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Avantpropos

D}v S A Jo S§Z o }ve]es v o[ -gagpulatiors depeliles} 1 ¢
[JE]P]v uC o}b E S~@& "ep%os Hive]fvsS AS [Jv( S]}vU «p
sepsis.Nous avons voulu, au travers de cette étudlaircir certaines connaances
concernant ces cellulest définir leusroles ve o[ § § [Juupv} OSbhs@veé €l}v

cours du sepsis
Mon document comprendra quatre grandes parties.

> % E& u] E % ES] S pHv JVSE} U S]}v ] 0]}PE %oZ]<u
décrirons dans un premier chapitre lesllules myéloides suppressives (MD®@)abordant
différents aspects, notamment leurs caractérisations, leurs activités et leurs impfisatio
dans certaines pathologies. Dans un second chapitre, niégsirons la pathologie dans
laquelle nous avons étudié ces cellules. Nous nous intéresseronsadosepsis et nous
focaliserons sur les réponses immunes et bouleversements immunitaires sut\eanaours
de ce syndrome. Enfin, dans un troisieme chapitre, nous abordejoekjues généralités
sur le Torque Teno Virugui nous a intéressé dans le cadre de la réactivation virale au cours

d o[]Juupv}epu % %uGEepsty.}v

La seconde partie di#fira les objectifs de la thése. Elle restituera la problématique de
o[ sp HEP E e« SE ApPE v E] pEs po }E S}IJE & e

ont conduit a notre hypothése de travail.

La troisieme partieprésentera les différents résultats expmentaux obtenus. Le
% E ul] E Z %]SE }ve]*S E Vv o[ Su o[}E&]P]Jv S un E€o0
(]85 o[} i § [uv ES] actuellémeit]éncaurs de soumissidre second chapitre
présentera des résultats préliminaires sor & 3]A 3]}v AJE o pu JuE+ u * %o
uv] @ %ope Pv EoU oe¢ E *posS S o]Jv]<p ¢ S u}]Pv vs (o
faisant suite a un sepsidlous aborderons dans ce second chapitre, une étude a laquelle

nous avons apporté notre ai via la cohorte de patients que nous avaosstruite. Dans
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un troisieme chapitre, nous présenterors[ (¢ [1v  C S (ld@-CSksur les populations

myéloides, chez des donneurs de cellules souches hématopoiétiques

Nous achéverons ce manuscrit daune quatrieme partie, avec une discussion
générale %0 (Eu S vS [ }& & o epi § [puv uv] E %oope Po}

conclusion et des perspectives résultantesces travaux.

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 14



Introduction

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018

15



Chapitre I.Les MyeloidDerived Suppressor Cells

l.1. Introduction

> e oopOo ¢ [}E]P]v uQechppressif o@yelsidDerived Suppressor
Cells~D ™~ « (}vs o[} 1§ [pv PE v ]Jvs E!S =+ EvVv] E « vv X v
SHu o ¢[]vS E e+ VS . oo pO elusale 500}drticlas publiése seulement

en 2017 (Septembre2018:|\www.pubmed.goy. Elles sont un groupe hétérogene de cellules
UC o}b ¢ Juu SUE « C v3 pv  (}V 8]}V *U%o%oE **]A epE o0 -

principalement les lymphoytes T.

Les MDSC peuvent étre retrouvées a de trés faibles quamtités le sang [ndividus
sains, mais leur nombre augmente tres significativement dans le cas de cancer,
[Jv(o uu S]}v § []@¢tetd].}2016)

Le rdle physiologigue des MDSC et leur régulatomt toujours mal compris
Cependant, amme pour leslymphocytes T régulateurdes MDSC semblent avoir un role
protecteur en régulant les réponses immunitaires et préviennent donc des dommages

collatéraux liés aux infections

|.2. Découverte

Dans les années 1960s, des cellules appeléé¢mtiural Suppressor cebsou NS cells,
ont été décrites dans des modéles muride tumeurs solides et sont associées a la
croissance tumoral¢Lappat and Cawein, 1964) - OOMO * ¢[]Vv(]OSE E ] vS 0
tumeur, mais aussi dans les organes lymphoides et I€Epa ZCu [ USCE « JEP v X
présence de cette population cellulaire est également associée a une lymphopénie et a la
perte de la fonction des lymphocytes([k) (Lee and Rosse, 1982) a donc été suggéré un
rélep}sS vS] o *HE O Z %% U VS O SHU HME M4 *C*S u Juupv]s ]c
des cellules aacéreuses. Les premiéres idées de cibles thérapeutiques visant a cibler les NS

cellsont émergé(Talmadye and Gabrilovich, 2013)
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Au cours des années 1970s et 1980s, plusieurs travaux démontreptdpaétés
inhibitrices des NS cells sur llesdans le cancermontrant ainsi leurs capacités a favoriser
O Z %% u vSs 0 Spu pE p - B8essownktial phoOB4; T@imadget al.,
1984; Younget al, 1992) Cependant, aucun marqueur conventionnel des cellules T, B, et
des macrophages, ne sont exprimés par les &I ©seroffet al, 1984) On les appela

alors, les NC pour Mull CGells».

v[ 8§ <p  (]v e VvV ¢ [00i* <pU[HV % E u] & %Z Vv}SC %
étant celui des cellules myéloidssppressivestrouvéesdans les rates de souris portant des
tumeurs (Bronte et al, 1999) Leurs phénotypes sont similaires aux monocytes et aux

neutrophiles, mais leurs fonctions sont bien distinctes.

En 2007 dans une lettre puis un consens@s, Ve O S [uv](] & o « J(( &
descriptions de ces cellulde nom deMyeloid-Derived Suppressor Ce(ldDSC) est proposé
(Gabrilovichet al, 2007) Ce nom est établi selon leur origine myéloide, et sur leur

caractéristique fonctionnelle principale, leur acté/itnmunosippressive.

>[Z]+8}&E]taqudécouverte et des études principales de la caractérisation des

MDSC est schématisé dang-lgurel
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Figure 1 : ,]+3}]1E 0 JUA ES 3 o [(Timadge an® ~
Gabrilovich, 2013)

1.3. Myélopoiese
>[Z u §}%}b ¢ ¢35 pv % E} eepde % EU SS VS O[}EP v]eu
figurés du sang (hématies, leucocytes et plaquettes). Les cellules souches hématopoiétiques,
%o O o «ffenodveler, se différencidnet assurent ainsi le renouvellement des
OOMO ¢ WU ¢ VPX p o ]v nduadistidgultagla lymphopoiése permettant la
production des lymphocytes, et la myélopoiese permettant la production des cellules

myéloides (hématies, polynucléaires, monocytes et thrombocytes).

Ao[ § 8§ vV}ICEU oU o uC o}%}tb - S UV %o E]} eepiteussE ¢ *SE|
de précurseurs acquierent des marqueurs spécifiques et la fonction de circulation des
OM}CS U VvV % E VS % M % U O %o ]|S-resolvetere¥e ](]<u
renouvellement des leucocytes matures est primordial, et quelques milldgd=llules sont

générées et remplacées quotidiennement.

Diverses conditions pathologiques peuvent perturber la production de leucocytes
E eposS vS8 VvV puv uC 0}%}b e [WEP v U <u] % &} u]s . 00
[ A vidp oo » u v <9 endominjaggs, ou encore des cellules dont la croissance
est anormale tUmeur) (Millrud et al,, 2016) Si ces conditions sont résolues rapidement, la

~

oV * OOHMO * UC O}b o 8 (E S HE =+ ve }ve <p Vv o Vv ( 8
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En revanche, certaines conditions telles que les iidas chroniques, les maladies
auto-immunes, et les cancerssont caractérisées pamune myélopoiésefaible mais
persistante dans le tempsgsultant en o[ pupo S]}v OOMO * Juu SUE « uC
Celles ] *}v8 [uV %o}]VS Au P v}u]«at fonctibhngl] différentes des
OMuU})CS e uSUE » ]V <u[ 00 ¢ % E * vS vS pv UuU}lE% Z}o}P] S M
neutrophiles et monocyte@Gabrilovich, 2017)

Les protéines S100A8 et S100A9, aussi appelées Calgranuline A et B sont impliquées

Ve 0O Z]ul}s S§]eu e DN S [ USE - OOHO * uUEimRd X E}d

dans la moelle au cours de la myélopoiése, elles peuvent étre induites par les kératinocytes,
les cellules épithéliales ou les ostéoclastes dans des conditions inflammgirgtermann
et al, 2017) Les protéines S100A8 et S100A9 interagissent avec leurs récepteurs RAGE
(Receptor for Advanced Glycation End produptésents a la surface des MDSC, ce qui va
]Jv uh]JE U Vv %o0opne H Z]Ju]}S S]eu U o[ pPu vs §]}v o HE 3§]A]:
voie NF f (Nuclear Factorf ) (Gohet al,, 2013)

l.4. Origine des MDSC
Le terme MDSC a été formulé dans le but de décrire une population de cellules

suppressives netymphoide avec une origine myéloifteabrilovichet al., 2007)

Plusieurs Z }@&] ¢« *u&E o[}E]P]V e D~ }v§ S&chémalsers}s U ¢

dans IfigureZ

- > UuUC 0}%}b - [WEP Vv S u-QéddirgblLa mydlopdese
[MWEP v S UV U Vv]eu % EuUu SS vS 0 % &} u S]}v OOMUO ¢ I

la moelle osseuse, avant[!$ E ¢teféent maturesCe processus se manifeste en
réponse a un signal inflammatoire, dans le but de restaurer ou de remplacer les populations
périphériques endommagéd®anopoulos and Watowich, 2008) /o <[ P]E ]88 }v 00
myéloides immaturegIMC) qui migrent dans le sangu elles deviennent des MDSC

(}v 8]}vv 00 u vs &ldires avgc «des propriétés suppressiv@Sabrilovich and

Nagaraj, 2009)Cela correspond alors a une myélopoiése extéalullaire, définie comme

étant une myélopoiése se produisant dans des organes en dehors de la moelle osseuse, tels
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qgue la rae (Kim, 2010X % Z Viu v 3 (E <p uu v Ap veons ¢ []v(

chroniques, de cancerde trauma et sepsis.

- Le blocage de la différenciation. Dans certaines conditions pathologiques, la
uC o0}t%}tb « [HEP Vv & MV A% Vve]llv %o E}0}VP [/D <pu] u]
IMC seraient stoppées dans leur matuoat & cause de médiateurs inflammatoires tels que
le S100A8, S100AR, VascularendotheliumGrowth Fator (VEGE) driterleukine-10 (L-10), et
la Prostaglandine EHPGE) (Allavenaet al., 1998; Chengt al., 2008; Gabriloviclkt al., 1998;
Obermajeret al, 2011) En effet, lorsque des MDSC sont extraites du microenvironnement
tumoral, le blocage o ](( €& v ] S]}v efledMDBC meuvent se différencier en
cellules myéloides matures, préférablement en monocytes/macrophages ou cellules

dendritiques(Kusmartseet al.,, 2003)

- Reprogrammation des monocytes en MD&®nocytiques (MMDSC) Dans
des conditions normales, les monocytes se différencient en macrophages aellules
dendritiques (DQ. Il est possible que les -MDSC aient pour origine les monocytes qui
acquierent un phénotype suppressif lors de certainesditions inflammatoiregPenaet al.,
2011; Porta et al, 2009) Ces monocytes anitiflammatoires reprogrammés se
différencieraient en MMDSC dans le but de limiter les effets dévastateurs de la réponse
inflammatoire lors uv « Y%ear]exemple Les mécanismes moléculaires de ce processus
mettraient alors en jeu une stimulation répétée dé&all-Like Recepetorg TLR)associée a la
présence de cytokines et de médiateurs inflammatoireslQLPGE (Némethet al, 2009)
Ceciconduit a la formation [Z}u} Ju E JuupVv}eu%o %o E ¢ }(f %o NOW %ad i E&
o[Z § E} ]u-iEamaaiBite p65:p5(Bergenfelzt al, 2012)

- Activation des neutrophiles en MD$6Glymorphonucléaires (PMINIDSC)Les
neutrophiles ont été décrits a la fois avec des fonctions-tamtiorigéne et pretumorigere
(neutrophile N1 et N2 respectivement). Ces différentes fonctions dépendraient du
u] &} vA]JE}vv u viU o[]JvS ve]S§ o[]Jv(o uu §]}vU . OO
]Jvs E PJee vSU § 0 u E(Brandaudt als pA13)]Geci illustre la plasticité et
o[Zz § E}P v ]S e V USE}% Z]0 *U <u] %o} ui@EENGEIppra&sUve <p E o
switch» des neutrophiles, selon laquelle les PIMMDSC seraient des granulocytes activés
(Grarot and Fridlender, 20155elon cette théorie, qui a été émise dans le cadre du cancer,

O°* OOUO ° o\diani leur] Bhénotypemodifié et acquiérent un phénotype créant
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un environnement suppresseur, et supportant la croissance tumo#alesi, les neutrophiles
présents dans le microenvironnement tumoral ne sont plus la comme ligne de défense face

MAE % SZ}P v U u ] }vS <u]e o %0 ]S []Jv p]E&® of vP]}P
tumorale par la production @ chimiokines. Ces neutrophfieont été nommésTumor

Associated Neutroph{TAN) du fait de leurs réles

Figure2 W s [ ve u O e $Z }E] « MDEIMIillrudEdtRal.v2016)

En haut a gaucheLesIMC se multiplient dans la moelle osseuse et migrers kaepériphérie

[ 3 wWC 0}%}b « [UEP V X >+ /D % HA vE8 ISE o0}<p * Ve O

A VIE <« D™ (}v 8]}vv oo uvs S]A o 0}Ee+<pu[ 00 « *}vE /E %}
o[]Jv(o uu S§]}vX Vv Z: ues IMC@EEuvent aussi se développer et dedesiMDSC
fonctionnellement activeen dehors de la moelle osseuk®. bas Les MMDSC et les PMN
MDSC sont des monocytes et granulocytes activés ou reprogrammes. La reprogrammation
des monocytes en MIDSGst lice o[ 3]A §]}v E %o associée-dadprésence de
cytokines et médiateurs inflammatoires. Les RN~ ¢ & ] v8 puv 3§ 3 [ S8]A §]}v

neutrophiles.

