elles possèdent un pouvoir sécrétoire pro-inflammatoire non négligeable, 

notamment par l’exocytose de leurs différents granules *7, 8+. Elles expriment également une 

multitude de récepteurs sensibles aux signaux de danger comme de nombreuses cellules de 

l’immunité innée, tels que les « Toll-Like Receptors » (TLR) [9, 10]. Enfin, elles participent activement 

à l’induction, le maintien, l’amplification *11-13] mais aussi la régulation [14-17] du processus 

inflammatoire en interagissant directement avec d’autres cellules, notamment les neutrophiles. 

Ces fonctions plaquettaires, ainsi décrites, pourraient théoriquement être soit délétères, soit 

protectrices dans le développement d’un ALI. Pour explorer l’une ou l’autre hypothèse, nous avons 

reproduit un modèle murin d’œdème lésionnel pulmonaire induit par injection successive de 

lipopolysaccharide (LPS) et d’anticorps anti-CMH I, équivalent du HLA de classe I chez l’homme, 

modèle considéré actuellement reproductible et homogène [18], et nous avons cherché à inhiber les 

plaquettes des souris avant de déclencher l’ALI. Comprendre au mieux la place des plaquettes 

sanguines dans la physiopathologie d’un ALI visant à modéliser un TRALI pourrait permettre un 

meilleur management des patients à risques. 
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Matériels et méthodes 

Approbation de l’étude 

L'utilisation des animaux a été autorisée par le Comité d'éthique du Ministère de l'Enseignement 

supérieur et de la Recherche (numéro d'agrément : CU14N11). 

Souris 

Des souris mâles BALB/c sauvages (8-12 semaines) ont été fournies par Charles River (Charles River, 

Wilmington, USA). Les expériences ont utilisé ≥ 8 souris par groupe. 

Expérimentation animale 

Des souris mâles H2Kd BALB/c ont été pré-stimulées par injection intrapéritonéale (ip) de 

lipopolysaccharide (LPS; 0.1 mg/kg, extrait d'Escherichia Coli 0111; InvivoGen, San Diego, USA), 24 

heures avant l’injection intraveineuse (iv) d’anticorps anti-CMH I monoclonaux (mAb 34-1-2s, 1 

mg/kg, H2Kd, IgG2a, κ), ou de contrôle isotypique IgG2a, κ (eBioscience, San Diego, USA). Les souris 

ont été traitées, par voie intraveineuse, avec un anticorps anti-GPIbα polyclonal (pAb anti-GPIbα, 2 

mg/kg, IgG) ou son contrôle isotypique IgG (Abcam, Cambridge, USA), ou par voie intrapéritonéale, 

avec du ML354 (1-Methyl-5-nitro-3-phenyl-1H-indole-2-methanol, 4 mg/kg) (Tocris, Lille, France) ou 

du DMSO (1%) (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA), 30 min avant injection des anticorps anti-CMH I ou 

de l’anticorps contrôle (Figure 1). Une solution contenant de la kétamine (100 mg / kg) et de la 

xylazine (10 mg / kg) a été administrée lorsque les souris paraissaient moribondes ou après 2 heures. 

Les poumons des souris ont été recueillis et placés dans du paraformaldéhyde à 4% (Sigma Aldrich, 

Saint-Louis, USA) pendant la nuit. 

Développement de l’ALI et évaluation de l’œdème pulmonaire lésionnel 

La température des souris a été mesurée à l'aide d'une sonde rectale et d'un thermomètre 

numérique (Bioseb, Pinellas Park, USA), avant injection de l’anti-CMH I puis toutes les 10 min 

pendant 2 h ou jusqu'au sacrifice des souris. Les taux de survie des souris ont été évalués sur les 2 

heures de l’expérimentation. L’ALI a été évalué en utilisant un score du comportement des souris et 

un score de lésion pulmonaire macroscopique (Tableaux 1 et 2). Le rapport poids des 

poumons/poids du corps a été calculé. Les lavages bronchoalvéolaires (LBA) ont été obtenus par 

cathétérisation de la trachée. Un lavage a été effectué en utilisant une injection de 1 ml de PBS froid. 

Les cellules des LBA ont été centrifugées à 491 g pendant 10 minutes et remises en suspension dans 

du PBS. Les plaquettes des LBA ont été énumérées en utilisant un analyseur hématologique MS4® 

(Melet Schloesing Laboratoires, Osny, France). La concentration en protéines totales dans les LBA a 
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été évaluée par le dosage de Bradford. Le nombre de cellules dans le sang périphérique et le volume 

plaquettaire moyen (MPV) ont été déterminés par le MS4®. La ponction intracardiaque a été réalisée 

avec une aiguille de calibre 25G et une solution de citrate-dextrose anticoagulante (ACD) (Sigma 

Aldrich, Saint-Louis, USA). Les injections dans veine caudale ont été réalisées à l’aide d’une aiguille de 

calibre 30G.  

Sections pulmonaires 

Les poumons ont été incorporés dans du composé OCT (CML, Nemours, France) et placés sur l'azote 

liquide pour induire une solidification rapide. Des coupes de 8 μm ont été préparées à l'aide d'un 

microtome cryostat (Leica Microsystem, Nanterre, France). 

H&E staining and immunohistochemistry 

L'épaisseur pulmonaire et l'accumulation de fluide périvasculaire ont été évaluées après coloration 

H&E. Pour l’immunohistochimie, l’activité endogène de la péroxidase a été bloquée par une 

première incubation avec 0,3% d’H2O2. Un sérum d’albumine bovine (BSA, 3%) (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, USA) a été utilisé pour prévenir une hybridation aspécifique des anticorps. Les coupes de 

poumons ont été incubées 1 h avec des anticorps anti-CD41 monoclonaux (MWReg30, 2.5 µg/ml) ou 

des anticorps anti-Ly6G monoclonaux (1A8, 5 µg/ml; BD Biosciences, Franklin Lakes, USA). Ensuite, 

ces coupes ont été incubées avec des anticorps secondaires anti-rat monoclonaux biotinylés (G15-

337, 5 µg/ml; BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) pendant 30 min, suivi par une incubation avec de 

la streptavidine pré-diluée et du 3, 3′-Diaminobenzidine. Finalement, les coupes histologiques 

pulmonaires ont été colorées par des bains successifs dans de l’hématoxyline, de l’alcool (95%, 100%) 

et du xylène (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Les observations ont été faites avec un microscope 

Nikon Eclipse Ti-S, une caméra Nikon DS-RI2 et un logiciel Nikon NIS-Elements (Nikon, Champigny sur 

Marne, France). Les images ont été traitées avec le logiciel Image J [19]. 

Evaluation de l’activation plaquettaire ex vivo 

Du sang a été récupéré sur 20 souris. Après centrifugation à 100 g pendant 8 min, le PRP (Platelet-

Rich Plasma) a été récupéré. Tous les PRP ont alors été « poolés » et stimulés pendant 1 h sous 

différentes conditions ; non stimulées (PBS), exposées à l’anti-CMH I (1 µg ; 2.5 µg ; 25 µg), au LPS (1 

µg ; 2.5 µg ; 12.5 µg), à l’anti-CMH I et au LPS (respectivement, 25 µg ; 2.5 µg) et à un agoniste au 

récepteur PAR-4 (AYPGKF ; 10 µg) (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA). Les PRP ont finalement été 

centrifugés à 491 g pendant 10 min pour récupérer les surnageants. Des dosages des concentrations 

du PF4 ont été réalisés (Mouse CXCL4/PF4 DuoSet ELISA, R&D Systems, Minneapolis, USA) selon les 

instructions du fabricant. 
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Evaluation de l’agrégation plaquettaire ex vivo 

Les PRP ont été récupérés sur 20 souris et « poolés » de la même manière que décrite au-dessus. 

L ‘agrégation plaquettaire a été évaluée, à l’aide de l’agrégomètre plaquettaire TA-4V (Stago, Asnière 

sur seine, France), sous différents stimuli ; non stimulée (PBS) ; stimulée par l’anti-CMH I (25 µg), le 

LPS (2.5 µg ; 12.5 µg), l’anti-CMH I et le LPS (respectivement, 25 µg ; 2.5 µg) et l’agoniste au 

récepteur PAR-4 (AYPGKF ; 10 µg).  

Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été effectuées à l'aide du logiciel GraphPad Prism 5 (Graph ad, San 

Diego, USA). Une analyse statistique de type ANOVA avec correction de Bonferroni post-hoc a été 

utilisée pour comparer plus de deux groupes de données avec une distribution normale. Le test de 

Kruskal-Wallis et les tests post-hoc de Dunn ont été appliqués pour des comparaisons entre des 

données non distribuées normalement. Les scores de l’ALI et la température ont été statistiquement 

analysés en utilisant une analyse de variance bidirectionnelle. Les valeurs de P <0,05 étaient 

considérées comme significatives.  
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Résultats 

La déplétion plaquettaire limite la sévérité de l’œdème pulmonaire lésionnel induit par injection 

d’anti-CMH I 

Dans un premier temps, le but de ce travail est d’évaluer, par l’utilisation de drogues 

antiplaquettaires, la fonction des plaquettes au sein de la mécanistique de l’ALI. Le modèle murin 

utilisé repose sur deux injections successives de LPS et d’anticorps anti-CMH I, séparées de 24 

heures. Les souris contrôles n’auront connu qu’une simple injection de LPS, par voie péritonéale. 

Enfin, les souris traitées ont subi une injection, par voie intraveineuse, d’anticorps anti-GPIbα, pour 

induire une déplétion plaquettaire 30 minutes avant l’induction de l’ALI (Figure 1, A). Finalement, les 

souris ont été suivies pendant 2 heures. Les premiers résultats démontrent une protection contre le 

développement de l’ALI, suite à l’utilisation des anticorps anti-GPIbα. En effet, nous pouvons 

constater une réduction de la mortalité, d’environ 90% chez les souris modèles de l’ALI contre 40% 

après déplétion plaquettaire (Figure 2, A). La température, qui est utilisée comme un marqueur du 

choc pathologique, ne montre, cependant, aucune amélioration. Les souris, à la fois du groupe ALI 

mais également du groupe traité, présentent une chute de la température jusqu’à 6°C à partir de 30 

minutes (Figure 2, B). Finalement, l’évaluation du score pathologique de l’ALI (Tableau 1) et de celui 

reflétant l’état macroscopique des poumons (Tableau 2) évoque une amélioration significative de 

l’état général des souris. Cependant, ces deux scores restent significativement plus élevés chez les 

souris traitées avec des anticorps anti-GPIbα par rapport au groupe des souris contrôles *LPS] (Figure 

2, C et D). L’analyse spécifique du développement de l’œdème pulmonaire, évalué par le ratio du 

poids des poumons et des souris et de la concentration en protéines totales dans les LBA, démontre 

une sévérité moindre lorsque les souris sont préalablement injectées avec un anticorps anti-GPIbα. 

En revanche, ces deux paramètres restent significativement plus importants dans le groupe des 

souris [LPS + anti-CMH I + anti-GPIbα+ par rapport aux contrôles *LPS+ (Figure 3, A et B). Finalement, 

ce traitement ne prévient pas entièrement le développement de la lésion pulmonaire, observée par 

une infiltration pulmonaire importante évalué par coloration H&E (Figure 3, C).  

La déplétion plaquettaire augmente le compte des plaquettes au niveau pulmonaire mais réduit 

celui des neutrophiles. 

L’analyse du compte cellulaire montre que les souris ayant subi une injection préalable d’anticorps 

anti-GPIbα présente le taux le plus faible de plaquettes circulantes, en moyenne 167,5.106/µl pour le 

groupe [LPS + anti-CMH I + anti-GPIbα+, 285,9.106/µl pour le groupe [LPS + anti-CMH I] et 639.106/µl 

pour le groupe [LPS]. Cependant, le taux de leucocytes circulants, en particulier les neutrophiles, ne 

semble pas impacté par l’induction de l’ALI après déplétion plaquettaire (Figure 4, A). L’activation 
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des plaquettes, au niveau périphérique et dans les LBA, est similaire entre les groupes [LPS + anti-

CMH I] et [LPS + anti-CMH I + anti-GPIbα+ (Figure 4, B et D). Le taux de plaquettes détecté dans les 

LBA est significativement plus important dans le groupe [LPS + anti-CMH I + anti-GPIbα+ par rapport 

au groupe [LPS + anti-CMH I], lui-même proposant une infiltration plaquettaire significativement 

augmentée comparée aux souris contrôle (Figure 4, C). Ces résultats sont confirmés par l’analyse 

immunohistologique des plaquettes (CD41) dans les tissus pulmonaires (Figure 4, E). Cette même 

technique démontre une légère réduction de la migration des neutrophiles (Ly6G) dans l’interstitium 

pulmonaire lors de la déplétion des plaquettes circulantes des souris (Figure 4, F). 

La voie d’activation des plaquettes n’est pas dépendante du récepteur PAR-4 

Les souris ont été préalablement traitées avec une injection, par voie intrapéritonéale, de ML354 

(inhibiteur du récepteur PAR-4), 30 min avant l’induction expérimentale de la lésion pulmonaire, 

provoquée par l’administration d’anticorps anti-CMH I (Figure 1, B). Aucun effet significatif n’a été 

constaté, suite à cette inhibition, ni sur la survie (Figure 5, A), la température (Figure 5, B), le score 

pathologique (Figure 5, C) et de l’atteinte pulmonaire (Figure 5, D), le développement de l’œdème 

pulmonaire (Figure 6) ou la numération et activation cellulaire au niveau périphérique et des LBA 

(Figure 7). 

Les plaquettes sanguines sont sensibles au LPS, et au stimulus combiné du LPS et des anti-CMH I 

Les plaquettes circulantes de souris, n’ayant connu aucun stimulus, ont été récupérées, sous forme 

de PRP, et stimulées avec plusieurs réactifs testant l’activation et l’agrégation plaquettaire. Nous 

avons observé une augmentation significative de la production de PF4, marqueur de l’activité des 

plaquettes *15+, et de l’agrégation plaquettaire après stimulation avec un agoniste du récepteur PAR-

4 (AYPGKF). La stimulation des plaquettes avec des concentrations importantes en LPS (12.5 µg) 

induit une libération importante de PF4, similaire à la stimulation avec AYPGKF. Enfin, la combinaison 

des stimuli LPS et anti-CMH I, aux concentrations suboptimales, a également augmenté la 

concentration de PF4 libérée par les plaquettes (Figure 8, A). En revanche, seule la stimulation avec 

l’agoniste au récepteur PAR-4 a permis une augmentation de l’agrégation plaquettaire (Figure 8, B).  
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Discussion 

La participation des plaquettes sanguines de l’individu dans la genèse d’un TRALI est encore très 

débattue. Pendant que certains évoquent un rôle non négligeable des plaquettes du patient au sein 

de la pathogénie de cet œdème lésionnel pulmonaire transfusionnel *20-24], certains les considèrent 

comme facultatives, voire inutiles *25, 26+. Au cours de cette étude, nous avons évalué l’activité 

plaquettaire dans la physiopathologie d’un ALI expérimental mimant le TRALI, en apportant un 

traitement antiplaquettaire ; le modèle murin de l’ALI était induit par injection d’anticorps anti-CMH I 

à des souris préalablement prédisposées par une injection de LPS. 

Nous avons objectivé une inhibition limitée du développement de l’ALI (Figures 2 et 3), après 

l’injection d’anticorps anti-GPIbα, résultat intermédiaire entre les études démontrant une protection 

totale lors de la déplétion plaquettaire [23] et celles observant une absence de prévention de la 

lésion pulmonaire *25+. La protection totale, d’abord observée en 2009 *23+, peut être justifiée par 

l’utilisation d’un sérum antiplaquettaire ayant probablement eu un impact sur les leucocytes. Une 

autre étude [25], ayant induit une thrombopénie sévère chez des souris génétiquement modifiées, 

rapporte une mort importante des souris probablement en lien avec un syndrome hémorragique 

induit et pas nécessairement la conséquence de l’ALI. Notre étude rapporte également une 

augmentation importante du nombre de plaquettes dans les LBA et l’interstitium pulmonaire (Figure 

4, C et E), avec une moyenne de leur volume faible (Figure 4, D), après la déplétion des plaquettes 

circulantes. Ces derniers résultats peuvent probablement s’expliquer, en partie, par la 

thrombopoïèse plaquettaire pulmonaire décrite récemment [27], qui pourrait être, 

hypothétiquement, compensatoire de la thrombopénie induite en participant à la synthèse de 

nouvelles plaquettes. Ces résultats peuvent alors justifier la limite de protection lors de la déplétion 

des plaquettes circulantes. En effet, notre étude propose une sévérité limitée, mais pas entièrement 

résolue, tandis que deux premières études n’observaient aucun changement, lors de l’induction de 

l’ALI suite à la déplétion plaquettaire *25, 26+. Aucune preuve n’a été apportée, dans ces précédentes 

études, sur l’inhibition des plaquettes nouvellement synthétisées dans l’interstitium pulmonaire. 

Nous émettons ainsi l’hypothèse que l’activité des plaquettes sanguines présentes et produites dans 

les poumons peut prendre le relais de celle des plaquettes périphériques déplétées, lors d’un ALI. 

Finalement, nous avons tenté de déterminer les cascades d’activation des plaquettes sanguines lors 

de l’induction expérimentale de l’ALI. Dans un premier temps, nous n’observions aucune protection 

contre le développement de l’ALI après inhibition du récepteur PAR-4 (Figure 5, 6 et 7). Cependant, 

nous pouvons constater que les plaquettes sont sensibles à de fort taux de LPS seul, prouvé par une 

libération augmentée de PF4, ou à une combinaison de LPS et d’anti-CMH I à des dosages proches de 
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ceux utilisés dans notre modèle murin de l’ALI (Figure 8, A). Cependant, ces différents stimuli ne 

semblent pas impacter leur pouvoir d’agrégation (Figure 8, B). Ainsi, grâce à ces résultats, nous 

pouvons noter que les plaquettes circulantes sont également une cible des stimuli utilisés dans notre 

modèle murin pathologique. L’effet agoniste observé lors de la stimulation au LPS peut s’expliquer 

par le fait que les plaquettes expriment différents TLR à leur surface, notamment le TLR4 [10]. En 

revanche, de nouvelles investigations ont besoin d’être menées pour comprendre quel effet pourrait 

avoir les anticorps anti-leucocytaires directement sur les plaquettes, car ces dernières ont la capacité 

d’internaliser le CMH I, produit par les autres cellules immunitaires, et ensuite l’exprimer à leur 

surface [28, 29]. Finalement, cette étude pourrait apporter une compréhension significative 

concernant la physiopathologie du TRALI et, ainsi, permettre un management personnalisé des 

patients transfusés à risques.   
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Tableaux 

Tableau 1 : Evaluation du comportement des souris 

Paramètre ID animale Score 

Apparence Normal 1 

 
Manque général de toilettage 2 

 
Piloérection, décharges oculaires et nasales fraîches 3 

 
Piloérection, courbure 4 

 
Au-dessus et les yeux à moitié fermés 5 

Comportement naturel Normal 0 

 
Changements mineurs 1 

 
Moins mobile et isolé, mais alerte 2 

 
Agité ou très calme, pas alerte 3 

Etat d’hydratation Normal 0 

 
Test de pincement cutané anormal 5 

Signe clinique Fréquence respiratoire normale 0 

 
Légers changements, fréquence seulement augmentée 1 

 
Augmentation de la fréquence avec respiration abdominale 2 

 
Diminution de la fréquence avec respiration abdominale 2 

 
Respiration abdominale marquée et cyanose 3 

Comportement provoqué Normal 0 

 
Dépression mineure ou réponse exagérée 1 

 
Changement modéré du comportement attendu  2 

 
Très faible et précomateuse 3 

Total 0-19 

 

Tableau 2 : Evaluation de la dégradation macroscopique des poumons 

Score atteinte poumons Observations 

1 Entièrement rose et Sec 

2 Très peu de taches (10 % ≤ X ≥ 30 %) et Sec 

3 Quelques taches sombres (30 % < X ≥ 50 %) et peu humide 

4 Beaucoup de taches sombre (50 % < X ≥ 75 %) et humide 

5 Presque entièrement sombre (X > 75 %) et très humide 
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Figures 

Figure 1 : Evaluation des symptômes des souris 

Le protocole expérimental, in vivo, est présenté ici. Les souris sont préalablement stimulées avec une 

injection intrapéritonéale de LPS, à 0.1 mg/kg, 24 heures avec l’induction de l’ALI par injection 

intraveineuse d’anticorps anti-CMH I. Les souris sont traitées soit avec des anticorps anti-GPIbα à 2 

mg/kg, responsable de la déplétion plaquettaire (A), soit avec le ML354 à 4 mg/kg, inhibiteur de la 

voie d’activation PAR-4 (B). Les souris sont suivies pendant 2 h. 

Figure 2 : Evaluation des symptômes des souris après déplétion plaquettaire 

Les courbes de survie (A), la température rectale (B), le score du changement comportemental des 

souris (/19) (C) et le score de l’atteinte macroscopique des poumons (/5) (D) ont été mesurés. Les 

valeurs sont représentées en moyenne ± SEM (n = 16 – 25). *p < 0.05, **p < 0.01, et ***p < 0.001 

représentes les différences entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-CMH I] ; †p < 0.05, ††p < 0.01, et †††p 

< 0.001 représentes les différences entre les groupes [LPS + anti-CMH I] et [LPS + anti-CMH I + anti-

GPIbα+ ; and #p < 0.05, ##p < 0.01, et ###p < 0.001 représentes les différences entre les groupes [LPS] et 

[LPS + anti-MHC I + anti- GPIbα+. 

Figure 3 : Caractérisation de l’œdème pulmonaire après déplétion plaquettaire 

Le ratio entre le poids des poumons et des souris (A) et la concentration en protéines totales dans les 

LBA (B) ont été mesurés. La microarchitecture pulmonaire est présentée après coloration H&E pour 

chaque groupe de souris (Grossissement original x400). Barre d'échelle, 50 μm (C). Les valeurs sont 

représentées en moyenne ± SEM (n = 8 – 15). *p < 0.05, **p < 0.01, et ***p < 0.001 représentes les 

différences entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-CMH I] ; †p < 0.05, ††p < 0.01, et †††p < 0.001 

représentes les différences entre les groupes [LPS + anti-CMH I] et [LPS + anti-CMH I + anti-GPIbα+ ; 

and #p < 0.05, ##p < 0.01, et ###p < 0.001 représentes les différences entre les groupes [LPS] et [LPS + 

anti-MHC I + anti- GPIbα+. 

Figure 4 : Evaluation cellulaire après déplétion plaquettaire 

L’évaluation du compte cellulaire, au niveau périphérique, pour les plaquettes, les leucocytes, les 

neutrophiles et les monocytes a été réalisé (A). Le volume plaquettaire moyen a été évalué pour les 

plaquettes circulantes (B). La numération plaquettaire a été réalisée dans les LBA (C). Le volume 

plaquettaire moyen a été évalué pour les plaquettes pulmonaires (D). Les valeurs sont représentées 

en moyenne ± SEM (n = 8 – 25). *p < 0.05, **p < 0.01, et ***p < 0.001 représentes les différences 

entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-CMH I] ; †p < 0.05, ††p < 0.01, et †††p < 0.001 représentes les 
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différences entre les groupes [LPS + anti-CMH I] et [LPS + anti-CMH I + anti-GPIbα+ ; and #p < 0.05, ##p 

< 0.01, et ###p < 0.001 représentes les différences entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-MHC I + anti- 

GPIbα+. La coloration immunohistochimique de l’interstitium pulmonaire a été utilisée pour mesurer 

l’infiltration plaquettaire (E) et des neutrophiles (F) (Grossissement original x400). Barre d'échelle, 50 

μm. 

Figure 5 : Evaluation des symptômes des souris après inhibition du récepteur PAR-4 

Les courbes de survie (A), la température rectale (B), le score du changement comportemental des 

souris (/19) (C) et le score de l’atteinte macroscopique des poumons (/5) (D) ont été mesurés. Les 

valeurs sont représentées en moyenne ± SEM (n = 15 – 25). *p < 0.05, **p < 0.01, et ***p < 0.001 

représentes les différences entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-CMH I] ; †p < 0.05, ††p < 0.01, et †††p 

< 0.001 représentes les différences entre les groupes [LPS + anti-CMH I] et [LPS + anti-CMH I + 

ML354] ; and #p < 0.05, ##p < 0.01, et ###p < 0.001 représentes les différences entre les groupes [LPS] 

et [LPS + anti-MHC I + ML354]. 

Figure 6 : Caractérisation de l’œdème pulmonaire après inhibition du récepteur PAR-4 

Le ratio entre le poids des poumons et des souris (A) et la concentration en protéines totales dans les 

LBA (B) ont été mesurés. La microarchitecture pulmonaire est présentée après coloration H&E pour 

chaque groupe de souris (Grossissement original x400). Barre d'échelle, 50 μm (C). Les valeurs sont 

représentées en moyenne ± SEM (n = 8). *p < 0.05, **p < 0.01, et ***p < 0.001 représentes les 

différences entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-CMH I] ; and #p < 0.05, ##p < 0.01, et ###p < 0.001 

représentes les différences entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-MHC I + ML354]. 

Figure 7 : Evaluation cellulaire après inhibition du récepteur PAR-4 

L’évaluation du compte cellulaire, au niveau périphérique, pour les plaquettes, les leucocytes, les 

neutrophiles et les monocytes a été réalisé (A). Le volume plaquettaire moyen a été évalué pour les 

plaquettes circulantes (B). La numération plaquettaire a été réalisée dans les LBA (C). Le volume 

plaquettaire moyen a été évalué pour les plaquettes pulmonaires (D). Les valeurs sont représentées 

en moyenne ± SEM (n = 8 – 25). *p < 0.05, **p < 0.01, et ***p < 0.001 représentes les différences 

entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-CMH I] ; and #p < 0.05, ##p < 0.01, et ###p < 0.001 représentes les 

différences entre les groupes [LPS] et [LPS + anti-MHC I + ML354]. 

Figure 8: Activité plaquettaire sous différents stimuli 

L’activation des plaquettes, isolées dans les PRP, a été évaluée par la mesure de la concentration du 

PF4 (A) et l’agrégation plaquettaire (B) sous différents stimuli. Les valeurs sont représentées en 
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moyenne ± SEM (n = 5 – 10). *p < 0.05, **p < 0.01, et ***p < 0.001 représentes les différences par 

rapport au groupe non stimulé (NS).  
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Figure 1 : Evaluation des symptômes des souris  

A 

B 



 

157 
 

 

Figure 2 : Evaluation des symptômes des souris après déplétion plaquettaire 
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Figure 3 : Caractérisation de l’œdème pulmonaire après déplétion plaquettaire 
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Figure 4 : Evaluation cellulaire après déplétion plaquettaire  
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Figure 5 : Evaluation des symptômes des souris après inhibition du récepteur PAR-4  
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Figure 6 : Caractérisation de l’œdème pulmonaire après inhibition du récepteur PAR-4 
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Figure 7 : Evaluation cellulaire après inhibition du récepteur PAR-4  
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Figure 8: Activité plaquettaire sous différents stimuli  
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Supplemental figure 1 : Agrégation plaquettaire 

 

Représentation des profils d’agrégation en fonction des stimulations. Chaque profil représente un échantillon caractéristique de chaque stimulation ; NS (A), 

anti-CMH I - 25 µg (B), LPS - 2.5 µg (C), LPS - 12.5 µg (D), anti-CMH I - 25 µg + LPS - 2.5 µg (E), PAR-4 - 10 µg (F). 

A B C 

D E F 
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Manuscrit IV : La neutralisation du complexe protéique 

CD40/CD40L inhibe le développement d’œdème 

pulmonaire lésionnel induit dans un modèle murin par 

injection de lipopolysaccharide et d’anticorps anti-CMH I 

“The neutralization of CD40/CD40L complex inhibits Acute Lung 

Injury development in a mouse model induced through 

lipopolysaccharide and anti-MHC I mAb injection” 

Article soumis dans « Critical Care »
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Comme vu précédemment, le TRALI propose une pathogénie très complexe mettant en 

jeu diverses cellules de l’inflammation, telles que les neutrophiles, les plaquettes et les cellules 

endothéliales [104, 274-276]. Certains évoquent même l’implication d’autres cellules, c’est le cas 

des monocytes [277] ou des macrophages pulmonaires [278]. Même si aucun consensus actuel n’a 

validé les vraies cellules impliquées (neutrophiles vs monocytes vs macrophages pulmonaires vs 

plaquettes sanguines), un point commun existe entre toutes ces cellules, l’implication du 

complexe protéique CD40/CD40L. Les plaquettes sanguines, par la production d’environ 95% 

du CD40L soluble, agoniste à la forme membranaire, sont au cœur d’une physiopathologie 

dépendant du couple CD40/CD40L [89]. Ce couple immun participe activement à 

l’établissement de l’immunité innée, adaptative et, de façon plus générale, de l’inflammation [74]. 

En ciblant ce complexe protéique, nous avons donc émis l’hypothèse d’une inhibition de l’ALI, 

induit dans un modèle murin par des injections successives de LPS et d’anticorps anti-CMH I.  

Plutôt que l’activation cellulaire, c’est la migration des neutrophiles et des plaquettes 

sanguines, depuis le compartiment vasculaire jusqu’à l’espace alvéolaire qui a été ciblée. En effet, 

dans le compartiment sanguin, l’inflammation n’est pas limitée, sous traitement à base d’anticorps 

anti-CD40L neutralisant, mais l’activité des neutrophiles et des plaquettes au niveau pulmonaire 

est sensiblement réduite. L’inhibition du couple CD40/CD40L semble, au cours de cette étude, 

avoir également un impact sur les monocytes, paramètre qui mériterait une investigation plus 

approfondie. Cette étude met en avant un rôle trop longtemps sous-estimé du complexe 

protéique CD40/CD40L dans la physiopathologie du TRALI. 
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Abstract 

Platelet transfusions can cause adverse reactions in their recipients, including transfusion-related 

acute lung injury (TRALI), a type of respiratory distress that occurs within 6 h of transfusion. The 

pathophysiology of TRALI depends on a number of signaling pathways and the role played by blood 

platelets remains controversial. Platelets are important in inflammation, particularly via the 

immunomodulator complex CD40/CD40L. Here, we studied the specific function of the CD40/CD40L 

complex in regulating an experimental ALI model that mimics TRALI. A mouse model of immune ALI 

was triggered by injection of LPS and an anti-MHC I antibody, and the effect of injection of a 

neutralizing anti-CD40L antibody before induction of ALI investigated. The characteristics of ALI were 

decreased body temperature, pulmonary lesions, and immune cell infiltration into the alveolar space. 

Pulmonary infiltration was evaluated by blood counts of specific immune cells and their detection in 

lung sections. Inhibition of the CD40/CD40L immunomodulator complex significantly reduced cellular 

communication and the development of pulmonary edema. Hence, our results indicate that targeting 

of the CD40/CD40L complex could be an important method to prevent ALI/TRALI. We conclude that 

improvement of the conditions under which platelet concentrates are prepared and stored would 

assist in control of the risk of TRALI and may provide the clinical safety and effectiveness of platelet 

transfusion.   
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Introduction 

There are two main etiologies of respiratory distress in transfusion. The first is transfusion associated 

circulatory overload (TACO), which is characterized by hydrostatic pulmonary edema and increased 

left arterial pressure. Conversely, the development of permeability pulmonary edema, accompanied 

by hypotension, indicates transfusion related acute lung Injury (TRALI), including mild or atypical 

forms, referred to as possible-TRALI (pTRALI) [1]. The incidence of typical TRALI can be greatly 

reduced by the removal of plasma-rich blood components, which include anti-MHC class I or class II 

[2]. Moreover, the substitution of platelet concentrate (PC) plasma with platelet additive solution 

also led to a marked reduction in inflammatory complications in general, and TRALI in particular [3]. 

Nevertheless, cases of pTRALI and TRALI continue to be reported, since this pathology appears to be 

affected not only by the transfusion product, but also by patient characteristics [4].  

A “two-hit” model has been proposed for the classical form of TRALI *5+, whereby inflammatory 

conditions present in some transfused recipients strongly predispose them to the development of 

pathology, resulting in changes to the phenotypes of inflammatory cells, such as neutrophils, 

platelets, and endothelial cells [6, 7]; this is the priming event. The second hit results from 

transfusion of anti-leukocyte antibodies [8] and/or soluble mediators [9] present in blood. A mouse 

model was proposed, in 2009, to mimic the hypothesis of the “two-hit” pathophysiology of human 

TRALI [10]. This experimental TRALI is based on a first injection of LPS, to reproduce the priming step, 

followed by an intravenous injection of anti-MHC I mAb, to induce pulmonary edema. 

CD40 is a membrane protein found on many immune and inflammatory cells, and CD40 ligand 

(CD40L) is also expressed on the surface of various immune cells [11]. Soluble CD40L (sCD40L) is an 

agonist of CD40L, 95% of which is secreted by platelets [12]; it is derived either from alternative 

mRNA splicing of CD40L or after cleavage of the CD40L protein by MMP2 [13]. The interaction 

between CD40 and CD40L is central to numerous innate and adaptive immune functions [14], and to 

many pathologies [15]; the CD40/CD40L complex is considered pro-inflammatory [13] and sCD40L 

appears to impact transfusion reactions and to accumulate with time in storage, particularly in PC 

[16-19].  

Several factors justify interest in sCD40L in the context of TRALI. First, from a transfusion perspective, 

sCD40L levels correlate with PC storage time [20, 21]. Blumberg et al. demonstrated that transfusion, 

febrile, and allergic reactions were significantly correlated with high levels of sCD40L in PC [22]. 