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 21



1.5. Phénotype

1.5.1.Phénotype chez la souris
>« DM }vs [ }CE S E]S - Ve * U} 0 UpE]vVe S|

aussi le phénotype de cexllules a dans un premier temps été exploré chez les souris
(Lappat and Cawein, 1964) caractérisation phénotypique dedNatural Suppressor Celis

Z1 o e}uE]e (us 3}usntloversEe dii@it«pu} p pv wedE phénotypique

vl § 15 letvppld]e<u[ oo * }vS ve UV % E u] E S u%oe S (Jv] = -
suppressivesPar la suite, plusieurs marqueurs ont été identifiés tels que le CD34;1e Gr
(Granulocyte Receptd) ou le CD11ll{Talmadge and Gabrilovich, 2018 CD34 est une

u}o Mo [ Z *]J}v % E ¢ VS orogeénitdu(s hématopéietiques, leur
permettant la fixation a la matrice extieellulaire et aux cellules stromaléblielsen and
McNagny, 2008) Le marqueur myéloide &@r est exprimé par les granulocytes et
macrophages dans la moelle son expression est directement liée a maturation des
granulacytes (Hestdalet al, 1991) Enfin,le CD11b est un membre de la famille des
intégrines exprimés par les cellules myéloides, et permet les interactions cellulaires grace a

ses ligandsliiterCellular Adhesion MoleculéCAM).

> %Z V}SC% HnS]o]e MIJUE [ZP] %o}uE & § EJa& o+ D
la fin desannées 1990 paBronte et son équipéBronteet al., 1998) Les MDSC murines sont
(Jvl = o[ ] HE u E<u PE- (I € le CD11b. B} ind@queur-Gk
i 8 A% E]Ju % E MAE Uu}o MO ° *uE( U o+ >CO § >Co'
derniers marqueurs permet de diviser les MDSC en deux -poypsilations(Bronte et al,
2016)(Tableaul):

- les MDSC monocytiques {MDSC) définies comme étant CD11p6GLYy6C, et

possédant une morphologie apparentée aux monocytes,

- les MDSC granulocytiques (PNMWNDSCYéfinies commeCD11b Ly6G et Ly6Cet
ayant ure morphologie proche des granulocytes.

[ USE ¢ U E<hu PE* % PA vE ISE psJo]e * Vv }u%o u VS %o
UME]V U S 0 <g 0 &O0OI061 ~}u >Coi*U o Plaidlet-iEndothglia Cell] Z <]}v
Adhesion Moleculd) ou encore le CD115 @épteur auMacrophageColony Stimulating
Factorou M-CSl(Zhaoet al., 2015)
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52.WZ v}3C% Z 1 o[Z}uu
Z 1 o[Z}uu U o« D~ }vs § ] frastidrides cellukesamononuclées
(PBMC). En termes de morphologie, marqueurs de surface et de fonctions, les MB&@
une population hétérogenede cellules myéloidesElles présentent un meélange de
marqueurs de surface typique des cellules myéloideS, v[ A %o E ] uesy Bafgqueuro

classiques delymphocytes, des cellesNatural Killer (NK) des macrophages et d€xC

Z 1l o[Z}uu U o0+ D" Ju%}ES VS HE PE V e+ PE}IU%
granulocytques ou polymorphonucléas (GMDSC ou PMNMDSC), qui sont
phénotypiquement et morphologiquement similaires aux graeytes [ «&dire avec un
noyau polylobégt les monogtiques(M-MDSC), phénotypiquement et morphologiquement

similaires aux monocyteavec un gros noyau ror{@ronteet al., 2016)

}JVSE |]E& u vsS pAE D N UpE]V *U 0 %Z v}SC% Po} o v[ %
identifié. En effet, les marqueurs Gret CD11b sont caractéristiques des MD&€ines De
tels marqueurs sont ipe<p| Hi}udncpdnugp Z 1 o[Z}ulles MDSC étaient
[ J]oo pE+ pPSE (}Null Gelsi b %ephecu[ B pv u E<p HE IvAsvi]}vv o
et macrophages ne leur a été assodiEZependant, un phénotype minimum pour chaque
soustype a étéadmis et recommandé dans un soweci [Z}u}P v ] §]}v e (E epoOS

(Bronteet al., 2016)

Tableaul). Les PMMDSC sont définis comme CD10D14CD15 ou CD66et les

M-MDSC sont définis comme CD10D14 CD15HLADR"" (Human Leukocyte Antige

Related. Le marqueur myéloide CD33 peut étre utilisé a la place du CD11b. Aindi; les
MDSC exprimenfortement le marqueur CD33 alors que les PIMMDSC affichent une
expressiomlusfaible du CD33 (CD%3). Les cellules Lifincluant le CD3, CD14, CD15, CD19

et CD56) HL®R CD33 contiennent un groupe de progeniteurs immatures. Cesutad| ont

été définies comme immatures MDSC ou eaw) P D A~ ~ D ~ « &em[mupdA

vl U i } p&@e tlaibementidentifié (Bronteet al., 2016; Youret al, 2008)X [ USE -

U Ecy HE+ }vslvp vd [ISE SEIHA « % Eu 353 v3 [ ((Jv E o]
o[Z}uu U 8§ o+ <y o0 eptelir QuMESF), le CD124 (récepteur {)>le CD40, et

le CD8(QPoschkeet al., 2010)

/o *8 Ju%e}ES VvS E % % 0 & <u o v oCeintdedépdd C %o] <
Ve 0 % @&} eepe [] v38](] 8]1}v e« D~ Z1 o[Z}uu X v ({
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Juupv}ep%e % E eo]A o ¢}vs pv E 3§ E]*3]<p Ju%}ES v A E](

*% J(]J<Hu %o}uE& ¢ oOOMHO ¢ V[ § ItHE ] vs](] X

Tableaul W WZ v}SC% * u]vJupue v oo JE * o[] vs](]
o[Z}uu § Z 1 ¢Bronteeda).s 2016)

WZ v}3C% Z 1 of.

Populations de MDSC Phénotype chez la souris (dans les PBMC)
MDSC totales CD11bGr-1* Pas clairement déterminé
PMN-MDSC CD11bLy6GLY6C CD33mCD11CD14CD15
M-MDSC CD11bLy6GLY6C CD33CD11KhCD14CD15
HLADR/ow
e-MDSC Pasclairement déterminé LimHLADRCD33

l.6. Activités immunosuppressives

> %Z V}SC% V[ S VS %o ¢ *u((]* VS %}uE o] vS](] S]}tv

fonctionnels doivent étre réalisés afin de confirmer le phénotype anafgsénte et al.,
2016) Pour cela, il faut comprendre en détail les activités immunosuppressives de ces
OOMO *X > e« u Vv]eu ¢ [JuupVv}eu%rbeSEMES peysihiodtre cldssifiés

en plusieursgroupes.

1.6.1.Induction de cellulesnmunorégulatrices
Le premier groupe de mécanissieoncerne la capacité des MDSC a induire une

réponse immune immunosuppressivBe nombreuses études ont montré une corrélatio
entre MDSC etymphocytes T régulateurs (Tregpns divers types de cancerseins,
pancréas et cancers gastrigué&abitasset al, 2011; Koet al, 2009) Les MDSC sont
impliquées dans la difféerenciation de lymphocytes T GiMTreg soit par contact cellule

oopo A o[]vd & §]}v soitindidsictentent par la production de @kines,
v}S uu vsS-id[/3 o[]vS-&EIFNE XPanet al, 2010; Safarzadeht al., 2017) Les
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Treg inhibent ensuiteo[ 3]}v ¢ 0Cu%Z} C3 « A] e ( S UE®* *}OH O ¢ ~ |
dlF10, le Transforming Growth Factor-t ou TGFt, dlE35) ou en induisant directement
o[ %o} %Hdechstet al,, 2008)

Enfin les MDSC seraient également capables via la production d¢ TGF [ ]

E &]vlbcp U [Jv H]E o &E ve ](({H en TregBoechset alg 8QLa) « d

1.6.2.Déplétion des nutriments
Les MDSC sont également capables de privetideles acides aminés présents dans
le milieu et essentislpour leur croissance et leur différenciation. Le mécanisme le plus

important est la déplétion de la-érginine.

'E o[ ER]YARG]), les MDSC métabolisent laardinine du
microenvironnement en urée et-arnithine. Z 1 o[Z}uu U o0 ¢ v pE3E}%Z]0 * =
principale source f\RG1, dans le sarfidacobseret al, 2007) La karginine est un élément
essentiel au maintien de la durée de la defi] of] ZEu pn id6U~uv - ol
unités intracellulaire du T-Cell Recepto(TCR (Rodriguezet al., 2002) >gxpressiondu
CD247 étant diminuée, la fonctionnalittdes k est alors atteinte La voie de la
Phosphoinositide Kinase(PI3K)sera aussi atténuée suite a la diminution de la quantité de
L-arginine, ce qui bloquera directement la prolifération de€n phase GO G1(Rodriguez
et al, 2007)

Un second mécasmerésultanteno[JvZ] ]3] rpar la déplétion en4arginine a
été décrit.Feldmeyeret al., ont montré que la déphosphorylation de la cofiline est diminuée
par la déplétion enarginine. La cofiline est une protéine nécessaire au remodelage de la F
actine, essentielle a la formation de la synapsenunologique eta la prolifération deslLr
(Feldmeyeet al., 2012)

Les MDSC sont également capables de séquestrer-dgstéineU %o p]e<u[ 00 -«
V[ A% E]JY 05 HE Ve% }ES HNE % Eu ,TBquidva fenfor@er da @FEivatiorE

du milieu en acides amingSrivastavat al,, 2010)

> e D A /E % E]u wklolegmine 8,8 dioxygenas@dDO) provoquant la
catabolise du tryptophanesn kynurénine; ce métabolite intervient entre autre dans la
différenciation des CD4en Treg(Mezrichet al, 2010) La diminution de la quantité en
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tryptophane dans le microenvironnement et la production de métabolites cytotoxiques a

pour effet de limiter la prolifératin et la survie dekr (Brugeret al., 2018; Yet al,, 2013)

.6.3." v E S]}v [HV *SE ** }EC S](

> SE}]*] u PE}U% u v]eu s }v EVvV 0 % &} p S]tv [
o[}A£CP v § Hu V]SE}IP V ~ZKN § EKeX > ¢ EK ¢}vS P Vv E -
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADPH) oxydaset agissent comme
messager intracellulaire Cependant, | (}&u S]}v [ v ]bxydqu) g&ut réagir avec
o[} EC V]SE]«y ~EKeU % E} ple v38 o0}Ee =« e d¥asquelE 3S]A »
péroxynitrite (ONOQ. Celuici est généré grace a Iditric Oxyde Synthase @NOS2 ou
inductible NGsynthase iINOS), avec laquelle les MDSC catalysenatgihine en citrulline et
NO (Ostet al, 2016) Las @& 3]}v [ *% <+ E 3]A +« pn Vv]SEIP v § 00 -«
responsable de la nitrosylation des protéines.niitaosylation du TCR a pour conséquences

sa régulation négativet son internalisatin (Brugeret al.,, 2018)