Nevertheless, the role of the CD40/CD40L complex in TRALI is controversial. Some reports 

unequivocally indicate its involvement [23] while others deny such claims [24]. Second, this 

molecular complex, which is pivotal in both innate and adaptive immunity [13], is often implicated in 
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other forms of ALI, such as sepsis [25-28]. Such pathology depends on: (i) the formation of a cellular 

tri-complexes of neutrophils, endothelial cells, and platelets; (ii) transmigration of neutrophils and 

platelets into the alveolar space; and (iii) pulmonary complications [29]. Further, significant levels of 

sCD40L are observed in TRALI-implicated PCs and in the plasma of 67% of TRALI patients post-

reaction [23]. Finally, in three animal models of ALI, induced by hyperventilation [30], radiation [31], 

or following endotoxemia [32], pathophysiology appeared to be CD40/CD40L dependent.  

Given the severity of TRALI and the continued use of transfusions for severely affected patients, risk 

reduction strategies targeting key molecules, including serum sCD40L, represent a potential route to 

improvement of this condition. Here we investigated sCD40L as a therapeutic target in a mouse 

“two-hit” acute lung injury (ALI)/TRALI model. We identified a central role for CD40/CD40L in both 

intercellular communication and the migration of polymorphonuclear cells into the alveolar space, a 

phenomenon key to the induction of TRALI. Further, we demonstrate that inhibition of CD40/CD40L 

was effective in preventing pulmonary edema. 
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Materials and methods 

Study approval 

Animal use was by the authorization of the Ethics Committee of the French Ministry of Higher 

Education and Research (approval number: CU14N11). 

Mice 

Male BALB/c wild-type mice (8–12 weeks old) were purchased from Charles River (Charles River, 

Wilmington, USA). Experiments used ≥ 4 mice per group. Experimental groups were: PBS *baseline+; 

LPS [control]; LPS + Anti-MHC I mAb [ALI model]; LPS + Anti-MHC I mAb + neutralizing anti-CD40L 

mAb [treated mice]; and LPS + Anti-CD40L mAb [treatment control]. 

Animal experiments 

Male H2Kd BALB/c mice were primed by intraperitoneal (i.p.) injection of lipopolysaccharide (LPS, 0.1 

mg/kg, extracted from Escherichia Coli 0111; InvivoGen, San Diego, USA), 24 h before challenge with 

intravenous (i.v.) anti-MHC I monoclonal antibody (mAb 34-1-2s; 1 mg/kg; H2Kd; IgG2a, κ) or IgG2a, κ 

isotype control (eBM2a) (eBioscience, San Diego, USA). Mice in the treatment group were 

intravenously administered with 4 mg/kg anti-CD40L mAb (MR1) or IgG3, κ Isotype control (E36-239) 

(BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA) 30 min prior to challenge with anti-MHC I mAb or isotype 

control (Figure S1). Ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) were administered when mice 

appeared moribund or after 2 h. After death, mouse lungs were collected and placed in 4% 

paraformaldehyde (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA) overnight. 

TRALI development and edema evaluation 

Mouse temperatures were measured using a rectal probe and digital thermometer (Bioseb, Pinellas 

Park, USA), prior to anti-MHC I injection and then every 10 min for 2 h, or until death. Mouse survival 

rates were evaluated for 2 h and at 48 h following treatment. First set of mice were used to calculate 

wet lung to body weight ratio. Other set of mice were used to obtain bronchial lavage fluid (BAL) 

through a tracheotomy with a 25-gauge catheter before the pneumonectomy. Lavage was conducted 

using a 1 ml injection of cold PBS flushed back three times. BAL cells were centrifuged at 491 g for 10 

min and resuspended in PBS. BAL platelets were enumerated using an MS4™ Hematology Analyzer 

(Melet Schloesing Laboratoires, Osny, France). BAL total proteins were evaluated by Bradford assay. 

Peripheral-blood cell number and MPV were determined using the MS4™. Intracardiac puncture was 

conducted with a 25-gauge needle and anticoagulant citrate-dextrose solution (Sigma Aldrich, Saint-
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Louis, USA). Tail vein injections used a 30-gauge needle. Plasma samples were collected and stored. 

The BAL platelet ratio was calculated as follows: (
            

                             
)       

Lung sections 

Lungs, for which no BAL has been performed, were embedded in OCT compound (CML, Nemours, 

France), placed over liquid nitrogen to induce rapid solidification. For hematoxylin and eosin (H&E) 

staining (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), immunohistochemistry, and immunofluorescence, 8 µm 

sections were prepared using a cryostat microtome (Leica Microsystem, Nanterre, France). 

H&E staining and immunohistochemistry 

Pulmonary cellular exudate area was evaluated through stereological assessment, as previously 

described [33], after H&E staining. For immunohistochemistry, endogenous peroxidase activity was 

blocked with 0.3% H2O2. Bovine serum albumin (BSA, 3%) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) was used 

to block nonspecific hybridization, sections were incubated for 1 h with anti-CD41 mAb (MWReg30, 

2.5 µg/ml) or anti-Ly6G mAb (1A8, 5 µg/ml; BD Biosciences, Franklin Lakes, USA). Sections were then 

incubated with biotinylated secondary anti-rat mAb (G15-337, 5 µg/ml; BD Biosciences, Franklin 

Lakes, USA) for 30 min, followed by pre-diluted streptavidin and 3, 3′-Diaminobenzidine. Sections 

were counterstained by successive immersion in hematoxylin, alcohol (95%, 100%) and xylene 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Observations were made with a Nikon Eclipse Ti-S microscope, 

Nikon DS-RI2 camera and Nikon NIS-Elements software (Nikon, Champigny sur Marne, France). 

Images were processed with Image J software [34]. 

Immunoassays 

MPO and PF4 (Mouse Myeloperoxidase DuoSet ELISA and Mouse CXCL4/PF4 DuoSet ELISA, R&D 

Systems, Minneapolis, USA) were measured in plasma and BAL according to the manufacturer’s 

instructions. Plasma IL-6, MIP-2 (Mouse IL-6 DuoSet ELISA and Mouse CXCL2/MIP-2 DuoSet ELISA 

R&D Systems, Minneapolis, USA), and sCD40L (Mouse TH17 Magnetic Bead Panel Multiplex Assay, 

Merck Millipore, Billerica, USA) were measured according to manufacturer’s instructions. NETs were 

evaluated in mouse plasma by ELISA as previously described [35]. Values for soluble NET formation 

are expressed as percentage increase in absorbance above control, calculated as follows: 

(
(           )

       
)      

Neutrophil-platelet aggregate (NPA) assay 



 

173 
 

Immediately following whole blood collection, flow cytometry was used to evaluate NPA formation. 

PE-anti-CD45 mAb (30-F11) and APC-anti-Ly6G mAb (1A8) (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) were 

used to identify neutrophils. FITC-anti-CD41 mAb (MWReg30) was used to identify platelets among 

the CD45/Ly6G neutrophil population; a positive FITC signal in this population was considered to 

indicate NPA. Analysis was performed using FACSCANTO II (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) and 

FlowJo™ software (FlowJo, Ashland, USA). 

 Phenotypic characterization of neutrophils  

Neutrophils were identified in whole blood using PE-anti-CD45 mAb (30-F11) and APC-anti-Ly-6G 

mAb (1A8). Neutrophil surface Mac-1 (CD18) and CD40 were identified with FITC-anti-CD18 mAb 

(M18/2) and Pacific BlueTM-anti-CD40 mAb (3/23) (BioLegend, San Diego, USA). Flow cytometry and 

software analysis were as described above.  

Immunofluorescence assays 

Pulmonary-interstitial co-localization of platelets and neutrophils was by direct immunofluorescence. 

Pulmonary sections were blocked with 10% BSA and incubated with anti-CD41 mAb (MWReg30, 1 

µg/ml; Abcam, Cambridge, USA) and anti-Ly6G mAb (1A8, 5 µg/ml) simultaneously for 1 h in a 

humidified chamber. Next, secondary Alexa fluor™ 488-anti-rabbit mAb (2 µg/ml) and Cy5™-anti-rat 

mAb (5 µg/ml; Abcam, Cambridge, USA) were added for 1 h. Nuclei were stained with 4', 6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI). Images and overlay were treated with Image J software [34]. 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5 software (Graph ad, San Diego, USA). 

Unpaired Student’s t-tests were used for comparisons between two groups if the data were normally 

distributed (as determined by Kolmogorov-Smirnov test), with Mann Whitney tests applied for non-

normally distributed data. ANOVA with post-hoc Bonferroni correction was used for comparisons 

among more than two groups of data with normal distribution, with the Kruskal-Wallis and Dunn’s 

post-hoc tests applied for comparisons among non-normally distributed data. Temperature and 

mouse ALI scores over 48 h were calculated using two-way analysis of variance. Correlations were by 

Spearman’s test. P-values < 0.05 were considered significant.  
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Results 

Anti-CD40L monoclonal antibody prevented pulmonary edema in the TRALI mouse model  

Injection of anti-MHC I (H2kd) mAb in Balb/c mice, conditioned by prior (24 h) LPS injection, resulted 

in mortality of 60% of animals within 2 h. LPS injection alone had no effect on mortality at 2 h. 

Treatment with anti-CD40L neutralizing antibody 30 min prior to anti-MHC I injection completely 

prevented mortality at 2 h (Figure 1A). Mice in the [LPS + anti-MHC I] group, which mimicked TRALI, 

were hypothermic, with rectal temperatures approximately 8°C below those of both [PBS] and [LPS] 

control group mice. Injection of anti-CD40L neutralizing antibody, 30 min before anti-MHC I antibody, 

maintained normothermia. The mean temperature reduction in [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] mice 

was ≤ -3°C between 20–50 min, and in the last hour the difference was < -2°C and not significantly 

different from controls (Figure 1B). Transfusion ALIs, particularly ALI lesions, are characterized by 

pulmonary edema. Pulmonary edema was more pronounced in the [LPS + anti-MHC I] group than in 

[LPS] control group. The injection of anti-MHC I after priming with LPS induced a dramatic 

deterioration of the lungs, as visualized by their violet color and moist appearance, suggestive of 

pulmonary infiltration (Figure 1C). In contrast, the general appearance of the lungs in [LPS + anti-

MHC I + anti-CD40L] mice was equivalent to that of [LPS] controls (Figure 1C). Significant increases 

were observed in wet lung mass/body mass ratio and total protein in bronchoalveolar lavage (BAL) in 

[LPS + anti-MHC I] mice compared with [LPS] controls (p < 0.001), while treatment with intravenous 

anti-CD40L significantly reduced these two parameters (Figure 1D–E). H&E staining of the pulmonary 

interstitium revealed pulmonary infiltration, evidenced by pulmonary cellular exudate, in [LPS + anti-

MHC I] mice, while the pulmonary parenchyma of [LPS] controls and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] 

treated mice showed no evidence of infiltration (Figure 1F; quantified in Figure 1G). These results 

suggest that prophylactic injection of anti-CD40L neutralizing antibodies could prevent pulmonary 

edema triggered by treatment with LPS and anti-MHC I and consequently the development of ALI in 

this model of TRALI. 

Anti-CD40L reduces lung infiltration by circulating leukocytes and platelets  

Levels of circulating platelets were slightly reduced after LPS injection, and subsequent anti-MHC I 

injection significantly exacerbated this thrombocytopenia (p < 0.001). Administration of anti-CD40L 

prior to anti-MHC I injection significantly limited the severity of the thrombocytopenia (p < 0.05), 

although platelet levels remained significantly lower compared with untreated controls (p < 0.001) 

(Figure 2A). LPS injection alone produced a modest increase in platelets in BAL. After anti-MCH I 

lesional induction, the BAL platelet level increased by approximately 2.6 times on average as 

compared to the [LPS] control group. Prior Injection of anti-CD40L, significantly reduced the platelet 
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infiltrate (p < 0.01) (Figure 2B). Circulating levels of leukocytes, particularly neutrophils, increased 

significantly following LPS injection (p < 0.05), and subsequent treatment with anti-MHC I normalized 

the number of neutrophils; moreover, injection of anti-CD40L did not alter baseline neutrophil levels 

observed in ALI mice. LPS injection induced a significant elevation in monocytes (p < 0.05), which was 

maintained following injection of anti-MHC I antibodies (p < 0.01); however, levels decreased on 

injection with the anti-CD40L antibody, returning to basal levels (PBS control) (Figure 2C).  

In parallel, examination of the pulmonary parenchyma showed a greater infiltration of platelets and 

neutrophils in [LPS] mice than in the [PBS] control group. The addition of anti-MHC I amplified the 

infiltration whereas the injection of anti-CD40L [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] decreased and 

normalized levels of platelets (Figure 2D) and neutrophils (Figure 2E). Platelet proportion in BAL 

samples, considered partly migratory, were increased in [LPS + anti-MHC I] mice compared with [LPS] 

control and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] treated groups, and were significantly higher in [LPS + 

anti-MHC I + anti-CD40L] group (41.34%) compared with [LPS] mice (17.74%) (p < 0.001) (Figure 2F). 

Blood platelet numbers were significantly and negatively correlated with BAL platelet levels (p < 

0.0001 and Pearson r = -0.6339) (Figure 2G). Hence, injection of anti-CD40L antibody considerably 

affected platelet and leukocyte levels in the pulmonary parenchyma, possibly because of cellular 

migration/relocation coupled with pulmonary thrombopoiesis [36]. 

Anti-CD40L antibody limits neutrophil and platelet activation induced by LPS and anti-MHC I 

antibody to a limited extent in blood and sustainably in lungs  

The levels of activated neutrophils and platelets were evaluated by measuring myeloperoxidase 

(MPO) [37] and platelet factor-4 (PF4) [38], respectively. Concentrations of MPO (Figure 3A) and PF4 

(Figure 3B) were considerably increased in [LPS + anti-MHC I] mice compared with [LPS] controls in 

both plasma and BAL. Anti-CD40L reduced levels of PF4 in the blood and of FP4 and MPO in BAL, 1.9-, 

33-, and 3.5-fold, respectively (Figure 3A–B). Mean platelet volume (MPV), a characteristic of platelet 

activation [39], was evaluated to assess the pathophysiological involvement of platelets in ALI. An 

increase in MPV in [LPS + anti-MHC I] versus [LPS] mice was observed in blood, but not BAL, where 

basal MPV was high. Anti-CD40L antibodies neutralized MPV increases in the blood, with levels 

equivalent to those observed after treatment with LPS alone; however, anti-CD40L antibody 

treatment also led to a further increase in MPV in the lungs compared with [LPS + anti-MHC I] mice 

(Figure 3C). To confirm BAL platelet activation in [LPS + anti-MHC I] mice, the concentration of 

thromboxane B2 (TxB2) was measured. The levels of TxB2 in [LPS + anti-MHC I] mice were elevated 

compared with both control [LPS] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] mice (Figure 3D), consistent 

with the results of PF4 assessment (Figure 3B). TxB2 was only measured in BAL, because the sampling 
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method precluded its measurement in blood. Hence, our results indicate that platelet activation is 

reduced by anti-CD40L, in both blood and lungs. In contrast, neutrophil activation was apparently 

irreversible in the blood, despite the inhibition of the CD40/CD40L immune complex (sCD40L). 

Effect of anti-CD40L on levels of NPA in blood and lung: importance of Mac-1  

Levels of NPA formation were evaluated in this model of ALI, since their presence is a pathogenic risk 

factor for both sepsis and ALI [40]. After LPS injection, levels of NPA relative to the neutrophil 

population were 3%, and injection of anti-MHC I [LPS + anti-MHC I] and anti-CD40L [LPS + anti-MHC I 

+ anti-CD40L] antibodies led to significant decreases (p < 0.001), to approximately 35% and 11%, 

respectively. Furthermore, NPA level was significantly reduced in neutralizing anti-CD40L treated 

mice compared to anti-MHC I induced ALI mice (p < 0.01) (Figure 4A). Neutrophil extracellular traps 

(NETs), comprised of platelets and neutrophils [35], were also evaluated. NETosis is particularly 

increased in the presence of gram-negative bacteria or LPS [41]. NETs were considerably reduced in 

blood from [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] compared with [LPS + anti-MHC I] mice (Figure 4B). 

Moreover, levels of neutrophil surface Macrophage-1 antigen (Mac-1) and CD40 were examined 

following treatment with anti-CD40L antibody. The mean fluorescence index (MFI) for Mac-1 differed 

considerably among groups and was 1.4 and 2 times higher in [LPS + anti-MHC I] mice compared with 

[LPS] and [LPS + anti-MHC I + antiCD40L] mice, respectively. Similarly, levels of CD40 were 

significantly higher in [LPS + anti-MHC I] mice (p < 0.05) (Figure 4C). A positive and significant 

correlation was observed between Mac-1 and CD40 expression (Pearson r = 0.7463 and p = 0.0002; 

Figure 4D). Immunofluorescence detection of platelets (CD41) and neutrophils (Ly6G) indicated 

higher levels of their co-localization in the interstitium in [LPS + anti-MHC I] compared with [LPS] and 

[LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] mice (Figure 4E). These observations were consistent with the 

observed reduction in platelet and neutrophil infiltration following treatment with anti-CD40L 

antibodies (Figure 2D–E).  