Par ailleurs, les MDSC peuvent tirédes molécules oxydantes telles que les ROS, le
PEE}AEC [ZC @}P V%o~ESPE 2H0]Ku]sS puv u} J(1 S]}v o Z v
du TCR (CD247), inhibant aimsiransduction de signaux[d $]A $]} viade TCRPillay
et al, 2013; Safarzadelet al, 2017) Cet agent oxydant est égalememhpliqué dans
o[]v p S]}v O %olrddd S[es  pee] o[}A£C S]}v ce qui rédulfesrva U
perte de la phosphorylation en See 3. La cofiline déphosphorylée est alors incapable

[]Jv L]E o % }oCu E]e S]}v o[ eflent SoraeniBdglede av Sein dv E

lymphocyte et par la suite, la formation de la synapse immunologiflemkeet al., 2008)

V(JvU 0 «3E <+« }AEAC 3]( o}«p o[-f3S]AVEw» vio |A}] Ee
o[ 3]A 31}Malmberget al, 2001)

1.6.4. Actionssur la mobilité et la prolifération des L
> e DAMA e}jv§ PO UVSE % o0¢° [J[VE§ E(E E A dr u]PE §]
En effet, la métalleprotéinase ADAM1TA Disintegrin And Metalloproteinasly) exprimée
par les MDSC clive le ligand du CD62 (CD62L-seledtin) a la surface des cellules T,
nécessaire a leunigration dans les ganglions lymphatiquétansoret al,, 2009)
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00 ¢ % HA v3 pee] Jv U]ELr of RUPsp}vs of /& %o &2 ¢B]}v 0
Cell Lymphoma)2u en exprimant la galectn9. Une foisla galectine diée a TIM3(T-cell
ImmunoglobulinMucin 3, la voie Akt/mTOR/NH est sollicitée et la viabilitédesLy altérée
(Ferriset al,, 2014; Lueet al., 2017)

Les MDSC peuvent modifier la conformation de la cytokine chimioattractive CCL2,
grace au proxynitrite (ONOQ <u[ 00 * % (EE(M@ign et &l, 2011) Cette cytokine ne
peut donc plus se fixer & saécepteur CCR2résenta la surface desrlCD8 qui ne sont

donc plus recrutés.

v(Jv. ¢ Sp e }vS u}vSE ««<g o0 e D ™ ¢}vS % o0 e+ []JvZ] &

contact cellulaire
- en interagissant ac le récepteur NKp30 a la surface deg(N#echstet al., 2009)

-en bloquant la% E} n S]}vv [B&B[ A% E <+]}v agtiveieur BK&2DE
grace deur TGFt membranaire(Liet al., 2009)

1.6.5. >[ A -1WPDL1
Le Program DeatH.igand1 (PDLY), aussi nommé CD274 ou-Bi, est le ligand du
récepteur de canhibition Program Deathl (PD1), exprimé par lesi.La liaison de PD1 a
PD1 active la phosphatadeTPN11Tyrosineprotein phosphatase nereceptor type 1}, qui
déphosphoryle les médiateurs d'activation desasseiés au TCR etu récepteurde co
stimulation CD28 Cette action }v p]$s o[]vZ] ]S]}v o— S3]A 3§]}v . 00}

contréler l'autcimmunité dans des conditions physiologiquekiiet al., 2017)

Lemarqueur PEL1 est souvent décrit dans le cadre de cancer, et est exprimé dans
ces pathologies, par les cellules tumorales, conduisant donc a la suppredsion
O[Juupv}eu@EA Jooov %o E}PE ]}V 0 SHU HUEENXpar [eSESHMES * ]}V
tumorales est associéede mauvais résultats cliniquedansdifférents types de cancerde
cancer gastriqudecancerrénalle v E d % v E U o[}A(W@Rgétal, 0 A ]
2016) > ¢ OOMO * SUHU}IE O ¢ *}vS pee] % 0 ¢ [ aid&rfacg A % E
e DMU % ES3] ]% vs immorosuipplessive des MDSC dans le

microenvironnement(Primaet al, 2017)X > § pA& [ A %o G&le3yr}les MDBCtes

[ Joo pE* }EE O 0 % E&}PE ¢¢]}v SHUl}E o (lwataet]dl( & vSe S
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2016; Limagneet al, 2016) De plus, Azzaoui et son équipe momtrea la fois une
augmaentation des populations de MDSC dans le sang de patients atteintigrggnomes B
diffus a grandes cellules (DLBCDiffuse Large ell Lymphomia mais aussi une
MPu vs S]}v o[ 4 %o ¢ELl paj kes cellWes. lls omontré dans des expériences
de coculture in vitro, que le blocage deo|[ A& -1W PDL1 grace a des anticorps
monoclonaux,restaure la proliféerationdes k (Azzaouiet al, 2016) Ces résultats ont été
complétéspar Ballbach et son équipgui ont bloqué PRL1 a la stface de PMNVIDSC et

obtenu, in vitro, le rétablissement de la prolifératiodes k (Ballbachet al.,, 2017)

Une Sp ~pE s sJUE]-" (] 1 vVvS ®» %}pyE o E %S pE o[/
ule v A] v <<y o[ /&£ % par]lés MDS® est activée par dieNype | (IFNr U
IFNt % E A pwdud par les MDSC ellesémes(Xiaoet al, 2018) Ellessont donc
capables de maintenir leur expression de-lPDde maniere autocrinegja la voie duSignal
Transducer and Activator of TranscriptibSTAT1)0} E <t 0 % E} WE[ N %d & [E*

*u((lsvs U p (1s  o[lfFiglrdy]}v -+ >

Figure3 W D} o & Ppo S]}v o [ -L&E YafHes -VPSC dang le
microenvironnement tumoralmodifié d'aprésXiaoet al., 2018): > [ /& Broduit par lesLr
activés est un régulateur majeur de RID. Cependant darie microenvironnement tumoral
o[ 3§]A 3§]}wpeutétre inhibée résultant en la perte ou la diminution de la production

IFNVvX v }u% viessNIP®O peuvent sécréter dieside type I(IFNr U £& Bfin de
ujvs v]E o[ A % &1leet]maintenikNeur activité suppressivélFNARL: Interferon
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alpha and betaeceptor subunit 1IFNGRL1: Interferon gamma receptqgrlRF1:Interferon

RegulatoryFactor J.

1.6.6.Conclusions sur les activités immunosuppressives

Les différenes activités immunosymressives utilisées par les MDSC piotniber les

lymphocytes T sont résumées dangHigure4

Les deux soug/pes de MDSC different, en plus de leuinénotype, dans leurs
U Vv]eu o ZJuupv}eu%(¥eghiaet] hh, 2018) Ainsi, lesM-MDSC génerent
principalement des NO grace aux NOS2, alors que lessMDIBC produisent de gransle
guantités ZK~ Al o[ §]}v o E(Muvahédietal, 2008; Youret al., 2008)
Par ailleurs, les MD ~ % E} p]e v-30 et de[le>PGlEcontrairement aux PMWIDSC
(Millrud et al,, 2016) Cependant, les MIDSC et les PMNIDSC expriment toutes deux des
<u v8]S ¢ ¢Ju]o ]@&Yeundt . 2008)

Figure 4: D v]eu ¢ []vZ] ]8]1}v o[ 3]A 8]}v 8§ 0
lymphocytes T utilisées par les MXS@brilovicket al., 2012)
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l.7. Accumulation et ativation des MDSC

>[  Mupo S]}v D N «35 suconpl€kd. Cemgamineer al.ont proposé
un mockle E]A v %Z viuv U S e 0}v 0o <g o0 O[ MHupo S]}v D
signauxCondamineet al., 2015)schématisés dada@

> % E u]l] E ¢S & *%}ve O o[ £%o ve]}v . oopO ¢ uC
o[]vZ] ]S]}v o HE ]J(( & vs] SJ}vX *]PVv 0 8 % E&]V ]% 0 U \
croissance tumoraux tels quSTAT3IRF8, C/BPtU S]A « %o -BSH@Grahdlogte-

Macrophage Colongtimulating Factgr le GCSKGranulocyte Colonr$timulating Factor le

s '& }u -®[Marigo et al, 2010; Ostet al, 2016) STAT3 joue undle crucial dans

o[]vZ] ]S]}v O[ %0} %0S}e . OOMO * UC o}b <« S u%! Z o ]
u SpHE » A] o[ A% E Bchiv(B-cell lpmphemaextra large et c-myc(Yinet al,

2018) Il a été aussi montréhez des patients atteints de cancer répatraités au sunitinib

(inhibiteur de récepteurs a activité tyrosine kinasg)e le blocage de la voie de signalisation

de STATS3 gracecette moléculeinhibela prolifération desMDSQDraghiciuet al., 2015; Ko

et al, 2009)

veul]s U [ gighdtixe ent responsable de la conversion de ces cellules
myéloides immatures en MDSC. Cette fois ce sont des fadtdsgue NFf U ~d diU ~d doU
PGEet la cyclooxygnase 2 (COX2) quost impliqués(Condamineet al., 2015) En effet, il a
§ Uu}vSE <p[pv  (}]e -BlAp W{YWERd>di ]Jv p]3 o < SEt3]}v []E
[ Z'i % & o0 « D A~ «pu] JvZ] v3 IMKuerharSgektid. 2005)>> [-/it 3§
Pouvs Ju¥o]«u ve o[ 3]A §]}v < DBf~(Tuke} alp 20@8)] E&
>[ 3]A 8]}v « D N us8] }Wo E 0 ¢ CE}]v e <pu] *IvE %o E} pls o
cellules immunitaires activéesSelon la littérature, différeries cytokines semblent étre
Ju%oo]<p ¢ ve o[ S]A S]IV-VHD E XEBU%B U 5« E 5§ % E o
et les kactivés, et]v nu]sS o[ A% E <]}V ] E(BHim%et &€ 201Y; BPhanet al,,
2017)X >/ >3 -b3 becrétées par les cellules Th2 et les cellules 3Kt également
impliquées ve o[ 3]A §]}v v D(*3® o E %(EDLA) étantretrouvé
a la surface de ces cellules, le réle de cette cytokine a été étDdigs un modele murin de
uC} & ]8 A]@ induit oHéz les MDSC CD¥1p6C (monocytgue-MDSC),
o[ £% E <+]}v (Zhanpet'al, 2017)X aytres molécules jouent un réle dans
o[ §]A 3]}v « D " UoBfi®b RGE (Poschke and Kiessling, 2012) PGEétant
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elleméme produie % E o * D » U ]Jo ¢85 }v % E&} o <«u[pv E& SE} 8]}
permette de naintenir les cellules activées et la ou elles ont été recruidddirud et al.,

2016)

% v v3U Jo cuo E ]85 «<u o 8]A 3]}v e DN ¢}]S pv
Ju%o A U %op]e<u[pV Su ul}vsE& r<gctives étdit Bécessaire au >
maintien du phénotype immature des MDSC dedrs activités immunosuppressivésolito
et al, 2011) Dans cettéétude, ils démontrent que lesrles plusfortement activés sont plus
facilement inhibés par les MD&C e pyPP & vS o[ A]*S v spér les badiveso E} 1] S
~3 0 <u-vO[/QESE] p v8 o 8JA §]}v e+« D "~ X

Figure5 : La différenciation des MDSC régulée par différents signauMDL8E sont
issues deCellules Progénitrices Hématopoiétiques (HEBCprésence de facteurs tumoraux
~~N]Pv o i* }v u]s o[ £%o ve]}v * % E MHEe* PE-* U}IVEICS]<H *
E <u] & v3 o] 3]A 3]}v M PV 0 1 %}pE «<u E]E 0 %Z V}ISC%
MDSC et MIDSC. Ces 2 signaux inhibent également la différenciation des cellules myéloides
en cellules matures : cellules dendritiques et macroph@gedifié d'apresCondamineet al.,,
2015; Yiret al, 2018)

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 31



|.8. Plasticité des MDSC

La plasticité des MDSC est un mécanisme compléexargement discuté dans les
modéles tumoraux de souris. Les MDSC peuvent se différenci®@Gmacrophages et
granulocytes. Des étudas vitro ont montré que des MDSC provenant de souris porteuses
de tumeurs sont capabless} ue o[]v(op v -CSFdeéBe différencieren granulocytes
pour les GMDSC owen DCet macrophagepour les MMDS(Naritaet al,, 2009; Youret al.,