The pulmonary inflammation created by LPS and anti-MHC I injection resolves after 48 h, following 

parenteral injection of anti-CD40L 

In this model of ALI, local/regional inflammation was evaluated by measurement of IL-6 and 

macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2) in plasma from the different groups of mice. Both IL-6 

and MIP-2 increased by approximately 2- and 3-fold, respectively, compared with controls after LPS 

and anti-MHC I administration and injection of anti-CD40L did not influence their levels (Figure 5A–B; 

Table 1). sCD40L levels in plasma were altered by injection of anti-CD40L in [LPS +anti-MHC I] mice 

(Figure 5C; Table 1). Inflammation was evaluated 48 h after challenge with anti-MHC I in [LPS + anti-

MHC I + anti-CD40L] mice, in comparison with 'baseline' mice (injected with PBS). The aim was to 
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evaluate whether recovery could be considered complete, i.e. equivalent to the basal levels 

measured in mice that have never undergone an inflammatory stimulus. [LPS + anti-MHC I] mice 

were not included in this experiment because they were too affected and sacrificed in agreement 

with the ethic committee (approval number: CU14N11). At 48 h follow-up, [LPS + anti-MHC I + anti-

CD40L] mice all survived (Figure S6), whereas only 40% of [LPS + anti-MHCI] mice survived after 2 h 

(Figure 1A). In [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] mice, platelet (Figure 6A), total leukocyte (Figure 6C), 

and monocyte (Figure 6E) counts returned to baseline after 48 h in blood, as did the platelet count in 

BAL (Figure 6B). The difference in neutrophil counts persisted, with significantly fewer circulating 

neutrophils relative to [PBS] mice (p < 0.01) (Figure 6D). Using these same mice, we re-evaluated 

levels of IL-6, MIP-2, and MPO. Despite a two-fold increase in MPO levels in [LPS +anti-MHC I + anti-

CD40L] compared with [PBS] mice at 48 h, the increases in these three cytokines tended to recede 

after 2 h (Figure 6F–H). In conclusion, in the short term anti-CD40L antibody did not appear to 

resolve the inflammation induced by anti-MHC I antibody; however, 48 h after anti-MHC I antibody 

injection, inhibition of CD40/CD40L complex formation appeared to almost completely resolve the 

consequences of anti-MHC I antibody administration. 
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Discussion 

The incidence of immune post-transfusional, particularly lesional, respiratory distress has decreased 

because of improved selection of donors and donations; however, the increase occurrence of non-

immune TRALI after transfusions of blood components [42], which contains few pathogenic 

mediators, highlights the need to better understand ALIs. Moreover, lesional edema and overload 

take various forms, particularly in patients subject to critical (intensive) care protocols. For improved 

management of these patients, a better model of lesion pathophysiology is required.  

To develop a preventive treatment for TRALI, we used a mouse model to determine the role of the 

CD40/CD40L complex in ALI/TRALI pathophysiology. Anti-CD40L reduced pulmonary edema (Figures 

1), platelet activation in blood and infiltrated tissues (Figure 3B–D), cellular pulmonary relocation 

(Figure 2D–E, 4E) and neutrophil activity in the lungs (Figure 3A). Anti-CD40L also appeared to limit 

intercellular communication, particularly between neutrophils and platelets, evidenced by decreases 

in NPA formation and NETs (Figure 4A–B), which correlated with low Mac-1 expression on 

neutrophils (Figure 4C). Follow-up of treated mice showed almost complete recovery following 

CD40/CD40L inhibition (Figure 6). The main limitation of this treatment was that inflammation wasn’t 

prevented following the injection of anti-CD40L (Figures 2A–C, 5).  

Our data suggest a protective role of neutralizing anti-CD40L mAb to prevent pulmonary edema 

formation. These findings do not accord with previous observation investigating the influence of 

CD40/CD40L complex in a “one-hit” mouse model of TRALI. Treatments with ciglitazone and 

neutralizing anti-CD40L do not prevent TRALI development in mice [24]. Nevertheless, the used 

mouse model was different than the one used in our study, considered as the reference mouse 

model of TRALI *10+. Effectively, the used mouse model consisted to a “one-hit” model of TRALI with 

a single anti-MHC I injection at 4.5 mg/kg, whereas we used a “two-hit” mouse model more 

representative of the recognized “two-hit” hypothesis of human TRALI *8+. This difference may 

explain the absence of protection against the development of TRALI observed in our study during the 

inhibition of the CD40/CD40L interaction.  

Our data suggest that anti-CD40L mAb inhibits neutrophil migration, rather than activating or 

regulating inflammation in ALI/TRALI in mice. These results are consistent with reports 

demonstrating the direct impact of antibodies on CD40/CD40L complex inhibition, via Mac-1 on the 

neutrophil surface [28, 43, 44]. Mac-1 is directly involved in neutrophil migration [45], cellular 

interactions between neutrophils and platelets via the Mac-1/GPIbα complex [46], and 

communication between neutrophils and endothelial cells [44, 45]. The interaction between platelets 

and neutrophils may be responsible for amplified platelet sCD40L production, promoting complex 
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formation [47]. Platelet-secreted sCD40L induces chemokine release by endothelial cells, promoting 

neutrophil attachment and migration in the alveolar space, conditioned by TRALI [48]. sCD40L also 

influences platelet activation and migration into the alveolar space. Since platelets are an important 

source of sCD40L and CD40 membrane protein [12], autocrine and paracrine positive feedback would 

be expected to amplify platelet and (indirectly) neutrophil transmigration, during TRALI onset. 

Indeed, the involvement of platelets in TRALI has previously been postulated [10, 49]. Neutrophil 

migration from the blood to the lungs may be dependent on platelet activation, since the close 

communication between these two cell types enhances neutrophil migration [35, 50]. Notably, the 

lungs are a significant source of thrombopoiesis in mice, similar to the bone marrow [36]. The 

changes in BAL platelet levels observed in this study are consistent with both ALI/TRALI-related 

platelet and neutrophil migration and compensatory pulmonary thrombopoiesis due to ALI-induced 

thrombocytopenia. In support of this hypothesis, MPV, a platelet activation marker [39], decreased 

in BAL of mice injected with anti-MHC I (Figure 3C). This may be due to high levels of pulmonary 

production of new platelets, which would be less likely to be activated and, therefore, lower in 

volume (Figure S4).  

The main limitations of this study are: lack of direct visualization of platelet and neutrophil relocation 

from the vasculature to the lung parenchyma; lack of direct measurement of communication 

between neutrophils and endothelial cells, a key parameter in the extravasation of neutrophils to the 

alveolar space [45]; and lack of distinction between platelets recruited from the periphery and those 

produced locally, in the lungs. Our study did not explore monocytes in depth, only their numbers; 

although a previous study demonstrated that 34-1-2s anti-MHC I antibody can directly activate this 

cell type [51]. ALI, and TRALI in particular, likely involves various cell types in addition to neutrophils. 

Our study shows a regulation of neutrophil and platelet activity under neutralizing anti-CD40L mAb, 

but this treatment may also prevent other inflammatory cell activity participating in TRALI 

development. Indeed, several studies mentioned other cells, with the capacity to expose CD40 

and/or CD40L on their surface, implicated in some experimental TRALI pathophysiology, like 

dendritic cells [37], T regulatory lymphocytes [37], pulmonary macrophages [52] and monocytes [51].  

Our data address the reversibility of several events that are considered characteristic of ALI and 

TRALI during lesion development (second hit); however, we anticipate that better understanding of 

patient risk factors and the first-hit of TRALI could suggest prophylactic and curative treatments. 

Identification of patients at risk for ALI will enable preemptive personalized treatments, facilitating 

both improved patient management and cost reduction. Overall, our data indicate that improvement 

of the conditions under which platelet concentrates are prepared and stored to reduce sCD40L levels 

could help to control of the risk of TRALI.  
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Table 1. Inflammatory cytokine levels in treated and untreated TRALI mouse models and controls 

IL-6, MIP-2, and sCD40L levels were determined in plasma by ELISA for each group of mice. Data are 

presented as means ± SEM (n = 4–10). **p < 0.01 and ***p < 0.001 indicate significant differences 

compared with the [LPS] group. ###p < 0.001 indicates a significant difference compared with the [LPS 

+ anti-MHC I + anti-CD40L] group.  

Experimental group Plasma IL-6 (pg/ml) Plasma MIP-2 

(pg/ml) 

Plasma sCD40L (pg/ml) 

PBS 22.92 ± 0.38 29.64 ± 0.49 144.38 ± 0.72 

LPS 26.80 ± 1.72 32.00 ± 1.81 162.95 ± 1.03 

LPS + Anti-MHC I 58.26 ± 9.43*** 97.25 ± 22.48** 365.03 ± 2.15***,### 

LPS + Anti-MHC I + Anti-CD40L 47.58 ± 5.52** 91.75 ± 23.86** 223.75 ± 5.82 

LPS + Anti-CD40L 28.71 ± 1.717 36.43 ± 2.59 157.10 ± 1.60 
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Figure Legends 

Figure 1. Evaluation of ALI development. Survival curves (A) and rectal temperatures (B) were 

measured for each experimental group. The general appearance of the lungs (C) is represented for 

each group of mice. Wet lung to body weight ratio (D) and BAL total protein concentration (E) were 

measured for each group of mice. Lung microarchitecture is presented after H&E staining (F) for each 

group of mice (Original magnification x400). Scale bar, 50 μm. Pulmonary cellular exudate area was 

measured in ratio to the microscopic field (G). Data are presented as means ± SEM (n = 4–10). *p < 

0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 indicate differences between the [LPS] and [LPS + anti-MHC I] 

groups; †p < 0.05, ††p < 0.01, and †††p < 0.001 indicate differences between the [LPS] and [LPS + anti-

MHC I + anti-CD40L] groups; and #p < 0.05, ##p < 0.01, and ###p < 0.001 indicate differences between 

the [LPS + anti-MHC I] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups. 

Figure 2. Evaluation of cell migration. Numbers of platelets in peripheral blood (A) and BAL (B), and 

of leukocytes, neutrophils, and monocytes in peripheral blood (C) were measured for each group of 

mice. Immunohistochemistry staining characteristic of platelet (CD41) (D) and neutrophil (Ly6G) (E) 

infiltration in the lungs are presented for each mouse group (Original magnification x400). Scale bar, 

50 μm. Blood and BAL platelet proportions are presented for each group of mice (F). Data are 

presented as means (n = 4–10). §p < 0.05, §§p < 0.01, and §§§p < 0.001 indicate differences between the 

[PBS] and [LPS] groups; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 indicate differences between the [LPS] 

and [LPS + anti-MHC I] groups; †p < 0.05, ††p < 0.01, and †††p < 0.001 indicate differences between the 

[LPS] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups; and #p < 0.05, ##p < 0.01, and ###p < 0.001 indicate 

differences between the [LPS + anti-MHC I] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups.. Correlation 

between blood and BAL platelet levels (G) was evaluated for all mice (n = 38). Spearman’s correlation 

and the coefficient of determination are represented by r and r², respectively, and p < 0.05 was 

considered statistically significant. 

Figure 3. Evaluation of neutrophil and platelet activation. Quantification of MPO (A) and PF4 (B) in 

both plasma and BAL. MPV, in whole blood and BAL (C), was determined by MS4® analysis for each 

group of mice. TxB2 in BAL (D) was evaluated by ELISA for each group of mice. Data are presented as 

means ± SEM (n = 4–10). *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 indicate differences between the [LPS] 

and [LPS + anti-MHC I] groups; †p < 0.05, ††p < 0.01, and †††p < 0.001 indicate differences between the 

[LPS] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups; and #p < 0.05, ##p < 0.01, and ###p < 0.001 indicate 

differences between the [LPS + anti-MHC I] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups. 

Figure 4. Evaluation of neutrophil and platelet interaction. The proportion of blood NPA in 

neutrophil populations (A) was determined by flow cytometric analysis for each group of mice. The 
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percent NET increase in blood (B) was evaluated by immunoassay for each mouse group. Mac-1 and 

CD40 MFI values for circulating neutrophils (C) are presented for each mouse group. Data are 

presented as means ± SEM (n = 2–9). *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 indicate differences 

between the [LPS] and [LPS + anti-MHC I] groups; and #p < 0.05, ##p < 0.01, and ###p < 0.001 indicate 

differences between the [LPS + anti-MHC I] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups.. Correlation 

between Mac-1 and CD40 expression (D) was tested using data from all mice. Data are presented as 

MFI values for each mouse (n = 19). Spearman’s correlation and the coefficient of determination are 

indicated by r and r², respectively, and p < 0.05 was considered statistically significant. 

Immunofluorescence was used to evaluate co-localization of neutrophils and platelets in the 

pulmonary interstitium (E) for each group of mice. DAPI (blue, laser exposition 100ms/14V), Alexa 

fluor® 488 (green, laser exposition 1s/31.4V), and Cy5® (red, laser exposition 30s/64V), represent 

nuclei, CD41 and Ly6G, respectively. Overlays were applied using these fluorescence signals (Original 

magnification x600). Scale bar = 20 µm. 

Figure 5. Evaluation of inflammation 2 h after treatment. Levels of IL-6 (A), MIP-2 (B), and sCD40L 

(C) in plasma were evaluated by immunoassay for each group of mice. Data are presented as means 

(n = 4–10). *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 indicate differences between the [LPS] and [LPS + 

anti-MHC I] groups; †p < 0.05, ††p < 0.01, and †††p < 0.001 indicate differences between the [LPS] and 

[LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups; and #p < 0.05, ##p < 0.01, and ###p < 0.001 indicate 

differences between the [LPS + anti-MHC I] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups. 

Figure 6. Changes in mouse status 48 h after treatment. Blood (A) and BAL (B) platelets, blood 

leukocytes (C), neutrophils (D), and monocytes (E) were compared between [PBS] and [LPS + anti-

MHC I + anti-CD40L] groups at 2 h and evaluated in other [PBS] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] 

mice after 48 h. Plasma IL-6 (F), MIP-2 (G), and MPO (H) were compared between [PBS] and [LPS + 

anti-MHC I + anti-CD40L] mice after 2 h and evaluated in other [PBS] and [LPS + anti-MHC I + anti-

CD40L] mice after 48 h by immunoassay. Data are presented as means (n = 4–10). *p < 0.05, **p < 

0.01, and ***p < 0.001. 
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Figure 1 
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Figure 2
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Supplemental data 

Figures 

 Figure S1: TRALI experimentation 

The different injections performed during the TRALI mouse study are presented. PBS or LPS (at 0.1 

mg/kg) was injected, intraperitoneally, 24 hours before isotype control or anti-MHC I mAb (at 1 

mg/kg) intravenous injection. The injection of isotype control or neutralizing anti-CD40L mAb (at 4 

mg/kg) was performed, intravenously, 30 minutes prior to isotype control or anti-MHC I mAb 

intravenous administration.  
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Figure S2: Pulmonary hemorrhage 

Pulmonary hemorrhage was observed, after H&E staining, exclusively in the [LPS + Anti-MHC I] 

group. Red blood cells were infiltrated in the lung interstitium, around the pulmonary artery 

(observation x400). Scale bar = 50 µm. 
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Figure S3: Fluid excretion 

In more than 95 % of [LPS + anti-MHC I] mice, fluid was found directly in the trachea whereas this 

phenomenon was observed only exceptionally (< 1 %) in the [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] group. 

The black area indicates the trachea, and the blue area indicates fluid. 
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Figure S4: BAL MPV evaluation 

Correlation was tested between BAL platelet count and BAL MPV, including all mice (n = 38). 

Spearman’s correlation and the coefficient of determination are represented respectively by r and r² 

symbols and p < 0.05 is considered statistically significant. BAL platelet count and BAL MPV are 

significantly and negatively correlated (p < 0.0001 and r = -0.7374) (A). An overlay of a BAL [LPS], [LPS 

+ anti-MHC I] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] mouse MS4® platelet histogram is represented. 

We hypothesize that the dotted line represents de novo platelets and the full line is characteristic of 

migrated and activated platelets. In this histogram, [LPS] mouse MPV is 8.4 fL, [LPS + anti-MHC I] 

mouse MPV is 6.7 fL and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] mouse MPV is 7.5 fL (B). These results show 

that de novo platelets from the lungs presumably compensate for peripheral blood 

thrombocytopenia, particularly in the [LPS + anti-MHC I] mice and to a lesser extent, due to the 

limited but persistent thrombocytopenia, in the [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] mice.  

A 
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Figure S5: NPA, Mac-1 and CD40 cytometry process 

The cytometry process is presented. NPA frequency was evaluated directly in the CD45+/Ly6G+ 

neutrophil population via a FITC-anti-CD41 mAb fluorescence signal (A). Mac-1 MFI was evaluated 

directly in the CD45+/Ly6G+ neutrophil population via a FITC-anti-Mac-1 mAb fluorescence signal (B). 

CD40 MFI was evaluated directly in the CD45+/Ly6G+ neutrophil population via a Pacific BlueTM-anti-

CD40 mAb fluorescence signal (C). The red spectrum represented a [LPS + anti-MHC I] mouse and the 

blue spectrum represents a [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] mouse.  

A 

B 

C 
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Figure S6: Survival rate after 48 hours 

The mortality percentage is represented for the [PBS] and [LPS + anti-MHC I + anti-CD40L] groups 

over 48 hours. No survival difference was observed between these two groups after 48 hours. 

  



 

199 
 

Manuscrit V : La neutralisation du complexe protéique 

CD40/CD40L protège les souris de l’atteinte pancréatique 

induite lors du développement du TRALI 

“The inhibition of CD40/CD40L complex protects mice against 

TRALI-induced pancreas degradation” 

Article soumis dans « Respiratory Research » 

  



 

200 
 

Le TRALI est considéré comme l’une des réactions transfusionnelles avec la mortalité la 

plus élevée [27]. Cette pathologie est caractérisée par une atteinte pulmonaire sévère justifiant ce 

fort taux de mortalité. La pathogénie du TRALI se rapproche de celle de plusieurs pathologies 

inflammatoires, telles que la pancréatite ou encore les pathologies inflammatoires de l’intestin. La 

physiopathologie du TRALI repose sur l’activation de plusieurs cellules de l’inflammation initiant 

la migration, dans l’espace alvéolaire, de ces mêmes cellules [16]. Lors de la pancréatite une 

mécanistique similaire, orchestrée par la migration des neutrophiles dans le tissu lésé, peut-être 

observée [279]. Nous émettons l’hypothèse que lors de l’induction du TRALI, des organes plus 

profonds, tels que le pancréas, peuvent être une cible secondaire. Parce que les deux pathogénies, 

celle de la pancréatite et du TRALI, sont étroitement liées, nous émettons également l’hypothèse 

d’une implication du couple protéique CD40/CD40L dans l’amplification de la pancréatite 

induite suite au développement d’un TRALI (implication préalablement démontrée dans le 

manuscrit IV de ce travail de thèse). .  

En utilisant, ici, un modèle animal de l’ALI, induit par injection successive de LPS et 

d’anticorps anti-CMH I, et un traitement préventif à base d’anticorps anti-CD40L, nous avons pu 

démontrer que l’atteinte pancréatique, observée dans notre modèle pathologique, est 

sensiblement prévenue lors de l’inhibition du complexe immun CD40/CD40L. 
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ABSTRACT: 

Acute lung injury is a severe complication of transfusion. In a previous study, we saw that inhibition 

of the CD40/CD40L complex allowed restoration of ALI lesions in an experimental mouse model. This 

study focused on pancreas-associated injury development during experimental ALI pathogenesis and 

its limitation through CD40/CD40L complex inhibition. An ALI mouse model was established through 

intraperitoneal lipopolysaccharide and intravenous anti-MHC I mAb injection. Pre-emption of lesions 

was achieved with intravenous injection of neutralizing anti-CD40L mAb, 30 minutes prior to the 

trigger, i.e., anti-MHC I mAb, administration. Histology and immunoassay analyses were used to 

evaluate pancreas lesions. ALI development induced significant degradation of the lungs and 

pancreas and was associated with pancreas lesions. Different scores were established showing more 

severe injury to the pancreas in TRALI conditions; however injury was significantly reduced through 

CD40/CD40L complex inhibition. This study supports the idea that several organs are exposed during 

ALI development, and particularly when such experimental ALI aims at mimicking transfusion-

associated ALI (TRALI); nevertheless, preventive treatment inhibiting CD40/CD40L (sCD40L) complex 

formation provides protection from lung disease and also disease of other organs, like pancreas. 

 

Abbreviations: 

TRALI: Transfusion-Related Acute Lung Injury 
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INTRODUCTION 

Transfusion-related acute lung injury (TRALI) is acute lung injury (ALI) that occasionally occurs within 

6 hours of blood component transfusion. Development of pulmonary edema is associated with 

dyspnea, tachypnea and hypoxia (1). The consequences of this respiratory risk are significant. TRALI is 

associated with a high mortality rate (16.5%), reported between 2007 and 2008, according to French 

Hemovigilance (ANSM) (2). TRALI is generally considered to be the result of a “two-hit” mechanism 

(3). An inflammatory condition in the patient as well as severe disease induces pre-activation of 

polymorphonuclear cells that are prone to migrate to the lung epithelium (4). This step results in 

exacerbation of membrane molecule adhesion expression on several cell types such as neutrophils, 

platelets and endothelial cells (5). The second event is triggered by anti-leukocyte antibodies and/or 

biological response modifiers (BRMs) present in the transfused blood component(s). Antibodies may 

be anti-HLA class I and II or anti-HNA (6). These different agents lead to PMN activation and 

migration in the alveolar space, aided by an increase in microvascular permeability (7). The reference 

TRALI mouse model used in this study was proposed by Looney et al. The principle is based on mouse 

priming with intraperitoneal injection of lipopolysaccharides (LPS) 24 hours prior to the challenge 

intravenous anti-MHC I mAb injection (8). The LPS injection provokes an inflammatory state in mice 

but without direct induction of ALI development, contrary to alternate LPS-induced ALI mouse 

models (9, 10). 

Under inflammatory conditions, particularly in ALI, there is exacerbation of communications between 

circulating neutrophils and endothelial cells with expression of adhesion molecules such as E-selectin, 

P-selectin and ICAM1 on endothelial cells and PSGL-1, L-selectin, Mac-1 on neutrophils (11). This 

phenomenon is not exclusive to the lung capillary endothelium. Pancreas (12, 13), gut (14, 15), liver 

(16) and also kidney (17) can be the targets of inflammatory injury, as shown in several experimental 

mouse models, and are adhesion molecule expression-dependent which can be associated with 

inflammatory cell infiltration in inflamed tissue. These pathophysiological features evoke a narrow 

border between lung involvement, observed during ALI, and multi-organ injury.  

Neutrophil transmigration, determining the severity of ALI and pancreatitis pathogenesis, seems to 

be regulated through CD40/CD40L intercommunication (18-20). The interaction between CD40 and 

CD40L plays a proinflammatory role alongside involvement of costimulation in the innate and 

adaptive immune system; it is dysregulated in certain types of cancer (21) and autoimmune diseases 

(22). CD40 is predominant on the antigen-presenting cell surface. CD40L is expressed on the 

membrane of different immune cells. However, the soluble and agonist form of CD40L is secreted in 

95% of cases by platelets (23). This immune mediator seems to be significantly involved in 
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transfusion reaction as it is regulated during platelet concentrate storage (24). The CD40/CD40L 

protein complex has been, for a long time, a way of resolving ALI as experimentally tested in many 

mouse models (25-27). We recently provided evidence of neutralization of the CD40/CD40L complex 

to protect mice from ALI development (article submitted for publication). 

This study reports on pancreas dysfunction during ALI pathogenesis and on the involvement of the 

CD40/CD40L immune complex. We hypothesized that using preventive injection of neutralizing anti-

CD40L mAb in a mouse model of ALI, both lung and associated organ (i.e., pancreas) degradation 

would be limited, offering interesting avenues for furthering understanding of transfusion-associated 

pathophysiology and for managing high-risk patients. 
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MATERIALS AND METHODS 

Study approval 

The animals were authorized for handling by the Ethics Committee and the French Ministry of Higher 

Education and Research (approval number: CU14N11). 

Mice 

Male BALB/c WT mice were purchased from Charles River (Charles River, Wilmington, USA). All 

experiments were conducted using mice between 8- and 12-weeks-old. For each experiment, a 

minimum of 4 mice was used. The mice were randomly divided into different groups (PBS [baseline] 

vs. LPS [study control] vs. LPS + Anti-MHC I mAb [ALI model] vs. LPS + Anti-MHC I mAb + neutralizing 

anti-CD40L mAb [treated mice] vs. LPS + Anti-CD40L mAb [treatment control]).  

Animal experimentation 

Male H2Kd BALB/C mice were primed with i.p. LPS injection, extracted from Escherichia Coli (0111) 

(InvivoGen, San Diego, USA), at 0.1 mg/kg 24 hours prior to challenge with i.v. anti-MHC I mAb 

(34-1-2s) (H2Kd; IgG2a, κ) or IgG2a, κ isotype control (eBM2a) (eBioscience, San Diego, USA) injection 

at 1 mg/kg. Mice were pretreated, 30 minutes prior to challenge with anti-MHC I mAb or IgG2a, κ 

isotype control, with intravenous anti-CD40L mAb (MR1) or IgG3, κ Isotype control (E36-239) (BD 

Pharmingen, Franklin Lakes, USA) administration at 4 mg/kg (Figure 1). Intracardiac puncture was 

performed using a 25-gauge sterile needle and 100 µl of ACD anticoagulant (Sigma Aldrich, Saint-

Louis, USA). The tail vein injections were performed using a 30-gauge sterile needle. Anaesthesia 

combined intraperitoneal ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) administration when mice 

appeared moribund or after 2 hours. After death, BAL was performed by cannulating the trachea 

with a 25-gauge catheter and using a 1 ml injection of cold PBS flushed back three times. The lungs 

and pancreas of the mice were collected and placed in 4% paraformaldehyde (Sigma Aldrich, Saint-

Louis, USA) overnight. 

Pulmonary edema evaluation 

Rectal temperature was measured with a rectal probe and a digital thermometer (Bioseb, Pinellas 

Park, USA), once prior to anti-MHC I mAb injection and then every 10 minutes for 2 hours or until 

death. Mouse survival rate was evaluated over 2 hours. Extravascular lung water was measured using 

lung to body weight ratio. The BAL was centrifuged at 491 g for 10 minutes. On the BAL supernatant, 

the Bradford technique was used to test total proteins in the lungs. Plasma samples were collected 

and stored after centrifugation at 491 g for 10 minutes.  

Pancreatitis evaluation 
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A histological score was used to evaluate development of pancreatitis, as previously described (28). 

Briefly, pancreatic edema, necrosis, hemorrhage and leukocyte infiltration were evaluated by 

microscopic observation. The score was determined between 0, representing no parameter 

observation, and 4, representing maximal severity. The pancreatitis histological score criteria were 

shown in supplemental tables 1-4. Finally, pancreatic lipase and amylase (CliniSciences, Nanterre, 

France) were measured in plasma according to the manufacturer’s instructions to evaluate pancreas 

injury. 

Inclusions and sections 

The pancreas and lungs were collected and placed in paraformaldehyde at 4% for 24 hours. They 

were then embalmed in OCT (CML, Nemours, France). The cryomolds of OCT were placed over liquid 

nitrogen to induce rapid OCT solidification. The OCT cryomolds were stored at -80°C. 8 µm sections 

were produced using the cryostat microtome (Leica Microsystem, Nanterre, France). Lungs and 

pancreas sections were stained according to the H&E protocol (Sigma-Aldrich, Saint Louis). 

Microscopic observations were carried out using the Nikon DS-RI2 camera and Nikon NIS-Elements 

software (Nikon, Tokyo, Japan). 

Statistic tests 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5 software (Graph ad, San Diego, USA). 

ANOVA with post-hoc Bonferroni correction was used for comparisons among more than two groups 

of data with normal distribution, with the Kruskal-Wallis and Dunn’s post-hoc tests applied for 

comparisons among non-normally distributed data. Temperature and mouse ALI scores over 48 h 

were calculated using two-way analysis of variance. P-values < 0.05 were considered significant. 
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RESULTS 

Successive injection of LPS and anti-MHC I antibodies induces ALI development in mice 

Initially, we observed a drastic decrease in the survival rate of mice that developed ALI (30%), which 

was not observed in the [PBS] and [LPS] groups (Figure 2, A). Rectal temperature measurement in 

the mice, a characteristic of pathological shock, demonstrated a severe and rapid decrease following 

injection of the anti-MHC I antibodies in the mice primed with LPS. The drop in temperature occurred 

from the first 20 minutes to reach around 30°C after 40 minutes and until the end of the experiment. 

No significant temperature loss was measured in the [PBS] and [LPS] mice (Figure 2, B). Development 

of pulmonary edema was evaluated according to two parameters; the ratio between the weight of 

the lungs and the mice and total protein concentration in the BAL. These two tests were significantly 

increased in [LPS + anti-MHC I] mice compared to [PBS] and [LPS] mice (p < 0.001) (Figure 2, C and 

D). Finally, H&E staining confirmed the increase in pulmonary infiltration in mice mimicking TRALI 

compared to the two control groups (Figure 2, E). 

Pancreas is one of the secondary targets in a mouse model of ALI 

Histological evaluation of pancreatitis, by H&E staining, showed significant tissue degradation in LPS-

primed mice injected with anti-MHC I antibodies compared to mice without anti-MHC I antibody 

injection (Figure 3, A). These findings are correlated with histological pancreatitis scores, 

characterized by an increase in pancreatic edema (Figure 3, B), necrosis (Figure 3, C) and hemorrhage 

amplification (Figure 3, D). However, pancreas leukocyte infiltration is slightly increased during 

development of ALI, significant only compared to the [PBS] group (Figure 3, E). Plasma pancreatic 

lipase and amylase release was significantly increased after anti-MHC I antibody injection ([PBS], p 

<0.01, [LPS], p <0.001) (Figure 3, F and G). 

Neutralizing anti-CD40L mAb injection protects mice from experimental ALI development  

Firstly, we observed inhibition of ALI development following injection of neutralizing anti-CD40L 

antibodies, 30 minutes before administration of anti-MHC I antibodies. The survival rate dropped to 

25% after the 2-hour experiment. In the group of mice treated with neutralizing anti-CD40L 

antibodies, we found a maximum rate of 100% (Figure 4, A). Rectal temperature was also used as a 

marker of pathological shock. While the mice in the [LPS + anti-MHC I] group exhibited a drop in 

temperature to around 29°C after 2 hours, injection of neutralizing anti-CD40L antibodies prevented 

this drop. In fact, body temperature was significantly higher at each interval compared to the [LPS + 

anti-MHC I] mice. A decrease of around 2°C was observed in the first 80 minutes followed by a return 

to normal levels (> 36°C) in the last hour (Figure 4, B). Preventive injection of neutralizing anti-CD40L 

antibodies significantly limits the increase, normally observed in the case of anti-MHC I injection-
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induced-ALI, in the lung to body weight ratio and total protein concentration in the BAL (Figure 4, C 

and D). These results are confirmed by evaluation of pulmonary infiltration after H&E staining of lung 

sections (Figure 4, E). 

Pancreas injury, during experimental ALI, is prevented with neutralizing anti-CD40L mAb treatment 

Firstly, histological analysis of the pancreas showed increased injury associated with ALI development 

in mice (Figure 5, A). Pancreatic edema, necrosis and hemorrhage were significantly more severe in 

the [LPS + anti-MHC I] group than in the treated mice (p < 0.05) (Figure 5, B, C and D). However, 

leukocyte infiltration is equivalent between the two groups, justified by weak detection of leucocytes 

in the pancreas following the successive injection of LPS and anti-MHC I antibodies in mice mimicking 

TRALI (Figure 5, E). Evaluation of pancreatic dysfunction, characterized by significant release of 

pancreatic lipase and amylase in the plasma, suggests inhibition of ALI induced-pancreatitis following 

injection of neutralizing anti-CD40L antibodies (Figure 5, F and G). 
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DISCUSSION 

To some extent, this model aims to reproduce TRALI experimentally. Indeed, this model relies on 

circulating inflammatory cell activation by a bacterial mediator, LPS, i.e., the initiator, and the 

formation of an immune complex using anti-MHC I antibodies, i.e., the trigger. This activation 

regulates migration of leukocytes from the blood compartment to the alveolar space, a key 

parameter of TRALI. This study describes, for the first time, multiple organ damage in an animal 

model of ALI induced by LPS and anti-MHC I antibody injection 

Histological evaluation of pancreatic lesions and the measurement of plasma soluble markers, 

reflecting degradation of the tissue, suggested multiple organ injury occurred in this murine model of 

ALI (Figure 4 and 5). In this model, development of the pathology is dependent on hyper-activation 

of the inflammatory state of the mice (29). Moreover, such an inflammatory response is observed in 

other pathologies, notably during pancreatitis (30, 31). Indeed, during acute pancreatitis, migration 

of neutrophils into the pancreatic tissue is amplified (12, 32-34). Migration involves several adhesion 

molecules expressed on the neutrophil surface, such as Mac-1, CD62L or LFA-1 (35, 36). Pancreatic 

leukostasis is also dependent on the activity of the endothelium which, during exacerbated 

inflammation, expresses ICAM-1 and JAM-C on its surface, which can then bind to neutrophils and 

cause them to transmigrate (37-39). Similarly to TRALI, platelets appear to play a significant role in 

the induction of pancreatitis. Several observations indicate increased platelet activity in the above-

mentioned pathology (40-42). They also participate in neutrophil activation, migration and complex 

formation with themselves (43, 44). Therefore, pancreatitis appears to share certain 

pathophysiological features similar to that of ALI/TRALI. Some findings, indeed, evoke a narrow 

frontier between pancreatitis and ALI (45-48). 