2012) Ces derniers ont une activité immunosuppressineles kin vitro. Plusieurs rapports

ont en effet décrit que lesM-MDSC peuvent se différencier enTumor Associated
MacrophageTAM) e} ue o[]v(ou MypoxialJw[u ] o ( ZHMELr«Corzoet al,

2010; Marvel and Gabrilovich, 201%)n analogie avec les-MDSC,ds PMN-MDSC (ou G
MDSC)peuvent se différencier enTumor Associated Neutrophi(AN)(Fridlenderet al,,

2012) Ces cellules jouent différents roles dans la progression denfeeuren induisant

o[ VP]}P v « U o E}]ee v SHUU}E o § v Jv g]e v§8 pv Juupv}ep
eSJupo VvS O[ %0}%0Ske S eo}S] vv vS§ O[JUUMV}e %o %0 E o]}V
microenvironnement via des mécanismes communs aux MD$€S RGi U o[]dE ka”

production de cytokinegKusmartsev and Gabrilovich, 2006; Shastal., 2011)

Il existe peu delittérature sur la plasticité des MDSC dades conditions non
néoplasiques inflammatoires, tek que des maladies avimmunes ou les infections. Une
étude a cependant démontré que les MDSC provenant de moelle osseuse de souris atteintes
[ ESZE]S % MA vE « J(( & v ] E uengede}MeSFSetediRppeptor[]Vv (0
Activator of Nuclear Factor Kapp@ Ligand(RANKL)YZhanget al., 2015) Dans un autre
modele murin de polyarthrite rhumatoid&endo etson équipe ont montré que lesMDSC
se différencient erDCtolérogéniques grace au GM*& U «<p] ¢}vs % o ¢ 71[]vZ] &

diminuant ainsi la progression derzaladie(Sendcet al., 2017)

1.9. MDSC et pathologies

Commeévoqué éns de multiples conditions pathologiques, telles que les cancers, la
SE veXo vS S]}v [}EP w auimmunes,da gopulation de MDSC augmente

en taille, et peut étre détectée dans le sang, la rate, les tissus cancéreux et les sites

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 32



d[]Jv(o uu 33VX[ 3 % E ]Joo PEe* % « A] vS <u o D"~ ]vs cC

dans toutes ces conditions.

[.9.1.MDSC et environnement tumoral
Les MDSC représentent un marqueur de mauvais pranoséz les patients atteints

de cancer. En effet, le taux de MDSC chez des patients avec différents types de tumeurs
solides est significativement augmen(i8afarzadelet al., 2017) Nousretrouvons aussi une
augmentation de ces papations dans le sang de patients atteints de cancers
hématologiques, tel que les DLB(Azzaouiet al, 2016) Par ailleurs, plusieurs études
montrent que les proportions de MDSC circulantes sont coegléA ol § S o]v]«wu VI
patientU o spu@EA] Po} o U o viu E US e5 e 5 0[-Z %% U
tumorale (Azzaouket al, 2016; DiaMontero et al, 2014; Huanget al, 2013; Wanget al.,
2013)X /o v § <uPP &E [uS]o]s & o § pA& D~ ]E po VS
prédictif de la réponse auxaitements par chimiothérapie, et psieurs essais cliniques sont

v }uEes (]Jv [ v Su ] & saivi the |&EfEphuence de MDSC chez des patients
atteints de mélanome (NCT02332642) ou de cancer rénal (NCT02664883)).

La capacité des MDSC a participer a la croissance tumorale etoemlation de

métastases peut étre divisée en plusieurs fonctions.

- Z Puo §]}v 0[] uwumbpgale: L&) MDSC protegent les cellules
v E P - o[Juupsyya}lE& o]U PE o0 HE+ S]}ve JVZ] ]SE] -
la prolifération de Lt et des cellules NK(Sleeman 2012) Différents mécanismes
[JUURV}e U %o %o E *¢]}v p3]o]e » % E o « D A~ }vd § udentha A] v
% E} U S]}v ZK~U o % 0 $]}v RGI VHuS ®] 4@ S0 AW @&[1Q 3]1}v [/:
(Talmadge and Gabrilovich, 2013)Grace a ces actionsles MDSC créent un
microenvironnementsuppresseur favorable a la croissance tumorale u JvS8 v v§-o[ us}

tolérance.
- Z Ppo 8]}v o[]VA «]}hesSNIDSTCEpauvent produire de grande
<u v38]3 [ VICU *» % E}3 }oC3]«p Métalloprotéinase® (MMP-9). Ces
protéases facilitat o[]JvA <]}v . OOHMO ¢ SUHU}E o0 <t égatlement S]eepe
I[ Z %% uv3 SE A E* 0° %]o0o JE U % Eu 35 v3 0 Jee ul\
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(PageMcCawet al, 2007) > « D N +}vS§ % o0 ¢ []v u]E o S& ve]S]}v
Vv & Pde ¢ [HV %Z V}SC %o %]SZ o] o MV % Z V}SC% U ¢ v Z
o [ psidn de la tumeur dans les tisgi@nsfeldet al., 2016; Tolet al, 2011)

- &}EuU S]}v [uVv AnjétdstatigE: Les MDSC et notamment les PMN

D"~ % &S] ]% VS 0 (}Eu 3]}vmeéthgtatique Jed fodénEsant un
microenvironnement immunodéprimé adé S o[ EE]A isation des cptjles
tumorales (Hood et al, 2011) Par ailleurs, la MMP provoque la restructuration du

}oo P v e A Jee puE e vPulveU u v]eu ee vS] O ol £ASE&
tumorales présentes dans le safifjiuet al, 2009) > « D » % UA v3 ]Jv ul]E o[ A& %o
de cellules souches cancéreuses via les voies deisapiat [L6/STAT3 et NO/NOT(EPeng
etal., 2016)

- Z Puo s]}tv o[ V:ALESPMBSE peuvent sécréter plusieurs facteurs
( AJE]s v8 o[ vRdTBFVUs0 s '&U o DDW®&X &3 Enrdddie o} E o<
par les MDSGCdéclenche la production de facteurs pamgiogéniques ehotamment de
VEGHMotallebnezhadet al, 2016) Les MDSC exprimerdussi le VEGF et Ebroblast
Growth Factor?2 (FGF2) de fagcon STAT@épendante, résultant en la néaascularisation
(Kujawskiet al., 2008) Le développement de nouveaux vaisseaux sanguins va faciliter

O[ %0 %} ES v Mauthidkepuevsa progression.

Les différents réles prumoraux des MDSC dans les cancers solides sont

représentés dank(Figure6

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 34



Figure 6: Les éles pretumoraux associés aux MDSC dans les cancers
solidegTalmadg and Gabrilovich, 2013)R0éles des cellules tumorales sont indiqués en bleu
et ceux des MDSC et autres cellulegéloides sont indiqués en roug€EPE Cellules

Progénitrices Endothéliales)

1.9.2.MDSC emaladies inflammatoires
Contrairement aux cancers, seules quelqdesnées parfois méme contradictoires,
sont disponibles concernant le role des MDSC dans les maladiesimautmes et

inflammatoires non néoplasiquet[]v (o Vv e D~ § & %% }ES ve ]
pathologes(Boroset al., 2016)

Dans les pathologies pulmonaires telles qathme, une étude sur un modéle
murin a montré que leMDSCont un effet antt]v(o uu S}]E U %op]e<pu[ 00 ¢ % E} |

NO, inhibant la prolifération deslet recrutent des Treg dans les poumdieshaneet al,,

2011) Chezo [ Z } u ul dJété montré qudes MDSC sont retrouvées en plus grande quantité
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dansles lavages bronchalvéolaires de patients asthmatiques compagesges sujets sains
(Deshaneet al, 2015) Dans le cadre de la Brcho-Pneumopathie Chronique Obstructive
(BPCO)es MDSC sont retrouvées en grande quantité dass/oies respiratoires inférieures
de patientset ont une activité inhibitrice sur lesr [Deshaneet al, 2015; Scriminet al.,

2013) Scrimini etson équipe montrat en pluso[ (( § n sur la circulation des MDSC

Ve 0 * VP v }u% & vS ¢ % S] vSe (pu pEe+ SJ(e S [V ] Ve (}

Ve uv u} o UupE]v []v(o uu S]}v E v-MDSCZGnttrjuyeed o « '
en grande gantité dans le rein apres un traitement de glucocorticoiflast al,, 2015) Elles
sont capables deupprimeg o[J]v(o uu S]}v o} o Vv }vSEE€o0 tvdesDLefE % ve]}v
v E u]e vS o]]v (JmeafEphapeslanssle reinLe transfert adopf de ces GUDSC
}IV(]JEu o E€0 %E}S S uE ( o[]v(o uu S]}v &E v o X

Z 1 o[Z}uu U ]ontré gue la fréquence de MDSID11b, CD33, HLADRW-
dans le sang était augmentée chez les patients atseietdiabete de type | par rapport a des
individus sains. Ces cellules ont une activité suppressive suf,les auraient donc une

influenceanti-inflammatoire dans la pathologi@Vhitfield-Larryet al., 2014)

Z 1 * % S] vSe SS JvSe [ ESZE]S &Zpu S}tb &best viu E
augmentécomparé a des sujets sajnst la fréquence de ces cellules est négativement
corrélée aux taux defumor Necrosis Factor (TNF r) plasmatique(Jiaoet al., 2013) Dans
cette étude, les MDSC ont donn effet suppresseur protecteur. Cependant, il a récemment
été montré un effet pre]v(o uu S}]&E e D~ ve o] ESZE]S EZpu S}b |
JUE]e 8 Z 1 o[Z}uu X > (E <p v e DN 5 }JEE O 0o o /

induisant une éponse inflammatoire Th1{Guoet al., 2016)

Par ailleurs, des modeles murins expérimentaux de maladies inflammatoires des
intestins(MICI) ont montré que le transfert adoptif de-8MDSC (CD11l65r-1* Ly6G) réduit
o[]v(o uu S]}v JvS ¢S]v 0o Sro @ B&EAVe odE &]° - (Glankt pl.,
2013) Le taux de MDS&ux capacités immunosuppressivadans le sang de patients atteints

deMICI S [ ]Joo pEe* pPu vS }u% E(Haileetat, 208y « v

Dans o[ ve u o e % SZ}o}P] ¢ Jv(o uu S}]CEles MPECvV } %0 <

auraientplutét un effet protecteur Les roles des MDSC ainsi que leurs phénotypes impliqués

dans les différentes pathologies, sontédis dans le tableau-ciessougTableau?2):
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Tableau 2: Roles des MDSC dans difféerentes pathologies inflammatoires non

néoplasiques.

Phénotype des

Pathologie Espece MDSC

Fonction Effet

Ly6CLy6G  Diminution de la prolifératior ~ Anti-

Souris | Ly6CLY6G des k, recrute des Treg | inflammatoire

Asthme

CD11bCD14 CD16 | Production de NO inhibant | Anti-

Homme HLADR prolifération des £ | inflammatoire

BPCO Homme Limr CD115CD33 Julvus]tv o[ A& Anti-

HLADR de CD3sur les kcirculants | inflammatoire
Inflammation Inhibition de la prolifération Ani-
rénale Souris CD11Gr1 des k, DCet infiltration des | . .
! . inflammatoire
chronique macrophages dans le rein

Diabétede Homme CD11b, CD33, Inhibitionin vitrode la Anti-
type | HLADRW- prolifération des & inflammatoire
- CDI4HLADR - ac\:/zrcria:;)unxr:jigime in;‘lagrr}:;ltoire
Arthrite i - Corrélation avec la - Pro
rhumatoide CD33CD11b sevérité de la maladie | inflammatoire
Souris CD11/Gr-1* Corrélation avec Iq Séverit . Pro .
de la maladie inflammatoire

Inhibitionin vitrode la
Homme | CD14 HLADRW prolifération et de la

% E} U §]}wWddy & E

Anti-
inflammatoire

MICI Réduit arfflammation

intestinale etle tauxde Anti-
TNFr S[FNv  ve o inflammatoire
tissus coliques

Souris | CD11bGr1*Ly6G

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 37



1.9.3.MDSCitransplantations de CSét GvHD

Le GCSF estin facteur de croissance hématopoiétique permettant principalement
de stimuler au sein de la moelle osseuse la croissamzgs aussi la différenciation de
précurseurs de lignées myéloid¢éBeotare et al, 2015) Cette cytokine est également
connue pour ses effets sur la mobilisation des cellslmsches hématopoiétiqueCSH)
depuis la moelle osseuse vers le gartiment du sang(Tayet al., 2017) Parmi ces CSH, la
moelle va relarguer des MDSC. Eneffet upoS]% 0 ¢ Sp < }vSs Uu}luSSE of]v ]
CSFsur la mobilisation au niveau périphérique de MDB@/ckxet al. ont montré que és
pourcentagesde PMN-MDSC(Lin HLADR CD11b CD15 et de M-MDSC(Lin HLADR
CD11b CD15) sont significativementaugmenté dans le sangde patients sous €& SF

(Luycket al,, 2012)

0O °*u]S [uv PE (( AU ve o & SE}HL 0 ¢ Z u S}
exemple la leucémie, certaines complications peuvent survenir chez le receveur. En effet,
nous connassonsdéja lesrejets de greffes classiques, ou le greffon est reconnu et détruit
car considéré comme dunon-soii % E o0 *CeS u Juupv]S |@aft verey£ €3 X >
Host Diseas€GvHD) est ungathologie pouvant survenir o *pu]$s [uv PE (( A
provenant d{pv  }vv HE P v §]<p u v8 v}v }Ju% 3].dansAce cas, & A pGE
cellules immunocompétentes du greffoA}vs ] o GE 0 ¢ S]eepe o[Z€S JAVARTR K
0 *]}ve §]eepo JE « « A E X > EE€o smBdutatewv dans s qudffesu pv }

de CSH a donc été étudié.

Une analyse sur 62 patients ayant recu des cellules souches périphériques, Bssues d
donneusstraitésau G " & U % EU]e ussSE v A] v <p[pv (FES viu
MDSC et PMMWDSC contenu dans le greffon était corrél@rée réduction importante de
GvHD(Lvet al., 2015) De facon plus précise, Vendraneh al. ont montré sur 60 patients
que la quantité de MMDSC était le seul pameétre permettant de prédire la survenue de
GvHD(Vendraminet al, 2014) En effet dans leur étude, le taux de GvHD 180 jours-post
transplantation est diminué a 22% chez les receveurs de greffons ayant une quantité de M
MDSC supérieure a la médiane, au lieu de 63% quand la quanfiledBSC dans le greffon

est inférieue a la médiane.

Le réle des MDSC dans le greffon semble toutefois plus complexe; une étude

rétrospective sur 51 patients greffést développant une GvHD aigie, a montré que la
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fréquence de MDSC dans le sang était augéeret associée a une dysfonction dasirL
vitro (Mougiakakoset al., 2013) La GvHDest toutefois a distinguer de la GvHigie
%o ]e<u[ 00 -y @BtAdomeairedent aa GvHD qui peut survenir plusiguis aprés

la greffe, et qui est alors parfois guade de chronique.

Une étude sur un modele murin dévHD, a pu montrer que des cellules myéloides
immatures (CD11bGrlY) issues de souris donneuses traitées aG&¥-, étaient capables de
supprimer les @&, v p3Jo]e v¥ o u Vv]eu o[/ K % Eu 33 v$§
tryptophane(Jooet al., 2009) A contrariq Highfill et son équipe ont quant a eux montré que
les MDSC induite vitro § ] v8 % o0 e« []vi&]loréRctids grace a leur activité
ARGI(Highfillet al., 2010)X %oOopeU 0} E<cu e OOMO * *}aAl8 itsSdntpo e A
observé une réduction de la mortalittésd o 'A, U 3}us v % E ©rél Mergds o[ (( 3
LeukemigGvL) desiL

1.9.4. MDSC et infectionsactériennes

Récemment lgprésencedes MDSC  § Su ] ve [ USE -quele ]S]}ve

canceret notammentdansles infections.

Danslesepsisp » D ~ }vs [ }JE & & SE}HA +« ve pv u} o uyp
polymicrobien(Delanoet al, 2007) Dans cette étude, il a été montré une augmentation
significativede cellules GA* CD11b dans la rate, les ganglions et la moelle ossela
ailleurs, ilsovs u}vsE «u . OOMO ¢ S ] VS % 0 ¢ [[[J[&Z]% EE 0 %o
leskCD8 S ve pv ul]v E u pE [JvZ] & oeCD4 &lpojute@eS]}v -
ces résultats plusieurs études ont montré que ces MDSC étaient également augngentée

Ve 0 * VP % S] vSe S§3§ (GuEsinefply 201%; ddmolst al., 2014)X >[ S
de Guérin et al, réalisée au laboratoiremontre aussi quela présence deces cellles,

% 0 e« []vZ]rinitro, esteorrélée da lymphopénie.

Quelques années plus tardhel et son équip@nt montré que b présence dMN

MDSCdans le sang de patients septiques étaibrrélée a une plus forte incidence
[IJv( %]desocomials (Uhel et al, 2017) Cette étude montre que ces MDSC sont

% 0 ¢ []JvZ]T T @ 0 > % (E} REASRJwr la[premiere foides MDSC dns le

sepsissontassociée 0[ § § [JUUHV}* P%0 % E ]}V } « EA 0o Z 1 0 ¢ % $§
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Plus récemment, Mathiaget son équipe ont mis en évidencea la fois une
augmentation de MDSC chez les patients en choc septique et les patients en sepsis sévere
(Mathias et al, 2017) Dans cette étude, la présence ddDSCest corrélée a des
complications cliniques telles que des infections nosocomiales augmentant le temps

[Z}*%]8 0] S]}v § confitmdit esorgSultats dehel et al.

Cependant lews réles dans les infections aig$ bactériennes, comme le sepsig, n
sont toujours pas bien comprid.afonction majeure des MDSC dans le sepsis et le choc
septique est % E} o0 u VS E Pnflatinati¢Z Erdepadicipant au syndme
Compensatory Aninflammatory Response Syndrne (CARS)I atoutefois été suggéré que
les MDS®nt une action antimicrobienné¢Janolset al., 2014) En effet,il a été montré que
des MDSC issues de souris infectées Matuberculosis présentaient des capacités
%Z P} CS ]JE « § v} CS |]E « -dépendante(Kri&ilet &l 2014)

1.9.5.MDSC et infémns virales
Les MDSC ont été également identifiées dans des infections virales, telles que le virus
0[Z % MNBC }p o A]J]Epu- o[Juupv} (] 1v Zpgu]v ~s/,*U u ]e
infections fongiques et parasitairéd&amaet al., 2012; Gotet al., 2013; Riebeet al,, 2015;
Tackeet al, 2012; Van Ginderachtet al, 2010) Dans ces études le phénotype de MDSC
] v8](] cuo !SE ]J(( & vS§ v (}v 8]}v pstdde ¥e la pjalddieS]}v S
(Janol=set al,, 2014; Qiret al,, 2013)

Les infections virales sont connues pour induire desliatéurs preinflammatoires,
tels quele TNFr § it/ ¢} ] ¢ o pupo S{Guhet aD 2013) En effet, la
fréquence de MDSC¢S pPu vS§ Z 1 o % 3] v3 Vi et ESlpedieinedE o
corréléea la charge viraldTackeet al, 2012)X > « Jv( 3]}ve H A]J]Eu-VHBO[Z %o §]
sont également associées a une induction de MDSC, qui sont retrouvées augmentéles dans
e VP % 8] v8e 88 JvSe [uv ]v(VBBMHuang @& pi,)2004aeqd MDSC
*lvd [ ]oo uE «-dan$eesaleux études de supprimiervitro o[ $]A]3ST. Enfin>
plusieurs études ont montré que les patients positifs pour le VIH montrent une

augmentation du nombre de MDSC dans leur S@@maet al, 2012; Qiret al,, 2013) Une
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de « 3p + } o« EA ARGEes]MDSCqui sont donc capables de supprimer
o[ 3]A]Sm, et corrgle le taux de MIDSC avec le stade de la mala@net al., 2013)

Par ailleurs, la présence de cellules myéloideB11hb ayant des capacités
suppressives via INOS eR@A sur les 1, ont été retrouvées chez des patients avec une
infection récente au virus de la grippe A (Virus Influenza A), confirmant les résultats réalisés
sur des sourigDe Santcet al., 2008) Il semblerait donc que les MDSC soient présentes lors

[Jv( S Mnakeschroniquestellesqu o[]v( S]}wWikle®&HB et le VHCGnais aussi

transitoires comme le virus de la grippe.

1.10. MDSC et approchethérapeutiques

hv PE v v}iu & [ Spu « }vs u}vs®& pv Jvs E!S <pu VS o[
dans les modeles de tumeurs. En effet, que ce soit la chimiothérapie qui augmente
O[Juupv]s-SpuwdE o Vv }VSE v3 o[ 3]A]8 Juupv}epMslp G <]A .
les vaccins tumoraux qui permettent la conversion des MDSC en cellulgslpromatoires
qui limitent la croissance tumorale, la réduction du nombre de MDSC dans le cancer est sans
aucun doute bénéfique. Plusieurs molécules visant a modelerMDSC ont été testées.
Parmi elles, les inhibites de COX (tels que les antinflammatoires non stéroidiens de la
famille des coxibs)] v }vviue % }uE& E H]E o]V ] vV viu E n&E v
des changements transcriptionnels, diminuefit E %o & ¢<]J}v. « D ~ p v]A pu « 3p
(Goh et al, 2013) Les inhibiteurs de phosphodiesterasgtels que le sildénafibu le
tadalafi) empéchent le fonctionnement de la machinerie celltdaien diminuant
o[ £% E ++]}VvS [[ZEEYtdins agents peuvent induire la différenciation des MDSC
en cellules myéloides matures, tels que le paclitaxeleslPathogerAssociated Molecular
Patterns(PAMP3% (oligonucléotides CpGpevkeet al,, 2013)

v }USE U o[pS]o]e S]}v SZ E % MS]<u « DN E % E -
prometteuse dans le cadre de certainesitipologies. Ces cellules immunégulatrices
représentent, au méme titre que les cellules Treg, un nouveau type cellulaire pouvant étre
u v]% po Ve O uS []Jv HP]E v S}o E v  Juupv o}Ee [HV S
maladie auteimmune. Un réle prtecteur des MDSC a en effet été décrit dans le cadre de

transplantations allogénique®rujontet al,, 2014)
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v(]vU uv E S ]v sedis diniqueshez des patientsitilisant ou visant les

MDSCont été redigés(22 essais cliniques en cours de réalisation ou achevés selon

www.clinicaltrials.goyMai 2018).619 o e ]o o0]v]ciuent eheg(des patients

atteints de cancers (cancers solides ou hématologiques), chez lesegp8MOSC sont utilisés

juu JJu E<p pE- o[ A}ou3]YMCT0283264asuili des MDSC dans le
mélanome)ou encorechez lesquelso [Ju % § e ZJul]}SZ & %] * }4 Juupv}sz
observésur les MDSQNCT0348611W (( § [{PD1 suW]les MDSC dans un cancer du
poumon) Un essai clinique de phase | chez des patients atteints de cancer a récemment
U}vSE <«u[pv P}v]<epteurseLXRBRL{ver X Receptprécepteurs des oxystérols,
récepteurs nucléaires régulant le métabolisme du cholestérol et des lipides dans I'organisme
ainsi que la réponse inflammatoire au niveau des macrophatjgsnue la survie des MDSC
induisantune déplétion desMDSC dans le sang de ces patiditsvazoie et al., 2018Fette

déplétion en MDSEst associée a une activation da<CD8.

Les essais cliniques resta concernent des pathologiaaflammatoires et/ou des
infections; parmi elles se trouve notre étude ou les MDSC sont étudiées dans le cadre du

sepsisNCT02903082
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Chapitre Il.Le sepsis

II.1. Introduction
Le mot «Sepsisi A] v8 t PE he-—eZi %uSEHRAV]E]}vadie la «3

}u%e}e]S]}tv [Huv u S] & }EP v]cu vV $%ol(E sepsis est le teBNEE |
international pour caractériser une réponse inflammatoire généralisée, associée a une
infection grave(Funket al., 2009; Steven M. Opal, 2009}e syndrometait anciennement
désigné par le terme septicémie créée en 1837 par le médecin francais -Rikighe
Piorry, qui décrit la présence de bactéries dans le sang (bactéri¢giiejeA Piorry, 1834;
Sakula, 1979)QQuefues années plus tard, en 1878, Semmelweis et Pasteur appavec la
«théorie des germesU o Vv}S]}v [ u%}]e}vv u vS p e« wRavsm&E pv u]j
(Fekete, 1968; Furdt al., 2009)

E}SE <Ce3 u JUuupv]38 JE % ps !SE Ap }juu pv 8§ 3 [ <p]c
pro-]JvG uu S}]E U Jv ]*% ve o0 o[ oJu]v §]}v P EBu U S o (
]v G utoire destinée a prévenir des dégats collatéraux sur les tissuge a une sur
activation de la réponse prfgvG uu S}]E X hv e <pu]Jo] & vsE . WA
% uUS VvSE v E puv E Po uvsS Juk}ES vs § o s & U ¢eCeS
défin]S % & *Cv E}u * %S]<p X > ¢ %oe]e 5 v o] A% E <]

physiologiques et biochimiques induites par une infection.