Secondly, we were able to demonstrate overall protection of the lungs following CD40/CD40L 

immune complex inhibition (Figures 2 and 3). We investigated the role of this immune complex, 

CD40/CD40L, because, within transfusion reactions, sCD40L is involved due to its increased 

concentration during storage of platelet components (49, 50) and its direct impact in febrile and 

allergic transfusion reactions (51). The interaction between CD40L and its ligand, CD40L, plays a 

seminal role in cellular communication, especially between platelets, neutrophils and endothelial 

cells (52). Under the influence of this protein complex, neutrophils significantly increased the 

expression of Mac-1, a membrane protein involved in cellular communication and neutrophil 

leukostasis (18-20, 53). In different conditions, the CD40/CD40L protein complex contributes to 

vascular dysfunction (54), to the expression of adhesion molecules (55-57), to the production of 

inflammatory soluble mediators (55, 58-60), to leukocyte and platelet adhesion to the vascular wall 
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(20, 52, 61, 62) and, lastly, to the migration of these attached cells. By blocking some of these 

mechanisms, development of ALI is therefore inhibited, thus protecting the lungs from the induction 

of respiratory distress and the pancreas from acute pancreatitis. 

These results suggest multiple organ injury in ALI/TRALI, at least under experimental conditions, 

which may explain morbidity and even mortality. Pulmonary insult is still the main consequence and 

often the cause of patient death; however a multi-organ target would decrease the chances of 

patient survival. Other organs such as the intestine, liver or kidneys deserve further investigation 

during ALI. This investigation confirms that ALI/TRALI can either be prevented or reversed; it also 

provides interesting clues as to understanding of the hyper inflammation state induced in 

pancreatitis and possible therapeutic avenues. 
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FIGURE AND TABLE 

 

  

Figure 1: Experimental plan 

The acute lung injury experiment involved successive injections of intraperitoneal LPS (E. coli 0111) at 

0.1 mg/kg and intravenous anti-MHC I mAb (34-1-2s) at 1 mg/kg. Mice were followed-up for 2 hours 

after anti-MHC I mAb injection (A). Experimental treatment firstly involved intraperitoneal injection 

of LPS (E. coli 0111) at 0.1 mg/kg followed by neutralizing anti-CD40L mAb (MR1) intravenous 

injection at 4 mg/kg, 30 minutes prior to intravenous anti-MHC I mAb (34-1-2s) at 1 mg/kg. Mice 

were followed-up for 2 hours after anti-MHC I mAb injection (B). 

A 
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Figure 2: Anti-MHC I mAb injection induces ALI development 

Survival curve (A) and rectal temperature (B) were measured. Wet lung to dry lung ratio (C) and BAL 

protein concentration (D) were evaluated to represent pulmonary edema. Data are given as the 

mean ± SEM (n = 8). *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent differences between [PBS] and 

[LPS + anti-MHC I] groups. #p < 0.05; ##p < 0.01 and ###p < 0.001 represent differences between [LPS] 

and [LPS + anti-MHC I] groups. Lung microarchitecture was observed after H&E staining (observation 

x400) (E). Scale bar: 50 µm. 

PBS LPS LPS + Anti-MHC I 

A B 
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Figure 3: Anti-MHC I mAb injection induces pancreatitis development 

Pancreatic microarchitecture is represented through H&E staining (observation x400) (A). Scale bar: 

50 µm. Pancreatic edema (B), necrosis (C), hemorrhage (D) and leukocyte infiltration (E) were 

determined through pancreatic histological score criteria. Immunoassay of plasma pancreatic 

lipoprotein lipase (F) and amylase (G) was performed to evaluate pancreatic dysfunction. Data are 

given as the mean ± SEM (n = 6 - 8). *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent differences 

between [PBS] and [LPS + anti-MHC I] groups. #p < 0.05; ##p < 0.01 and ###p < 0.001 represent 

differences between [LPS] and [LPS + anti-MHC I] groups. 

PBS LPS LPS + Anti-MHC I A 

B C 

D E 

F G 
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Figure 4: Anti-CD40L mAb injection protects from ALI development 

Survival curve (A) and rectal temperature (B) were measured for each group of mice. Wet lung to dry 

lung ratio (C) and BAL protein concentration (D) were evaluated to represent pulmonary edema 

development. Data are presented as mean ± SEM (n = 8). *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 

represent differences between [LPS + anti-MHC I] and [LPS + Anti-MHC I + Anti-CD40L] groups. #p < 

0.05; ##p < 0.01 and ###p < 0.001 represent differences between [LPS + anti-MHC I] and [LPS + Anti-

CD40L] groups. †p < 0.05; ††p < 0.01 and †††p < 0.001 represent differences between [LPS + anti-MHC I 

+ Anti-CD40L] and [LPS + Anti-CD40L] groups. Lung microarchitecture was observed after H&E 

staining (observation x400) (E). Scale bar: 50 µm. 

LPS + Anti-MHC I LPS + Anti-CD40L + Anti-MHC I LPS + Anti-CD40L 

A B 

C D 
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Figure 5: Anti-CD40L mAb injection protects from ALI development 

Pancreatic microarchitecture is represented through H&E staining (observation x400) (A). Scale bar: 

50 µm. Pancreatic edema (B), necrosis (C), hemorrhage (D) and leukocyte infiltration (E) were 

determined through pancreatic histological score criteria. Immunoassay of plasma pancreatic 

lipoprotein lipase (F) and amylase (G) was performed to evaluate pancreatic dysfunction. Data are 

given as the mean ± SEM (n = 6 - 8). *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001 represent differences 

between [LPS + anti-MHC I] and [LPS + Anti-MHC I + Anti-CD40L] groups. #p < 0.05; ##p < 0.01 and ###p 

< 0.001 represent differences between [LPS + anti-MHC I] and [LPS + Anti-CD40L] groups. 

LPS + Anti-MHC I 

LPS + Anti-CD40L 
+ Anti-MHC I LPS + Anti-CD40L A 

B C 

D E 
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SUPPLEMENTAL DATA  

Supplemental table 1: Pancreatic edema score 

Edema 
 

0 Absent 

0.5 Focal expansion of interlobar septae 

1 Diffuse expansion of interlobar septae 

1.5 Same as 1 + focal expansion of interlobular septae 

2 Same as 1 + diffuse expansion of interlobular septae 

2.5 Same as 2 + focal expansion of interacinar septae 

3 Same as 2 + diffuse expansion of interacinar septae 

3.5 Same as 3 + focal expansion of intercellular spaces 

4 Same as 3 + diffuse expansion of intercellular spaces 

 

Supplemental table 2: Pancreatic necrosis score 

Acinar necrosis 
 

0 Absent 

0.5 Focal occurrence of 1-4 necrotic cells/HPF 

1 Diffuse occurrence of 1-4 necrotic cells/HPF 

1.5 Same as 1 + focal occurrence of 5-10 necrotic cells/HPF 

2 Diffuse occurrence of 5-10 necrotic cells/HPF 

2.5 Same as 2 + focal occurrence of 11-16 necrotic cells/HPF 

3 
Diffuse occurrence of 1 1-16 necrotic cells/HPF (foci of confluent 

necrosis) 

3.5 Same as 3 + focal occurrence of > 16 necrotic cells/HPF 

4 > 16 necrotic cells/HPF (Extensive confluent necrosis) 

 

Supplemental table 3: Pancreatic hemorrhage score 

Hemorrhage and fat 
necrosis 

 
0 Absent 

0.5 1 focus 

1 2 foci 

1.5 3 foci 

2 4 foci 

2.5 5 foci 

3 6 foci 

3.5 7 foci 

4 8 foci 
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Supplemental table 4: Pancreatic leukocyte infiltration score 

Inflammation and 
perivascular 

infiltrate 
 

0 0-1 intralobular or perivascular leukocytes/ HPF 

0.5 2-5 intralobular or perivascular leukocytes/ HPF 

1 6-10 intralobular or perivascular leukocytes/ HPF 

1.5 11-15 intralobular or perivascular leukocytes/ HPF 

2 16-20 intralobular or perivascular leukocytes/ HPF 

2.5 21-25 intralobular or perivascular leukocytes/ HPF 

3 26-30 intralobular or perivascular leukocytes/ HPF 

3.5 >30 leukocytes/HPF or focal microabscesses 

4 >35 leukocytes/HPF or confluent microabscesses 
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Discussion et perspectives 
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Lors de la transfusion sanguine, plusieurs types de réactions peuvent survenir chez le 

receveur. On parle alors d’effets indésirables receveurs ou EIR [280]. Parmi ces différentes 

réactions, 4 sont considérées comme inflammatoires aiguës ou subaiguës, c’est le cas des 

réactions fébriles non-hémolytiques (RFNH), des réactions allergiques, des hypotensions et des 

TRALI [281]. D’après le dernier rapport d’hémovigilance de France, ces réactions représentent 

43,95% des EIR déclarés en 2015, indépendamment du type de produit transfusé. Les plaquettes 

sanguines jouent un rôle prépondérant lors du déclenchement et le devenir de ces complications 

transfusionnelles, selon deux points de vue : i) depuis les concentrés plaquettaires, où elles ont la 

capacité de produire une multitude de médiateurs solubles inflammatoires, ii) et directement au 

sein de l’organisme, où elles participeront activement à l’activation, le maintien et l’amplification 

de l’état inflammatoire induit lors de ces pathologies. Ce travail de thèse est construit au regard de 

ces deux points de vue. Tout d’abord nous voulons évaluer le potentiel inflammatoire des 

concentrés plaquettaires, ayant induit un EIR ou non, sur l’un des principaux types cellulaires 

protagonistes lors de l’inflammation, l’endothélium vasculaire. Puis, par une approche in vivo, 

nous avons voulu investiguer l’influence des plaquettes sanguines au sein de l’organisme sur le 

développement de l’inflammation, tout d’abord dans un contexte général, lors d’une 

inflammation induite par voie systémique, puis dans un cas particulier, celui du TRALI. 

les CP peuvent être impliqués dans le déclenchement de ces différentes réactions 

transfusionnelles inflammatoires [27]. Les RFNH résultent d’une activation des cellules 

inflammatoires orchestrée par la présence d’anticorps anti-leucocytaires et de médiateurs solubles 

pro-inflammatoires [282]. Ces médiateurs solubles peuvent aussi être responsables de l’induction 

des réactions allergiques transfusionnelles lorsqu’ils se fixent sur les cellules cibles que sont les 

mastocytes ou les basophiles, on parle alors de voie indépendante des allergènes [283]. La 

physiopathologie des réactions transfusionnelles hypotensives est mal connue. A l’heure actuelle, 

l’origine du déclenchement de cette complication est accordée aux médiateurs solubles présents 

dans les PSL, et en particulier à la bradykinine [284]. Enfin, le TRALI est considéré comme la 

réaction transfusionnelle inflammatoire la plus sévère, mais aussi la plus rare. Cette pathologie 

peut être induite par des anticorps anti-leucocytaires, c’est le cas des TRALI immunologiques, 

mais aussi par des médiateurs solubles présents dans les PSL, on parle alors de TRALI non-

immunologique [285, 286]. Les CP sont donc des coupables tout désignés. En effet, la multitude 

de médiateurs solubles secrétés pendant le stockage de ces PSL peut-être responsable du 

déclenchement de ces différents EIR. On retrouve des BRM pouvant activer directement les 

leucocytes, tels qu’IL-1β, IL-7, IL-8, RANTES, ENA-78 mais également des médiateurs solubles 

ciblant l’endothélium vasculaire, par exemple IL-6, les microparticules plaquettaires, TNF-α, le 
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facteur de croissance épidermique (EGF), sCD40L ou encore VEGF [7]. Notre équipe à même 

déjà démontré que la prédisposition génétique de certains donneurs de sang, notamment la 

présence de certains polymorphismes dans la région promotrice du gène CD40L, pouvait 

amplifier le niveau d’expression de la protéine [287]. Ainsi, certains PSL seraient plus susceptibles 

d’induire un EIR inflammatoire que d’autres. L’inflammation est souvent décrite vis-à-vis des 

leucocytes mais l’endothélium vasculaire est lui aussi un protagoniste non négligeable. Ce dernier 

est une cible privilégiée des BRM retrouvés dans les CP. C’est pourquoi, au cours de cette thèse, 

nous avons voulu évaluer le potentiel inflammatoire des productions des CP sur les cellules 

endothéliales, cellules cibles lors des EIR. 

Peu d’études ont déjà évalué le potentiel des sécrétions des CP à activer l’endothélium. 

Une première étude a démontré, in vitro, que les composés présents dans les surnageants des CP, 

« poolés » ou issues d’aphérèse, agissent sur la production de médiateurs solubles de la part des 

cellules endothéliales et favorisent la migration des leucocytes à travers cette dernière [47]. Une 

seconde équipe, par l’utilisation de modèles in vitro et in vivo, a observé que les plaquettes 

humaines conservées 5 jours ont un potentiel protecteur contre l’induction de la perméabilité 

vasculaire moindre par rapport aux plaquettes stockées seulement 1 jours, à 22 ou 4°C [288, 289]. 

Nous apportons donc un point de vue original par l’évaluation de l’impact des médiateurs 

solubles présents dans les surnageants des CP, ayant induit un EIR ou non et en fonction du 

temps de stockage, sur le devenir inflammatoire des cellules endothéliales. Nous avons, en effet, 

pu démontrer que les CP ayant induit un EIR présentent un potentiel inflammatoire plus 

important que leurs contrôles. L’impact direct sur les cellules endothéliales, caractérisé par une 

production massive d’endocan et d’IL-6, peut-être corrélé avec les différentes réactions 

inflammatoires transfusionnelles et en particulier avec le TRALI dont l’atteinte de l’endothélium 

vasculaire est le paramètre clé lors de l’induction de cette pathologie [290]. En effet, lors du 

TRALI, la perméabilité vasculaire induite sera un paramètre inéluctable quant à la migration des 

leucocytes dans l’espace alvéolaire et donc au développement de l’œdème pulmonaire [16]. C’est 

la raison pour laquelle nous nous sommes intéressés à la production d’endocan par les cellules 

endothéliales. Effectivement, endocan participe au maintien de l’intégrité vasculaire. Il a un rôle 

protecteur pour l’endothélium vasculaire contre une agression liée à l’inflammation. Endocan 

présente une activité anti-inflammatoire. En effet, il est inhibiteur de la cascade d'activation 

endothéliale dépendamment de l'intégrine leucocytaire, LFA-1 [291]. En empêchant l'entrée des 

leucocytes dans les tissus interstitiels, endocan réduit l'inflammation, est serait donc un inhibiteur 

potentiel du TRALI. Sa sécrétion est positivement corrélée avec le développement de 

nombreuses pathologies inflammatoires, telles que la pneumonie, le SDRA, les cancers, les 
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maladies cardiovasculaires, les maladies chroniques rénales et le sepsis [59-63, 292-295]. La 

libération excessive d’endocan peut donc être considérée comme un signal d’alerte lors d’un choc 

pathologique, référant à une tentative de défense de l’endothélium vasculaire à l’encontre d’un 

signal de stress inflammatoire. Au cours de notre première étude, nous avons démontré que les 

productions des CP impliqués dans les EIR ont un impact néfaste sur le devenir de 

l’endothélium. La réponse inflammatoire est augmentée, démontré par une sécrétion endothéliale 

accrue d’IL-6. Cependant, ce changement inflammatoire semble être associé à une réduction de la 

viabilité cellulaire et à une augmentation de la mort cellulaire plutôt que des fonctions pro-

angiogéniques. Cette réponse cellulaire est corrélée avec une importante libération du facteur de 

maintien de l’intégrité vasculaire qu’est endocan. Endocan peut donc être utilisé comme un 

marqueur prédictif du développement d’une pathologie inflammatoire après transfusion sanguine, 

notamment lors d’un TRALI, évoquant ainsi un signal d’alerte référant de l’atteinte de 

l’endothélium vasculaire. Ces résultats font suites aux premières études publiées par notre équipe 

caractérisant le profil inflammatoire des CP ayant induit un EIR. En effet, on retrouve des 

productions excessives de plusieurs cytokines pro-inflammatoires dans ces CP pouvant justifier le 

développement d’EIR inflammatoires, par exemple sCD40L, IL-13, MIP-1α, Ox40L ou encore 

IL-27 [46, 296, 297]. Suite à notre étude, il serait alors intéressant d’évaluer l’impact des CP 

impliqués dans des EIR directement sur les populations leucocytaires, apportant un point de vue 

sur l’inflammation plus complet. Il faut également limiter l’extrapolation de nos résultats sur les 

cas de TRALI, car dans nos échantillons, aucun surnageant de CP n’était associé à un cas de 

lésion pulmonaire aiguë. 

Le rôle des plaquettes sanguines dans les pathologies inflammatoires transfusionnelles 

n’est pas seulement exclusif aux différents produits sanguins labiles, mais peut également 

concerner les plaquettes sanguines présentes chez les receveurs des PSL. Pendant longtemps, le 

rôle physiologique plaquettaire a été limité à la thrombose et l’hémostase. Cependant, depuis 

quelques années, la communauté scientifique s’accorde à donner une nouvelle fonction aux 

plaquettes sanguines en tant que cellules de l’inflammation [298]. Les plaquettes sanguines 

présentent un panel de récepteurs de l’inflammation, capable de capter les signaux d’agression 

extérieure et être ainsi au premier front de l’inflammation. En effet, ces cellules expriment des 

« toll-like receptors » (TLR) à leur surface, mais également de façon intracellulaire, ce qui les 

rends sensibles aux motifs moléculaires associés aux pathogènes, les PAMP [273, 299, 300]. Sont 

référencés, aussi, plusieurs récepteurs aux compléments et aux immunoglobulines [301]. Les 

plaquettes sanguines sont, de plus, activables par des stimuli protéiques divers. Nous pouvons, 

par exemple, citer les récepteurs IL-1R et IL-8R [302]. Une fois activées, les plaquettes sanguines 
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produisent, via leurs différents granules, un cocktail de cytokines/chimiokines stimulant les 

différentes cellules de l’inflammation [267]. Ce cocktail comprend des chimiokines et des 

cytokines ciblant les monocytes (PF4, RANTES, MIP-1α, CD40L…) mais également les 

neutrophiles (PF4, NAP-2, GRO-α, ENA-78, CD40L…) [44]. Malgré ces différentes 

compétences cellulaires énumérées, l’indécision persiste quant à leur réelle implication au sein 

d’un processus inflammatoire : sont-elles régulatrices ou promotrices de l’inflammation ? Ou 

n’ont-elles qu’un rôle exclusivement antihémorragique ? 

Plusieurs travaux évoquent des preuves d’un rôle plaquettaire limitant la réponse 

inflammatoire des différentes cellules impliquées. La perméabilisation de l’endothélium vasculaire 

est considérée comme une étape souvent inéluctable lors d’une inflammation excessive, 

notamment observée lors de TRALI expérimentaux [7]. Depuis les années 1990, les plaquettes 

ont été caractérisées comme cellules préservatrices de l’intégrité vasculaire, et donc limitant la 

fuite et la migration des cellules inflammatoires dans les tissus ciblés [303-309]. La transfusion de 

plaquettes issues de souris sauvages à des souris thrombopéniques, sous pathologies 

inflammatoires induites, limite l’hémorragie liée à l’inflammation et restaure l’intégrité de 

l’endothélium vasculaire [310-313]. Certains évoquent même une réparation plaquettaire des 

brèches endothéliales induites par les neutrophiles [313]. Cette fonction protectrice est appelée 

thrombose inflammatoire plaquettaire. Elle est notamment supportée par une production de 

facteurs stabilisateurs de l’intégrité vasculaire tels que la sphingosine-1-phosphate (S1P) [314, 315] 

ou l’angiopoiétine-1 (Ang-1) [316]. Ce rôle régulateur ne fait pas l’unanimité. En effet, 

notamment dans des contextes inflammatoires pulmonaires, plusieurs preuves évoquant une 

contribution certaine des plaquettes quant à l’amplification de la perméabilité des capillaires 

sanguins émergent [317-321]. La thrombopénie induite a souvent été corrélée à une amélioration 

de l’intégrité de la paroi vasculaire, limitant ainsi la diapédèse, dans plusieurs modèles 

pathologiques murins comme le sepsis [322, 323], l’ALI [104, 323] et même le TRALI [104]. 

Nous avons préalablement cité certains médiateurs solubles secrétés par les plaquettes pouvant 

accroître l’imperméabilité vasculaire, notamment S1P et Ang-1, mais les plaquettes contiennent, 

au sein de leurs granules, d’autres médiateurs solubles dont le rôle est opposé aux derniers 

nommés. C’est le cas de l’histamine [324], la thromboxane A2 (TxA2) [323] ou l’IL-1β [325]. Les 

plaquettes peuvent également participer de façon indirecte à la dégradation des cellules 

endothéliales dans un contexte inflammatoire. Les productions plaquettaires peuvent stimuler 

l’activité délétère des leucocytes, notamment les neutrophiles, sur l’endothélium vasculaire [326]. 

Cela nous amène à évoquer un second point de vue renforçant l’hypothèse que les plaquettes 
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participent à l’amplification de l’inflammation et ont donc un rôle néfaste dans certaines 

pathologies inflammatoires.  

Le second point de vue susnommé est l’interaction et l’influence directe des plaquettes 

sanguines sur d’autres cellules de l’inflammation, les leucocytes. Cette communication étroite 

entre les plaquettes et les leucocytes circulants est régie selon plusieurs mécanismes moléculaires. 

L’un des plus investigués est le couple protéique CD62P/PSGL-1 [84, 327]. Cette interaction 

cellulaire est plus secondairement dépendante des couples CD40L/CD40 et GPIbα/Mac-1 [84, 

328]. Le recrutement cellulaire est bidirectionnel, c’est-à-dire que les leucocytes adhérant à 

l’endothélium peuvent recruter les plaquettes sanguines circulantes [329-332], comme les 

plaquettes sanguines fixées à la paroi vasculaire peuvent elles aussi participer au recrutement des 

leucocytes [333-336]. Ces complexes cellulaires ont été observés directement dans la circulation 

sanguine générale lors de pathologies inflammatoires humaines [337-341] et murines [323, 342], 

mais également dans les capillaires sanguins des organes enflammés ou dans des zones tissulaires, 

par exemple les poumons [343, 344]. Les conséquences d’une communication étroite entre les 

plaquettes et les différents leucocytes circulants se manifestent par une expression accrue de 

molécules d’adhésion à la surface de ces derniers facilitant ainsi leur transmigration [84, 335, 345-

348], notamment jusqu’à l’espace alvéolaire lors de TRALI expérimentaux [7], mais également par 

une dégranulation leucocytaire, par la production des ROS et par une modification de l’activité 

vasculaire [44]. Finalement, les plaquettes sanguines interagissent avec les neutrophiles et 

participent ainsi à la NETose, phénomène essentiel lors de la mise en place d’une réponse 

antibactérienne de l’organisme. Ce mécanisme est caractérisé par une libération de la chromatine 

nucléaire décondensée dans l’espace extracellulaire couplée à des agents antimicrobiens [131, 

349]. Cependant, lors de certaines pathologies inflammatoires, une NETose non régulée peut 

contribuer au développement de complications pulmonaires, notamment observées dans le cas de 

TRALI expérimentaux [275].  

Le but de notre second manuscrit de ce travail de thèse était d’investiguer la place des 

plaquettes sanguines, au vu de leur production de BRM, dans un contexte inflammatoire. Plus 

particulièrement, évaluer l’impact des productions plaquettaires contenues dans les granules-α, in 

vivo, sur le maintien, la régulation et/ou l’amplification de l’inflammation induite par injection 

systémique de LPS. Pour cela, nous avons utilisé un modèle transgénique de souris déficientes 

pour le gène Nbeal2. Cette manipulation génétique réduit significativement la biogenèse des 

granules-α tout en changeant l’aspect plaquettaire, présentant un profil plus volumineux, et en 

réduisant leur compte circulant [350]. En limitant la sécrétion plaquettaire, dans l’absolu, aucune 
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différence n’a pu être observée à propos du compte des cellules inflammatoires, ainsi que dans les 

concentrations cytokiniques/chimiokiniques finales. Cela a déjà été observé dans une première 

étude, dont le modèle animal proposait une inhibition de la biogenèse à la fois de granules-α mais 

également des granules-δ plaquettaires. Cette étude évoquait alors un effet prépondérant des 

productions plaquettaires sur le processus hémostatique et thrombotique plutôt qu’inflammatoire 

[351]. C’est, cependant, le profil d’évolution qui a été affecté. En effet, en limitant la production 

plaquettaire nous avons pu observer un impact direct sur la mise en place d’une réponse anti-

inflammatoire plus importante. Le recrutement des leucocytes, spécialement les neutrophiles et 

les monocytes, était limité, la production de cytokines anti-inflammatoires, comme IL-10, IL-4 et 

IL-13, était amplifiée et la sécrétion de certains médiateurs solubles pro-inflammatoires était 

inhibée, c’était le cas du sCD40L. Ces principales différences sont plutôt dues à des taux 

importants basaux observés. Cependant, ces résultats ne peuvent pas entièrement être attribués à 

l’absence des granules-α plaquettaires car, en effet, les souris Nbeal2-/- présentent également une 

atteinte granulaire des autres cellules, telles que les neutrophiles et les cellules NK [352]. En 

conclusion, cette étude démontre que les plaquettes sanguines participeraient activement, tout en 

étant sur un plan secondaire, au maintien et à l’amplification de l’inflammation, dans un contexte 

inflammatoire induit, plutôt que dans la résolution de cet état. De futurs travaux de recherche, 

notamment au sein d’un modèle murin ciblant exclusivement les granules plaquettaires, 

pourraient apporter une réelle réponse sur le rôle des plaquettes sanguines dans l’inflammation. 

Finalement, dans un contexte pathologique inflammatoire, comme le TRALI, on peut émettre 

l’hypothèse que les plaquettes sanguines participent activement à l’augmentation de la sévérité de 

cette pathologie, mais reste secondaire au regard des autres cellules centrales que sont les 

leucocytes et les cellules endothéliales. 

Certaines équipes ont déjà tenté de répondre à cette question : quel est le rôle des 

plaquettes sanguines lors du développement du TRALI ? Comme cité auparavant, des éléments 

de réponses doivent être apportés selon plusieurs points de vue : i) le rôle des plaquettes 

conservées dans les produits sanguins labiles, ii) et le rôle inflammatoire de ces mêmes plaquettes 

via leur interaction avec l’endothélium et les leucocytes, leur production protéique, leur migration 

pulmonaire ou encore leur biogénèse pulmonaire. A l’heure actuelle, plusieurs études démontrent 

un potentiel inflammatoire des CP suffisant pour être responsable du « second-hit » du TRALI 

non-immunologique. Certains ont d’abord évalué, in vitro, l’influence directe des CP, en fonction 

du temps de stockage, sur l’activité des PMN. Les CP stockés 5 jours présentent un impact direct 

sur le métabolisme oxydatif des neutrophiles, phénomène extrapolable au TRALI [353]. Une 

partie des médiateurs solubles présents dans ces CP a déjà été ciblée comme potentiellement 
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responsable de cette activité des neutrophiles. En effet, la production massive de microparticules 

plaquettaires et de sCD40L serait en partie responsable [86, 354]. L’implication du VEGF 

plaquettaire a aussi été évoquée, mais son implication serait au détriment de l’imperméabilité 

vasculaire, plutôt que pour l’activation directe des PMN [355]. Finalement, de façon plus 

concrète, de nombreux modèles animaux ont démontré que les CP âgés et leur production 

plasmatique peuvent endosser l’entière responsabilité du « second-hit » du TRALI [71, 356-358]. 

Ces résultats, en corrélation avec notre première étude démontrant l’impact inflammatoire des CP 

impliqués dans des réactions transfusionnelles, prouvent que les plaquettes transfusées présentent 

un potentiel pro-inflammatoire non négligeable et sont, probablement, à l’origine du 

déclenchement de certains TRALI non-immunologiques. 

L’investigation du rôle des productions plaquettaires dans les PSL en tant qu’inducteurs 

potentiel d’une partie des TRALI non-immunologiques nécessite encore des études plus 

approfondies, mais, à l’heure actuelle, peu de doute persiste. Le second champ d’investigation se 

concentrant sur une influence, directe ou indirecte, des plaquettes de l’organisme au sein de la 

physiopathologie du TRALI est plus débattu. Pour répondre de la façon la plus précise possible à 

cette interrogation, plusieurs thérapies antiplaquettaires ont alors été rapportées dans la littérature. 

Les premiers à réellement proposer des preuves d’une implication active des plaquettes sanguines 

dans la pathogenèse du TRALI expérimental sont Looney et al. en 2009 [104]. Au sein de cette 

étude, l’induction de la lésion pulmonaire a été réalisée par une double injection de LPS et 

d’anticorps anti-CMH I, l’équivalent murin du HLA I humain responsable de la majorité des 

TRALI jusqu’alors déclarés [285]. Ce modèle animal est devenu le modèle animal référence du 

TRALI, malgré ces limites. Cette équipe a donc été la première à avoir observé une chute du 

compte plaquettaire lors de l’induction expérimentale du TRALI associée avec une migration 

accentuée des plaquettes sanguines dans l’espace alvéolaire. L’utilisation d’un sérum 

antiplaquettaire et d’aspirine, dont le rôle est, entre autres, inhibiteur de l’activation plaquettaire 

[359], a alors démontré une protection contre le développement de ce même TRALI, caractérisé 

par une survie maximale et une infiltration pulmonaire limitée [104]. Suite à cela, plusieurs études 

ont alors consolidé ces preuves, en utilisant le même modèle animal. L’aspirine, mais également 

son produit final, la 15-epi-lipoxine, connue pour avoir un rôle direct sur les plaquettes sanguines 

[359], semblent réduire efficacement la sévérité de l’ALI expérimentalement induit par 

l’administration intratrachéale de LPS [343]. La principale limite de ce traitement est qu’il n’a pas 

une influence exclusive aux plaquettes mais également sur l’endothélium vasculaire [360]. 

L’inhibition des protéines membranaires plaquettaires semble également être une piste de 

résolution du TRALI. C’est le cas du CD62P, dont la neutralisation protège les souris d’un 
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développement du TRALI induit par des injections systémiques de LPS et d’anti-CMH I [361]. 

Cette molécule, comme l’intégrine GPIbα ou encore le CD40L, semble participer à la formation 

de complexe entre les plaquettes et les neutrophiles, participant ainsi à l’amplification de la 

transmigration de ces derniers [84]. Certains proposent que la modulation de la communication 

neutro-plaquettaire soit une piste thérapeutique pour la prévention du TRALI [274, 275]. Chez 

l’homme, peu d’investigations ont réellement été menées en ce qui concerne la place des 

plaquettes dans la physiopathologie du TRALI. Cependant, sans de réelles preuves scientifiques, 

une étude évoque la possibilité d’une induction retardée du TRALI par des anticorps 

spécifiquement dirigés contre les plaquettes sanguines. En effet, dans un rapport de cas, une 

patiente aurait déclaré un TRALI retardé, associé à de forts taux d’anticorps inhibiteurs de 

l’activité plaquettaire dans son sérum et à la présence d’anticorps anti-leucocytaires. Les auteurs 

conclus que l’inhibition plaquettaire, chez cette patiente, aurait retardé le développement du 

TRALI, évoquant ainsi un rôle plaquettaire dans l’amplification du niveau d’activation des 

leucocytes. Leur hypothèse repose sur une accentuation de l’activité des leucocytes, 

particulièrement des neutrophiles, suite à la libération de médiateurs solubles plaquettaires, tels 

qu’IL-8 et ENA-78, inhibée chez cette patiente [362]. Enfin, une découverte récente permet 

d’envisager une fonction pulmonaire des plaquettes probablement sous-estimée. Effectivement, 

une étude a démontré qu’il existe une thrombopoïèse pulmonaire murine, responsable de la 

formation de plus de 50% des plaquettes circulantes [271]. Cette découverte permet d’envisager 

une participation des plaquettes au sein des pathologies pulmonaires. A l’encontre de toutes ses 

études, plusieurs preuves émergent quant à une implication inexistante des plaquettes dans la 

physiopathologie de l’ALI induit dans le même modèle murin cité au-dessus, c’est-à-dire par 

injection successive de LPS et d’anti-CMH I. En effet, la déplétion des plaquettes sanguines, 

induite génétiquement ou par injection d’anticorps, ainsi que l’inhibition de l’activité plaquettaire, 

notamment par l’utilisation d’aspirine, de clopidogrel ou d’anticorps anti-CD36, protéine 

membranaire des plaquettes participant à leur fonction thrombotique [363], ne préviennent pas le 

développement de l’ALI [278] et manifeste un état hémorragique délétère [72]. 

Au cours de cette thèse de sciences de la vie et de la santé, nous avons souhaité 

répondre en partie à cette interrogation (manuscrit III). Notre étude apporte un début de réponse à 

ce débat. L’inhibition de l’activité plaquettaire, en fixant le récepteur « platelet protease-activated 

receptor-4 » (PAR-4) par injection intrapéritonéale de ML354, n’a en aucun cas apportée des 

preuves d’une amélioration de l’état des souris après induction de la lésion pulmonaire. 