[1.2. Définitions

I1.2.1. Anciennegsléfinitions
En 1991, un consensus international définit initialement le sepsis comme résultant
[uv «Cv CE}u E %o}ve ]Jv(o uu S}JE <*Ce*S u]<pu ~N/ZNeU onu]
o[}EP vBeneet al, 1992) Le SIRS est caractérisé par au moinx ades manifestations

cliniques suivantes
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(1) une température corporelle supérieure a 38°C ou inférieure a 36°C,

(2) une fréquence cardiaque supérieure a 90 battements par minute,

(3) une tachypnée ou hyperventilatiodgfinit par une fréquence restoire >20
cycles /min ou une Pag® 32 mmHg

(4) un compte leucocytairgsupérieur a 1200/mm? ou inférieur a 000/mm?,

Le sepsis était alors défini par I'association de deux criteres de SIRS et d'une infection
bactérienne ou autre (fongique, virale, parasitaifgesumeée ou confirmée. Il peut se

Ju%o]<u E % E O %o% E]S]}V (]Joov « [}EP Ve %E vV V

sévere, qui peut luméme progresser en choc septique, définit comme whgpotenson

artérielleinduite et persistante malgré unexpansion volémique adéquate

v 1111 Unterpational Sepsis Definition Confererajeute au SIRS le concept de
stadification o[Ju P M TuBbr, Nodes, Metastagien oncologie, ebasé sur 4
carad¢éristiques bien distinctes %} &S vS o[ &E}vCu W/ZKX W &E % &
%o E  J*%o}e]S]}ve p-asdife kepe tdmdrbidités préexistantes capables de réduire la
‘HEA] UM % 8] vEX / 5 o[dYJu%]}e U u& B (%o & bitg,sl8typepf}vsS o
o[l Se g o[]lv( S]}v ]Jve] <p U % SR iRprésenteddank«qet acronyme la
E %o}ve O[}EP v]eu ( et dont% SRS Raitvpartie. Enfin, le O signifie

Ce(}v 81}v [}HSYue la sévéritée des atteint S o v}iu E scpAEEN® est
déterminant dans le pronostifLevyet al, 2003) Chaque caractéristiqua un nombre de
points donnés P =9, 1 =4, R =60 = 14 le score total P + | + R + O détermine la sévérité

H e %e]eU S }vv 0o EJecpu U}ES 0]S <u[ 0 % S] vSX ]ve]U

plus le risque de mortalité est importaitiowellet al., 2011)

Cependant, I+ @&]S &E » pun ~Z™ v[]v ]J<p VS %o ¢ v ¢ ]JE u vSs
immunitaire anti-bactérienneinappropriée puisque ce syndrome peut étre retrouvé dans de
nombreux contextes noinfectieux tels que les traumatismegaves, les pacréatites et les

grands balés. Récemment, une large étude prospective a confirmé le manque de sé&hsibil

et de spécificité du SIRS -@isA]e o[]v( S8]}vX ~ o}v 8§38 S U pv %o 8
%oE& * vS ]S u}]ve HE E]8 E o P NZ» %3 E e A[ErdieE «SvS ]!
HV ¢ %oe]e A ( ]oo vKauKgn@&e al, 2015) Il a donc été décidé de retirer le

SRS de la définition des syndromes septiques.
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[1.2.2.Place du score SOFA dans la nouvelle définition du sepsis
Ve 0 US E]J]E o PE A]S 3§ o esayskpsislaSocief EP v o
Européenne de la Médecine de Soinstensis (ESCIM) a créé le scdsequential Organ

Failre AssessmeniSOFA])Vincentet al., 1996) Le score SOFA est défini selon plusieurs

paramétres cliniques et biologiques résustans le tableau alessous

Tableau3) :

Tableau3 W > « }(E ~"K&Vineeltedhallz1996): PaO2 Pression artérielle en
oxygene, FIOAN & E S]}v Jve% ]| E : PréBIbR Artddelle Méyenne, Score de
Glasgow avec un minimum dé %o}]vSe ipe<pu[ Hv « }E u AlJupu ifn Jv ]
(}v S]}v v puE}o}P]J<p viEGUu o U S Z}o u]v ~ }% u]Jv U V}E E v

SOFA Score 0 1 2 3 4
Respiration H oii <400 <300 <200 <100
RatioPaQ/FiO; - ~ /

Assistance respiratoire

Coagulation H ifi <150 <100 <50 <20

Plaguettes, 1&mm3

Hépatique <12 1,2t1,9 2,0t5,9 6,0t11,9 >12,0
Bilirubine, mg/dLlI
Cardiovasculaire MAP MAP Catécholamine Catécholamine Catécholamine
Hypotension Hoéiuu,P <70mmHg G i >5 >15
Systeme nerveux 15 13t14 10t12 719 <6
central Conscience Coma lourd Coma profond

Somnolence / coma léger
Score de Glasgow normale ou mort

Fonction rénale <12 121t1,9 20t3/4 3,5t49 >50
Créatinine, mg/dL
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Le score SOFA est établi en additionnant la valeur donnée pour chaque organe, en
e Z VS <u[pv A o uE i Jved]du o V}IEu dodfiitladiétgilomee A o uE
[JEP v 0 % qpimgercial(R2016; Vincenet al., 1996)

Dans le cadre de ces nouvelles définitionsquéck SOFAGSOFA) est un score plus
E %o ule u}lve %E& ] <p 0 < }E "K& X /0 % E&u § [] Vv§
%o S] vSe E]Jecp % E  vS E PV * %oc]e PCE o[:MaoC- |
(E <P vV E *%]|]E S}]E U o § Sraude &lasgow) %b Ia& prasSion arférielle
(Singeret al., 2016)

LescoreSOFAermet de décrirda gravitédu sepsis, & éyaluer les dysfonctions de
chaque organelLetaux de mortalité est directement lié a la gravité depsis et donc au
score SOFA. En effet, une étude rétrospective $6ro ® opafients a montré quine

HPu vsS S]}v pp ¢ }JE ~"K&2 pdnisestldssecié a un risque de mortalité plus
o AU [ VA]J]E}v i19 « ¢Raithet al, 2917; Seymouet al., 2016)

En 2014, la ESCIM établitaunouvelle définition du sepsis, pugs 2016(Singeret
al., 2016) Désormaisd sepsisse définitcomme une dysfonction d'organe suite a une
réponse immunitaireinappropriée 0-Z€S o0o}E&e [uv ]Jv( S]}vX Vv % E S§]
correspond a une augmentation d'au moins deux points du score SOFA en association a une
infection suspectée ou confirméae concept de sepsis sévere est abandonné. Le choc
septique est quant a lui diéfi comme un sepsis au cours duquel il est noté une
hyperlactatémeé supérieure & 2 mmol/et o v +«]§ traftament par vasopresseur

pour maintenir unepression artériellenoyenne > 65 mmHg

La|Figure 7| ci-dessous représente le guide utilisé par les cliniciens dans le but
[T vSI(] € 0 ¢ % S] vSe » %S]<u X
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Figure7 W "u] [T vS8I(] S81}v +« (&E]3pdients septiquggmodifié
[ %o Gingeret al., 2016. Les scores SOFA doivent étre considérés commeawis'il est
avéré que le patient présente un dysfonctionnemep} (E B pvéexistant avant le début de

I'infection.(MAP: pression artérielle moyenhe

11.3. Epidémiologie

Apres le premier consensus de 1991, la standardisation du diagnostic du sepsis a
% Eule o E o] S]J}v [ SH * %] uJ}o}lP]l<cp U []v ] et S u}
a. } e+ EA pv pPu vs 8]}v vvp oo o [ ] EtatsUnis passantde]s AL
83 cas en 1979, a 240 pour 1000 habitants cas en 20@Martin et al, 2003) De méme en
France, Annanet al. ont décrit une augmentation significative de la fréquence de chocs
septiques atre 1993 et 2000, passant dea’9,7 cas pour 100 hospitalisations en unité de
soins intensiffAnnaneet al, 2003)X v oo u Pv U of]v ] Vv o e * %oe]e
et 2013a augmenté de 256 &35 cas par 100000 personnegFleischmanret al., 2016)
Plus largement, dans les pays a revenu natiéatéU o[]v ] Vv M de983 pour S
100000 habitants, par afMartin et al., 2006)

Les syndromes septiques sont donc en constante augmentation.cause, le

vieillissement progressif de la population, une augmentation du nombre de comorbidités,
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une amélioration du diagnostic ou encore le diBppement par les pathogénesle

résistances aux antibiotiques.

A contrarig une réduction de la mortalité du sepsis est observée aussi bieEtats
UnisU <p[ v &E v U % pd]e<p 0 S pAE ul@&s o]s Ve O ¢ UV]S -
chuté de56% a 35% entre 93 et 2001(Annaneet al,, 2003; BrurBuissoret al., 1995) Plus
récemment aux Etatbnis,le taux de mortalité dans les unités de soins intensifs a chuté de
35% entre 1988 et 2012, passant de 17,3% a 1{Z3%nermanet al, 2013) >[ u 0o]}E& S§]}v
en termes de rapidité et de sensibilité du diagnostic permet une prise en charge adaptée du
% §] v38U Ju]lvp v3 Jvel] o u}E3 0]8 X v EAvVvZUO §ukE U

80%) dans les pays a revenuiaaal faible et intermédiairéSchultzt al., 2017)

II.4. Facteurs associés au sepsis

Plusieurs facteurs e risque ont été retrouvés>[ A v Vv P & % & « vS§
facteur de risque majeur avec une augmentation continue de la fréquencesegsis
notamment apres 60 angMartin et al, 2006) Le risque de développer un sepsis est
également augmenté en présence de comorbidit § 00 ¢ <u[puv Jvep((]e Vv &E v o
maladie pulmonaire chronique, un cancer ou une immunosuppreg8oam-Buissonet al,

1995; Suarez De La Rataal, 2016)X > «]8§ [Jv( S]}v 8 preheffed, @su]v vS§
%o}pulve S o[ tu v e}vs 0 ¢ ]S ¢ |wiiS Enucdiise[dar(s les] jepdes
plus fréquents selon une étude dans une unité de soins intensifs chinpieet al, 2016)

La saisonnalitépeut étre importante, puisque certaines infectiormme les infections
pulmonaires sont plus fréquentes en hi@anaiet al., 2007; Suarez De La Rétal., 2016)

v(lJvU o « £ i}p P o u v3 pv E#otion/des}Bormaness UAd incidence
%ope (] o0 * %oe]e § E %% }ES Z1 o+ (uu-U%E} o u
des estrogenes sur le systtme immunitaire, déja connu dans les pathologies- cardio

vasculairegAngeleet al,, 2014)
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[1.5. Biomarqueurs
Plusieurs biomarqueurs}ssr§ ps8]o]e ¢ v o]v]cp o (Jv [] & pn ] Py

% E ]J]E o[ §S WU % S5] VE§X > % &} o0 ]S}v]v ~W de ¢35 pv % E
parenchymedu tissu Iéséen réponse a uneagression bactérienneLa sécrétion de PCT
commence dés legremieres heures du sepsis4h), et le pic est attiat a 2448h. Plusieurs
études, et notamment celle dée Jong Et al,, ont montré que la diminution du taux de PCT
est associé a un faible taux de mortalit§de Jonget al, 2016) Sio W d V[ *S %o *

HPu v8 o0}Ee [pv ]Jv(o uu 3 lipfecAdude, te taux deloette protémpeut

ISE o A ve [ USE - -septiqéds teles e les chocs cardiogéniques ou des
pancréatites sévéeres, constituant ainsi un manque de spécificité de ce mar@eisner,

2014)

Le lactate est un marqueur des conditions hypoxiques souvent retrouvées chez les
% 3] v8e ve pv 8§ 38 E]8]u X > eulA] * 0 S 8§ ¢ o E]J<H * % C
[Mv SE ]&hezVeSpatient septiquéMigliettaet al, 2015; Rhodest al.,, 2017)

Laprotéine€Z S]A ~ ZWe 8 «eCv3Z §]¢ o0}E- 0 %Z e+ ]P©°
o[]v(o uu $]évdie. ka gEecificité de cette protéine pour le diagnostic du sepsis est
(] 0o %op]e<u[ 00 ¢S «CVvSZ S]e tssomukalBeque l¢cepd8svv]o <[ P]S
v (( s [pvu E«wp pE  ¢Rhodesetial, 201y

LaPCT et la CR$ont normalementdes biomarqueurs de diagnossicmais leurs
dosages sont peu prescrits du fait de lenanque de spécificité w&vis du sepsis. Quant
aux lactates sériques, ils représentent un marqueur aspécifique de la gravité, car une
élévation de leus taux sériqus ne reflete pas de facon systématique la séééide la
pathologie. Le suivi de ces paramétres a donc ses limites, et il serait nécessaire de mettre en

évidence de nouveaux biomarqueurs adaptés.
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11.6. Physiopathologie

[1.6.1. Inflammation
> o %] 3 puv uo ] ]Jv(o uu 3}]E u ] % E o S]A

immunitaire innépar un pathogene (bactérie le plus souvertih effet, le sepsis est initié par
la reconnaissance de pathogénes et de signaux de danger, par les defiieses, mais
aussi les cellulegpithéliales et endothéliales. La liaison des PAME&Ss micreorganisnes

~ § E] -U oA HespanyageAssociated Molecular Patterf®AMP) aux protéines du
complément ou desTLR Nucleotidebinding Oligomerization DomaifNOD)like receptors
(NLR) Retinoic acidnductible GengRIG)like receptors(RLR)et GType Lectin receptors
(CLR) induit une cascade de signalisatiofv3@E oopo JE X 3s[vo}Ad&]}v
signalisations MAPKMitogen-Activated Protein kinasgsJAKgJanus KinaseBTATs et NF

f }v uls O £%E <°]}Vv Pvv ® Ju%so Jkq]eu oopgo J&E U of]v(o

§ ofJuupv]s , %dmpreAant notamment la production de cytokines

inflammatoires (TNH WFNde type |, 16, IL-8) et de chemokines (CCL2, CXE{HiQure8).