Cependant, la déplétion presque totale des plaquettes circulantes, réalisée par une injection 

préemptive d’anticorps anti-GPIbα, n’est pas suffisante à prévenir systématiquement le 
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développement de l’œdème pulmonaire induit par la double injection de LPS et d’anticorps anti-

CMH I, mais en a réduit significativement sa sévérité. Afin d’approfondir notre démarche, nous 

avons également évalué l’impact des stimuli utilisés dans notre modèle in vivo d’induction de 

l’ALI, c’est-à-dire le modèle « double-hit » par injection de LPS et d’anticorps anti-CMH I, 

directement sur les plaquettes de souris non préalablement stimulées, dans un modèle in vitro. Le 

LPS utilisé à une dose supérieure de celle administrée dans notre modèle in vivo de l’ALI semble 

avoir un effet sur l’activité plaquettaire, notamment sur la production de médiateurs solubles, tels 

que le PF4, plutôt que sur l’agrégation de ces dernières. La combinaison de LPS et d’anti-CMH I, 

à des concentrations n’ayant aucun impact seul sur l’activation des plaquettes, a également 

influencé la sécrétion du PF4 plaquettaire. En revanche, même à des doses significativement plus 

élevées que celle utilisée dans notre modèle murin du TRALI, les anticorps anti-CMH I seuls 

n’ont jamais favorisé l’activation des plaquettes, dans notre modèle in vitro. Il est connu que les 

plaquettes peuvent présenter à leur surface des fragments de l’antigène CMH de classe I, mais ces 

résidus moléculaires ne sont pas produits, de novo, par les plaquettes. En effet, c’est au travers d’un 

processus d’internalisation des antigènes CMH I, préalablement produits par d’autres cellules de 

l’immunité dans le plasma, que les plaquettes sanguines sont capables d’exhiber cette protéine 

[273, 364-366]. La fixation des anticorps anti-CMH I directement sur sa cible plaquettaire n’a 

donc surement aucun impact suffisamment important pour induire une cascade d’activation des 

plaquettes. Aussi, nos résultats ne semblent pas prendre clairement parti pour une implication 

directe des plaquettes dans la physiopathologie du TRALI, ni pour leur exclusion. En effet, nos 

premiers travaux sont en emphases avec une participation des plaquettes sanguines plutôt dans 

l’augmentation du degré de sévérité de ce TRALI expérimental, précédemment décrit, plutôt 

qu’une pathogénie entièrement dépendante d’une contribution plaquettaire. Enfin, l’utilisation de 

notre modèle de souris thrombopénique, déplétion induite par injection d’anticorps anti-GPIbα, 

évoque des résultats en faveur de la thrombopoïèse pulmonaire, déjà décrite dans une étude 

récemment publiée [271]. En effet, nous observions une augmentation importante du nombre de 

plaquettes présentent dans les lavages bronchoalvéoalaires et l’interstitium pulmonaire chez les 

souris avec une thrombopénie induite de façon préemptive à l’induction de la lésion pulmonaire. 

Ces observations semblent évocatrices d’une thrombopoïèse pulmonaire compensatrice de la 

thrombopénie périphérique induite expérimentalement. Ce phénomène physiologique peut 

surement, à lui seul, justifier l’absence de protection observée dans plusieurs modèles murins de 

l’ALI après induction de la thrombopénie [72, 278]. Notre étude, valorisée dans le manuscrit III, 

nécessite des compléments d’information et un approfondissement certain. À l’avenir, nous 

envisageons de mieux caractériser les plaquettes produites directement dans l’interstitium 
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pulmonaire pour tenter d’élaborer un nouveau modèle animal de l’ALI/TRALI ciblant en 

particulier les plaquettes issues de la thrombopoïèse pulmonaire et ainsi apporter un regard 

innovant sur l’implication des plaquettes dans cette physiopathologie. 

Les plaquettes sanguines semblent avoir un rôle très complexe lors de certains processus 

inflammatoires. Comme cité préalablement, elles possèdent un potentiel de sécrétion et 

d’expression protéique pouvant agir sur plusieurs fronts. Elles participent au maintien de 

l’intégrité vasculaire [303-309], mais peuvent également amplifier les réactions inflammatoires 

pathologiques [104, 322, 323]. En conséquence, nous avons émis l’hypothèse que cibler un 

produit plaquettaire, au rôle pléiotropique, serait une voie à envisager plutôt qu’une inhibition 

plaquettaire totale. Nous avons donc choisi de cibler le couple protéique CD40/CD40L pour 

plusieurs raisons : les plaquettes sanguines sont responsables de la production de plus de 95% du 

CD40L soluble (sCD40L) dans le plasma, dont la fonction est agoniste à la forme membranaire 

[89]. L’implication du couple protéique CD40/CD40L a été démontrée dans plusieurs modèles 

murins de l’ALI [99-102]. Des taux importants de sCD40L ont été corrélés avec le 

déclenchement de plusieurs pathologies transfusionnelles [367-370]. Enfin, ce complexe immun 

participe à la communication intercellulaire entre l’endothélium vasculaire, les leucocytes et les 

plaquettes sanguines [84]. En 2011, une première étude a investigué le rôle du couple 

CD40/CD40L dans la physiopathologie d’un TRALI expérimental et n’a pu démontrer aucune 

amélioration de l’état des souris lors de la neutralisation de ce complexe protéique par l’utilisation 

d’anticorps anti-CD40L et de ciglitazone, inhibant l’expression du CD40L plaquettaire [371]. La 

principale limite de cette étude était l’utilisation d’un modèle murin peu représentatif de 

l’hypothèse validée du « two-hit » du TRALI humain. En effet, ce modèle repose sur une simple 

injection d’anticorps anti-CMH I à 4,5 mg/kg responsable de la lésion pulmonaire [103]. De plus, 

l’utilisation d’une telle concentration dans notre modèle murin reposant sur l’hypothèse de la 

double frappe (LPS et anti-CMH I) réduit considérablement la survie des souris. Lors de la 

validation du modèle murin du « two-hit », Looney et al. ont démontré qu’aucune souris ne survie 

plus de 45 minutes, sur les deux heures de l’expérimentation, avec une concentration à 4,5 mg/kg 

[104]. Dans notre laboratoire, l’utilisation d’une concentration de plus de 3 mg/kg a été écartée 

du fait de n’avoir observé aucune survie (n = 5) au-delà de 30 minutes (données non publiées). 

Finalement, suite à cette étude proposée par Tuinman et al. [103] l’investigation du complexe 

protéique CD40/CD40L au sein de la pathogénie du TRALI a été longtemps reléguée au second 

plan. Au cours de ma thèse, nous avons de nouveau étudié la place de ce couple immun dans le 

modèle murin du TRALI, aujourd’hui internationalement reconnu, avec l’induction du « second-

hit » à 1 mg/kg. Nous avons ainsi pu démontrer que la neutralisation préemptive de l’interaction 
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du CD40 avec son ligand, le CD40L membranaire et soluble, prévient le développement d’une 

lésion pulmonaire dans notre modèle murin. Cette inhibition passe notamment par une réduction 

significative de la migration des cellules effectrices, que sont les neutrophiles, dans l’espace 

alvéolaire. Cette limitation de la leucostase des neutrophiles est corrélée avec une diminution 

importante de l’expression de Mac-1 et de CD40 à leur surface et une réduction de la 

complexification des neutrophiles avec les plaquettes circulantes, ces dernières étant moins 

activées lors de l’injection de ce traitement. Nous constations, cependant, un état inflammatoire 

systémique non régulé malgré l’utilisation de ce traitement. Seule la communication cellulaire 

semblait directement impactée. Plusieurs champs méritent d’être plus investigués, en lien avec 

cette étude. En effet, nous n’avons pas étudié l’influence d’un tel traitement sur l’endothélium 

vasculaire, les monocytes, ou encore les macrophages pulmonaires. Il serait également intéressant 

d’évaluer l’effet d’une injection de sCD40L recombinant en tant que « second-hit » du TRALI, 

dans ce même modèle animal. Finalement, ce complexe immun, étant au cœur d’une 

communication cellulaire importante entre plusieurs cellules de l’inflammation [74], pourrait être 

impliqué dans plusieurs pathologies inflammatoires ou auto-immunes. L’établissement de futurs 

traitements, ciblant particulièrement ces protéines, pourrait permettre de mettre en place une 

régulation de plusieurs pathologies sans pour autant être délétère pour un type cellulaire précis, 

par exemple les plaquettes sanguines, et donc impacter la physiologie cellulaire naturelle du 

patient. 

Un constat original a pu être fait au cours de cette thèse. En effet, nous avons observé, 

au sein de notre modèle animal, une atteinte des organes autres que les poumons. Nous avons 

notamment investigué l’atteinte du pancréas au cours du développement d’une lésion pulmonaire 

suite à l’injection successive de LPS et d’anticorps anti-CMH I au sein de notre modèle murin. 

Cette étude a été réalisée suite aux différents travaux présentant des points communs dans la 

physiopathologie de certains modèles expérimentaux de la pancréatite et celle décrite dans notre 

modèle animal du TRALI, impliquant les neutrophiles [117, 118], l’endothélium vasculaire [134, 

135] et les plaquettes sanguines [149]. Certains ont également évoqué un lien évident entre 

l’atteinte du pancréas et le développement de lésion pulmonaire, lors d’une pancréatite 

expérimentale, qu’elle soit induite par injection intrapéritonéale de céruléine et de LPS ou de L-

arginine [113, 114]. De plus, l’implication du couple protéique CD40/CD40L a également été 

démontrée dans des modèles murins de pancréatite avec atteinte pulmonaire [158], en lien avec 

notre manuscrit IV. Tous ces paramètres nous ont conduit à investiguer le développement d’une 

pancréatite suite à l’injection d’anticorps anti-CMH I chez les souris préalablement stimulées avec 

une injection intrapéritonéale de LPS. Nous avons ainsi pu démontrer que le développement de 
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l’ALI, dans ce modèle, était associé à une atteinte pancréatique, blessure limitée lors de 

l’utilisation d’anticorps anti-CD40L neutralisant de façon préemptive. Cependant, cette 

pancréatite semblait être modérée par rapport à une induction directe de cette pathologie, 

notamment observée par l’évaluation du score pathologique. L’évaluation de l’infiltration des 

leucocytes dans le tissu pancréatique n’a pas permis de dénombrer un taux important de 

neutrophiles dans le cas des souris mimant un TRALI par rapport aux autres groupes. Nous 

émettons ainsi l’hypothèse que lors du TRALI, chez l’homme, une atteinte des différents organes 

profonds, tels que le pancréas, peut justifier le fort taux de mortalité associé à cette pathologie. 

C’est probablement lors d’un TRALI sévère que les autres organes seront alors affectés à un 

degré similaire à celui des poumons. Cette étude mérite une investigation plus poussée, 

notamment en ciblant plus spécifiquement les leucocytes, les plaquettes et l’endothélium 

vasculaire des capillaires pancréatiques pour mieux en comprendre la mécanistique. Actuellement, 

nous menons une investigation sur le devenir des autres organes, tels que l’intestin, après 

l’induction expérimentale de la lésion pulmonaire, au sein de notre modèle animal. Un suivi des 

organes, autres que les poumons, lors de complications lésionnelles pulmonaires après 

transfusion sanguine pourrait permettre de prévenir, de façon plus prolifique, la mortalité liée à 

cette réaction transfusionnelle.  
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Conclusion 
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Les réactions transfusionnelles inflammatoires sont loin d’être comprise sur le plan 

mécanistique. En France, le TRALI immunologique connait une réduction significative de sa 

fréquence. Cela est notamment dû à l’instauration des différentes précautions transfusionnelles. 

C’est le second type, le TRALI non-immunologique, qui connait une progression importante. Il 

est donc essentiel de comprendre encore mieux la physiopathologie de cette réaction 

transfusionnelle. Ces travaux de thèse apportent de nouvelles preuves quant au rôle des 

plaquettes sanguines dans le processus inflammatoire et particulièrement au sein du TRALI 

expérimental. En effet, nous constations une fonction plutôt pro- qu’anti-inflammatoire des 

plaquettes, notamment régulée par la libération de ces facteurs solubles contenus dans les 

granules-α, en particulier pour le sCD40L. La principale limite de cette thèse est l’utilisation d’un 

modèle murin se rapprochant des caractéristiques du TRALI, mais ne prenant pas en 

considération la variable transfusionnelle, c’est-à-dire l’hétérogénéité des donneurs, des produits 

sanguins labiles transfusés et des receveurs. De plus, ces résultats, hormis le premier manuscrit, 

ne sont applicables qu’aux souris et nécessitent de nouvelles investigations chez l’homme, car la 

physiopathologie du TRALI humain est mal connue et toujours débattue. En effet, la diversité 

des TRALI humains diagnostiqués est telle que la mécanistique cellulaire les régulant ne peut être 

seulement extrapolée depuis des modèles in vivo et in vitro expérimentaux. Finalement, de 

meilleures connaissances sur l’impact des procédures de préparation des différents produits 

sanguins labiles, ainsi qu’un meilleur management des patients à risque, pourrait réduire, à 

l’avenir, l’occurrence des réactions transfusionnelles inflammatoires, en particulier les TRALI 

non-immunologiques.  
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Investigation de la pathogenèse du syndrome de détresse respiratoire aiguë post-

transfusionnel (TRALI) dans un modèle murin 

RESUME : La transfusion sanguine permet de sauver des vies et réduit la morbidité pour un grand nombre 
de maladies et d'affections cliniques, mais elle n'est pas exempte de complications. Un incident néfaste lié 
à une transfusion, également appelé Effet Indésirable Receveur (EIR), est un incident défavorable 
survenant chez un patient pendant ou après une transfusion sanguine. Parmi eux, le TRALI est considéré 
comme l’une des réactions inflammatoires les plus critiques. Cette pathologie se développe généralement 
dans les 6 heures après transfusion. On en reconnaît deux types, les TRALI immunologiques et les TRALI 
non-immunologiques. En France, les premiers sont presque entièrement prévenus par une politique de 
sécurité des produits sanguins, tandis que la fréquence des seconds augmente. La physiopathologie du 
TRALI reste mal connue. Tandis que certains y accordent une place importante aux plaquettes sanguines 
du patient transfusé, d’autres les considèrent comme pas réellement impliquées. Le but de ce travail de 
thèse a été, dans un premier temps, d’investiguer le potentiel inflammatoire des plaquettes sanguines 
conservées dans les concentrés plaquettaires et l’influence de cette inflammation sur l’endothélium 
vasculaire général. Ensuite, sera évalué le rôle des plaquettes sanguines de l’organisme, notamment par 
l’intermédiaire de leurs produits de sécrétion, dans la pathogénie de cette complication transfusionnelle. 
Pour cela, un ALI (mimant un TRALI) a été déclenché, dans un modèle in vivo, par une injection 
d’anticorps anti-CMH I chez des souris préalablement stimulées avec du LPS. L’ensemble de nos résultats 
confirme le potentiel inflammatoire des plaquettes sanguines, au sein des concentrés plaquettaires, 
pouvant probablement assumer l’entière responsabilité du déclenchement d’un TRALI non-
immunologique, ainsi qu’un rôle secondaire des plaquettes sanguines de l’organisme, participant 
activement à l’amplification de la sévérité de la pathologie. Cette thèse s’inscrit dans la continuité logique 
des études menées, au sein du laboratoire GIMAP-EA3064, investiguant la place des plaquettes sanguines 
au sein de l’inflammation, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives dans la sécurité transfusionnelle. 

MOTS CLES : TRALI – Transfusion – Plaquettes – Inflammation – CD40L 

Investigation of the pathogenesis of Transfusion-Related Acute Lung Injury (TRALI) in 

a mouse model 

ABSTRACT: Blood transfusion saves lives and reduces morbidity for many diseases and clinical conditions, 

but it is not without complications. A transfusion-related adverse event, also known as the Adverse 

Reaction (AR), is an incident occurring in a patient during or after a blood transfusion. Among them, 

TRALI is considered as one of the most critical inflammatory reactions. This pathology usually occurs 

within 6 hours after transfusion. Two types are recognized: immune TRALI and non-immune TRALI. In 

France, the first is almost completely prevented by a blood product safety policy, while the frequency of 

the second increases. The pathophysiology of TRALI remains poorly understood. While some scientists 

give an important function of patient blood platelets, others consider them dispensable. The aim of this 

thesis was, first, to investigate the inflammatory potential of blood platelets stored in platelet concentrates 

and its impact on the general vascular endothelium. Next, the role of patient blood platelets, including 

their secretory products, in the pathogenesis of this transfusion complication will be evaluated. For it, an 

ALI (mimicking a TRALI) was triggered, in an in vivo model, by an injection of anti-MHC I antibody in 

mice previously stimulated with LPS. Our results confirm the inflammatory potential of blood platelets in 

platelet concentrates, which can probably assume the entire responsibility for triggering a non-immune 

TRALI, and a secondary role for patient blood platelets in the amplification of the severity of this 

pathology. This thesis is the continuity of studies conducted in the laboratory GIMAP-EA3064, 

investigating the function of blood platelets in inflammation, thus opening up new perspectives in 

transfusion safety. 
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