>[ 8]A §]}v de@ytekingsnflammatoires commence dans les minutes suivant la
reconnaissance des PABIBt DAMR. Grace a ces molécules chimioattractives, les cellules
o[]u u@ ednt recrutées awiveau du site infectieuxParmi ces celluleses @llules
PE « vS S @itigene$ (CPA), dont les monocytes, macrophagegléiles dendritiques
(DC)font partie, vont phagocyter les pathogéenespres la phagocytosées CPAffectuent le
processing degrotéines du pathogenglipopolysaccharides, peptidoglycanegs parois
bactériennes par exempleU {a-elife la fragmentation de ces protéines en peptides qui
sont ensuite associés ammplexem i p @histgcompatibilité (CMH tl ou tll. Ensuite, les
Ly reconnaissent les complexes CMElptides grace aux TCR a leurface CeslLr activés
vont développer a la fois une réponse pgrdlammatoire, afinde lutter contre le pathogéne,
et une réponse ardinflammatoireservantderétro }vS@®€o0 v P S]( % }uE & Ppo &E

systeme immunitaire inné.
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Figure8 : Récepteurs de surface et intracellulaire responsables de la reconnaissance

de pathogenes et de signaux de dangers endogéfiehkisst al,, 2016)

Le plus souventle systemeimmunitaire inné est efficaceglaborant une réponse

<ulo] & S % E}S SE] U S E eposS vsS Vv o[ oJu]v S]}v M %o S
pro-inflammatoires, telles que la libération de cytokines et chemokines, le recrutement de
%Z P} C3 + & o[ 3]A 8]}v o} o duisystpm¥oede woagdlatidmu cours

[uv Jv( S8]}v 0o} o U o E %o }eontréleslgoprogresdibEdu pathogéne.
>[]v(o uu 8]}v 3 Iv pv A v uvd eevi] o e reiqrua pv]s ]v
o[Z}u }e8 ] «<u] *u]S rdé&sumédani%e compensatoires qui par rétrocontréle
négatif ont pour effet de limitero[]Jv(o uu §]}v ]Jv]S§] o s % E A VIE o
collatéraux. Si ce mécanisme est perturbé, une hyper inflammation peut sureeeit ce
qui est appeléin orage de cytokingpouvavs }v p]E UMLOS]% 0 » Ce(}v S]}ve
Au cours de certaines infections, le pathogéne prédomine et réasse multiplier malgré

o[ 3]A §]}v 0 E %}ve Juupv U «p] A] v o}Ee+ =« <plo] E
Cette réaction est caraégristique du syndrome du choc toxique (TSS), ou le super antigéne
du Staphylococcus aureugntérotoxine B) (} E o[]vs (E S]EWMHIVé&tde TEOR
induisant une activatiomassive et non spécifiquies lymphocyte<éo Gﬁtigé[ne@.
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> [ Z Gitla@@mation, meédiée en partie par la libération de cytokines -pro
Jv(o uu 8}]J]E U % E o[ S]JA 8]}v pn +Ce+3 u le syst¢mepdu $]}vU
complément, est caractérisée par une souffrance cellulaire (résultant en la libération de

DWeelU ¢ Ce(}v S]}ve [}JEP V U 8§ pv § }o]eu X

Figure9 : Schéma simplifié de la régulation des interactions des€PAdu systéme
immunitaire inné, etles &k v b(¢ Wt *C*S u Juupv]s |E %S S]EX >[]vs
cellules T implique plusieurs récepteu®MVH Il et le TCR, CD80 et CD28. Les supers antigenes
(entérotoxine B) sont capables de tromper ce syst&necontournant ces mécanismes
inhibiteurs et indwsent ainsi une hypemflammation et un orage de cytokingerlach,

2016)

[1.6.2.Immunosuppression
Bien que la réponse inflammatoire systémique soit considéréamnae
caractéristique du sepsi¢es mécanismes de rétrocontréle se mettent rapidement en place
et prennent une place importante dans la physiopathologie du sep#gimsi,
O[JUUPV}*eU%o %o E *o]}Vv su@EA] v8 <p ] }v }uld uu vs ofsfv(o uu §]

Le Compensatory Anihflammatory Response Syndrorf@ARBest initialement décrit en
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1996 par BongWard et al, 2008)X /o <[ P]S [MV e 5]A 5]}V ¢Ce3 ulp
immunitairepermettantde E *S WE & o[Z}u }*S <] % ES]E [uv S S Jv(c
Cette réponse antinflammatoire existerait donc uniquement pour équilibrer la réponse

pro-inflammatoire. La réponse CARS a été caractérisée ces derniéres aam&if$épents

éléments cliniques;ellulaireset moléculairegTableaud).

Tableau4 : Tableau récapitulatif des effets kahires, moléculaires et cliniques du
Syndrome de Réponse Afjtv (o uu S}]&E }u% ve S}IJE ~ Z"e Uy IUE-
~ [ %MEAardet al., 2008)

Eléments cellulaires et moléculaires

x Dysfonction des lymphocytes (réduction de la prolifération et/ou la produc
de cytokines)

X Apoptose des lymphocytes
X Régulation négative dmarqueur HLADRdes monocytes
x WE&E} p 3]0, dp/PGR, de PGE

Eléments cliniques

X Anergie cutanée
X Hypothermie

x Leucopéniesusceptibilité aux infectionsecondairest incapacité a éliminer u
pathogene

Cetteimmunosuppressiomffectea la foisle systeme immunitaire inné dé systeme

immunitaire adaptatif. Elleest marquée entre autre par une lymphopénigar @poptose
des I, Lt et la réduction de leur proliférationl[ A& %o ve]}v OOMO « dd&E Ppupo SCE
MDSC, la reprogrammation des CP}v p]e vS§ uv  Ju]vpus]}v of ABRp E <]}V
un phénotype mmature des neutrophiles. Ces derniersubissent également des
dysfonctions, altérant lew capacités anti-microbiennes, comme par exemple une
diminution de la production des RQf la baisse de leur activité chimiotactique, via une

Julvus]tv Of A% E *]}v + E %{CumatingelalZ1998; Hptchkiss
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et al, 2013) Il est également observé au cours du CARS, réduction de la capacitées

monocytes a produire des cytokines prmflammatoires. Les MDSC ainsi que les
neutrophiles A } v Zaill§ursproduire des cytokines antinflammatoires telles quéa PGEou

encorele TGFtetI[F*1U HAE C3}I]v » Juupuv}ep% % E **]JA ¢ % o « []
Enfin,o ¢ %] ]Jv u]8 P o u vS o[ pPu vs §]}vLl a la[suEE6e@Ees]}Vv |
cellules stromales et des CPA, qui va se lier atl RRprimé par les lymphocytes T,

supprimant leur fonction.

La forte apoptose des Ilymphocytes T, B et deBC expligue assi
O[JUUMUV}e UKo %o E *°]}V; O * Skl & V[S%o} %0 S} * OOMO * 5 [ ]OO
la sévérité du sepsis, et la persistance de la lymphopénie prédit la moftdbtéhkisset al.,
1999a) La phagocytose des cellules en apoptose induit le relargage de TGF -[LO>
Drewry Aet son équipedd }vS u}vSE <«<pu[pVv O0CU%Z}% V] %o Ee+]*S VvS§

] Pv}es] L e %oe]e 3 % E ] S]A [pv Uu}ES o0]3 aussi@h]e % E )
A 0}% % u v3 []Jv( 3§]}v(Drewiyet al,Z0%4)

Cesmo](] S]}ve o[Juupv]s %3S S]A vV E %}ve L e %oe]e
réactivation de virus latest En effet, comparé a des individus contrles, les patients
septigues ont une augmentation du tauxADN viral dans le sang. Waltonef al. ont
montré la détection dans le sang de patients septiques, de différents ADN \@rdex
77,5% et 14,1% : leofique Teno Virus (TTV))le Gtomégalovirus (BMMV) U o s |EBsStetn |
Barr (EBV)et le Virus Herpés Smplex (HSV)Ces patients qui présentent une virénoat

P ouvsS uyv pPuvs S]}v g viu E []v(Wwdiphetabk, 20i4) |E -

La|Figure 10| ci-dessous représente le odéle actuel des conséquences cliniques

possibles au courdu sepsigHotchkisset al., 2016) Les patientguérispeuventrapidement
JES|E 0[Z€%]S 0o ~0]PvVv 0O U X ES Jve % S] v8e E Vv }\
inflammatoire prononcée etv}v }vSE€0 U }v p]e v§ UMLOS]% 0 o Ce(}v
S 0 U}ES Y % 8] vS ~o]Pv @E}UP X [ USE ¢ % S] vSe suE
précoce, mais rencontrent un syndrome chronique gréhgne verte) caractérisé par le
syndrome Pasistert Inflammation/Immunosuppression and Catabolism SyndrdPkS).
[ S n }pCE- §8 % Z e+ venir despdactiviatiopsiirales, des infections

secondaires otet des dommages fonctionnels a loteyme. En revanche el PICS associé a
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o[]v(o @jyv S E S E]* % E& o[ pPu vs S]}v o] }v vSE §]

réactive, et la libération de cellules myéloides immatures

Figure 10 : Modele actuel des conséquences cliniques possibles au cours du sepsis

(modifiéd'aprés Hotchkisst al., 2016)

I1.7. Modeles murins
Dans le but de comprendre au mieux la physiopathologie du sepsis, et de développer
de nouvelles approches thérapeutiqgues, des modeles murins ont été créés. Différentes
procédures ont été développées : l'administration de toxines exogénes telles le
lipopolysaccharide (LPS) ou encore l'administration directe de pathogenes. Le modeéle de
ponctionro]P SuCE 0 ~>We Z1 0 e}uE]e 8 pi}uE [Zp] o

réserves liées a la transposition de l'animal a I'homme, ces modeles sont essanliels
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}vv Ju% E Z vel}v 0 %ZCe*]}% SZ}0}P] H ¢ %oe]eU Jve] <«

thérapeutiques.

[1.7.1.Modéle non chirurgical
>[ u]v]eSE S]}v [vVv }S}AE]v S pv ( }v [} SV]E E %] u v
anomalies biologiques comparables a ceux ob&eichez un patient septiqu&emicket al,,
2000) Différents agents peuvent étre utilisese LPS, qui est un élément de la membrane
des bactéries Gram négatives, les ADN CpG, le zymosane, qui est une molécule de la
membrane des levures, et[ HSE « %o (Memhieket al, 2008) lls sont généralement
administrés en une seule dose, par voie intraves®ou intrapéritonéale. Aprés injection
chez les souris, les signes cliniques apparaissent rapidement, incluant une léthargie plus ou
moins importante et une hypothermiéRemicket al., 20000X [pVv %o }]VvS Au  J}o}P]«
on retrouve une dninution du compte leucocytaire, avec réduction du nombre absolu de
lymphocytes et de neutrophilede modélede sepsis induit par le LR&olé et purifié
E<herichiacol) est trés utilisé puisque simple et reproductible, cependant cette
«inflammationstérilei v. & (0o 8§ <p[pv e« po A}l [ A E]}vUWi]S066 EE
o[]Jvs EBu ] ]E& pnd>ZoX

>[]vi 8]}v ]JE 8§ 4 % S$Z}P v 3 P ouvs pv o038 Ev 3]A
ZIELWEP] oX u} o 8 <p vs ou] S Eten, dekpathogese, ptdgs  []v(
la «taille i indculum; en effet, ces parametres vont définir la progression et les
}ve <cp v o o]v]cu o o {NEmadket i, 2008) De plus, méme si la souche et la
}e % SZ}P V % HA v ISE <3 v E ]+ U o[ u]v]eSE §]}v
* %o % SZIP vV 3 %o U E % E ¢ v3 S]A  p e %] Z 1 o[Z}uu

[1.7.2.Modéle chiurgical
En 1980, Whterman et ses collaborateumnt mis au point le modéle de ponctien
ligature caecale (CLRWichtermanet al, 1980)X [uV %o}]VvS Au %ZCe*]}% $Z}0}
u} o >W 5 %O0pe %E} Z M ¢ %] Z 1 o[Z}uu <«p of]vi 8]
Ce modéle est une association de trois agressidhspv =~ SS JvS S]eepo |E 0] o]

la paroi abdominale, la nécrose induite par la ligature daecumU S v (]v o[]v( S]}v
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secondaire causée par la dissémination des bactéries de la flore intestinale dans le péritoine.
Le niveau de ligature doaecumest déterminant dans la gravité du sepsigne lgature

}JLES VEE 'V pV ¢ %oe]e u} E& U o}E&Ee <pu[pv O0]P SpPE %oope

caecum provogue un sepsis grave et rapidement moftab(re 11|et|Figure12) (Hubbard

et al, 2005; Rittirsclet al., 2009) Ce modele permet de recréer la libération progressive des
u ] 8§ uE- o[Jv(o uu 8]}v & Jve] [} + EA E pv MPu vsS S]}v
plasmatiques de cytokines pi#noflammatoires (It6, TNFre S 1A 8]}v. u }u% o0 u v
(Rittirschet al, 2007) Les manéstations cliniques apparaissent dans les 12 a 24h apres
0[}% @& 3]}vU § « ve Jv3 EA v3]}vU o (étatde malaHieprogrpssivai}E | 13

dans les trois premiers jou(Ebonget al., 1999)

D oPE pv PE v v o}JP] A 0 * %oe]e o[Z}uu U o u}
SIS (31 ¢ 11° [Ivd E%E 3 3]}vX v (( 83U o Vv]A u 0]P S
type de ponction effectuée, sontotis des points importants jouant sur la pathologie

A 0} %o %o % E o v]u o gRittijsch &b @.} \2POY)] La question de la

reproductibilité entre différentes étudegpeut alors naturellement se poser.

Figurell: Localisation anatomique de la CLP chez la spuddifié d'apres Rittirsch
et al., 2009) Le niveau de ligature du caecum détermine la gravité du sepsis. Une ligature
courte, représentée par des pointillés verts, entraine un sepsis modéré. Une ligature plus
haute représentée par des pointillés rouges (prés de la base du cagouésergée par un

trait jaune) provoque un sepsis grave.
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Figure 12 : Courbes de survie apres CLP chez la souris, selon le niveau de
ligature (modifié d'aprés Rittirscét al., 2009): les souris simulées» ont été anesthésiées et

leur paroi abdominale a été incisée, sans manipulation du caecum.

11.8. Physiopathologie cellulaire

Au niveau cellulairenousobsenonsde nombreuses dysfonctions2sumées dans la

Figure13| /o «[ P]8 % E /& u%o U [pv o] & §]}v /£ +<]A ujo
les ROS, par les neutrophiles, la mgdifS]}v [ A£% E ]}V u E«u pdie s U (
le HA- Z ep& o0 ¢ u}v} CS ¢ }u o[ pPu vs S]}v Of A% E e**]}v U

comme récepteur Fgamma 1W & vZ/e % E o0 *}BEVVB} CS0PWo}%S}e U e°].
[Mv PE v v}iu E ellul&€o -

[1.8.1.Les neutrophiles
Les neutrophiles sont des composants du systéme immunitaire @ingont en
% E u] & o]Pv o0}Ee [pv ]Jv( S]}vX > €E %}ve VP VvV E % &E
au patientet% Eu S o[ oJu]v S]}v M % SZ}P v X
lls sant capables de produire un grand nombre de ROS principalement en utilisant la
NADPFbxydase(Birbenet al, 2012)X > ¢« ZK”* % HA v3 ISE E o EPpu - of
oopo p VIA pop +18  [Iv( S]}v }u  ve ¢ %Z P}oCe}elu s O

apresphagocytose de la bactériéJne fois dans le milieu extracellulaire, les ROS vont créer
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MV *SE ¢ }AC S](U S}AE]<H % }uE 0 - OOHUO ¢ ~% SZ}P v « §
e }uu P e euCE o] EU 0 ° %E}S ]Jv e S o0 « (Gjristti]] 1985, o u u

Lambeth, 2004X > ¢ ZK”" % Eu SS vS }v of oJu]v S]}v H % SZ}P v

dommages collatéraux sur lellules voisines, pouvant conduire a grande échelle a une

destruction tissulaire (nécrose).

Les neutrophiles ne sont pas épargnés par les effets du sepsis et leurs capacités anti
microbiennes peuvent étre affectéesné® réponsetrop faible des neutrophés engendre
également des conséquencdka été montré chez des patients ayant un sepsis sévere, que
Of A% E ]}V E %S pEe pAE Z]u]}l]v U S v}S uu vs y Z
diminuée (Cummingset al., 1999) Les neutrophiles sont ak® moins présents au niveau du
°]8 [Tv( Une etdide aaussimontré que les patients neutropéniques ont un risque
augmenté de suinfections (LekstromHimes and Gallin, 2000).a difficulté est donc de
définir un seuil entre réponse appropriée et réponse excessive des neutrophiles face a un

pathogéne(Brownet al., 2006)

Au cours du sepsisousobsenons également la présence dans le sang de granuleux
immatures caractérisés par une faible expression des marqueur8 &IDF et ayant des
fonctions immunosuppressive@Guérin et al, 2014) Ces neutrophiles sont également

associés a une augmentation de la morta{D&ixet al., 2018)

[1.8.2.Les monocytes et macrophages
Les nonocyteset les macrophages sont P o0 u vS % ESUE < o}@e [pv -°
capacité des monocytes a sécréter sdeytokines pranflammatoires est grandement
diminuée en répons& un pathogengCavaillon and Adi€onquy, 2006)Cela conduit en
partie au phénomene de tolérance, définpar une augmentation dda sécrétion de
médiateurs immunosuppredsi %o E]Vv ]% o-UiuUsS D[/ Ju]vus]}tv o[ A % E -
HLADR(Monneretet al, 2004) En effet, la capa@ des monocytes et des macrophages a
% E&E  v§ (E o[ VS|P v WA 0 0 U tatwe, eso nadieepal de HLAMR. La
(] o A%E ]}V Uu E<g HE % €E 0 « utv} CS « 5 [ ]Joo pE
[Juupv}ep%o % E >k 3epsisvplie <[ 00 5 oo} ] Hv EJe<p Eu [

secondaires et & une mortalité plus éleygandelleet al., 2010)
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V(JvU o0 ¢ u}v} CS ¢ }vs pv <}uCE ] uddo}esing 2, 3 o[/ K
dioxygenasg responsable de la catalyse du tryptophane, acide aminé essentiel a la
prolifération des k Tattevinet al, ont montré queo }v VSE $]}v %0 eu S]<p [/ k
corréléea lasévérité du sepsjset que les patients septiques qui décedent ont des taux

% 0 *uU S]<p ¢ [/ K %ope 0 A sU }u% E (Tatievih &als P0G suEA]A v

[1.8.3.Les lymphocytes
>[ %o} %0 S} elymphocytesau cours du sepsis est un phénomengli}uE& [Z ]

largement démontré puisque de nombreuses études indépendantes ont été réalisées sur
des patients posmortem (Felmetet al,, 2005; Hotchkisst al., 1999b; Totet al., 2004) Ce
phénoméne survient danges différents organes lymphoides (rate, thymus et ganglions
lymphatiques)(Hotchkisset al., 2001) La déplétion des lymphocytes dans les tissus est

P ouvs }u% Pv [UV Jul]vpus]iv n viu & elopu 0C U%Z
> [ %o} %addssive de toutes les populations de lymphocyggpliquedoncla lymphopénie
caractéristiquedes patients septiques.Cette lymphopénie est associée, dans plusieurs
études, a une augmentation de la mortalité et des infections secondéaet al., 2018;
Drewry et al, 2014)Le nombre de +CD4 chez des patients septiques est souvent aussi
faible que celui retrouvé chez des patients atteints de SND#ketet al, 2010) Le risque

[Jv( 8]}ve o }v JE * 5 }v v 85 u vs pPu (® TulZodt al,» %o 3] V:
2002)

Outre la réduction en nombre des, lcette population montre au cours du sepsis un

%0 (E } (Joisemnett ou «exhausted>. S S § o A% EJu % E pv E o S]}v
effectrices des+, [ «&dire leur capacité a sécréter des cytokines {iFKWherry, 2011)
Les k épuisés présentent un état transcriptinal particulier, caractérisé par une signature

[ A% E e<]}v P v]cpu ] v *% ](]<p U S v}S uu vsS pv FE %o E o
viu & PvVve]u%o]<pg « ve o ZJul}s &]leu U o[ tOcahly & o u]
Ccr7 CD62LY) (Wherry et al, 2007). Les tLvont également exprimer des marques

[JvZ] 18]}vU § dsLapumol®ule PR est exprimée sur les CDé4t CD8, et la
signalisation par ce récepteur inhibe la prolifération deddurs productions de cytokines et
leurs activités cytotoxiques.>[ uPu v§ S]}v o[ /£ % E arqyéwr de coe u
stimulation négative a la surface des l*S WHi}pE [Zn] ] Vv }vvp U § 5 spES}H
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Hv E]ecu Ep [Jv( S]}ve = }v JE ¢« S pv  pRGuigranit} v 0
al., 2011) De plus, lestlépuisés subissentnerestrictionde la diversité du TCRne étude

préliminaire a en effet mis en évidence une diminution transitoire de la diversité du
réperS}]E n d ZU e} ] pMv  pPu vsS §]}v p viu E []v( S]}ve
mortalité (Venetet al, 2013) Enfin, de nombreuses études ont montré une tendance vers

MV % E}(]O dE& PU %op]e<uh[UV HPu vsS S]}v . oopgo « dE P
chez les patients présentant une immunoparalysie suite a un s@sisneretet al,, 2003;

Venetet al,, 2009)

Au cours du sepsid,0 ¢S %o } ©obsener aussi bien dans des modéles murins que

Z 1horfime, une diminution nette du nombre de tlue o[ %o } %¥&hetet al, 2010)
Des études réalisées sur des souris déficientes en cellules B ont nuoréugmentation
de la mortalitélors de sepsis bactériemajnsi quuv & u S]}v 0 & %}ve ]Jv(0 ul
(KellyScumpiaet al., 2011) Les kne sont pas épargnés parleg( S 1 * %oe]*U %op]e<p]
plus de la réduction de leurombre, la réponse antigéne spécifiqyear les anticorpsest

[ ((] 18 ] u(Mqghr et al, 2012) Cette « paralysie» desLs peut aussi expliquer la
cHEA vp  [Jv( 8]}ve ¢ }v ]E - Eefiet, desiétudesdsur] des paents
atteints de sepsis séver@nt montré que la concentration sérique en IgM était
significatiement diminuée et corrélée aveco[ § § o0]v]<«u WGimarlless
Bourbouliset al,, 2013; Suzulet al., 2016) Comme pour lestLla réponse desglest donc

altérée au cours du sepsis et orientée vers un profil de paralysie cellulaire.

[1.8.4.Autres cellules immunitaires
>[ %}% 35} u **]A [pveR€Rypes edlulaie est un phémeéne majeur
au cours du sepsis. En effet, les cellules dendritiqpiasmacytoides et myéloides sont
toutes deux affectées par ce phénomeéft@rimaldiet al., 2011; Guissett al., 2007) Ajoutée
a la diminution du nombre deDC circulantes due O %0}%S}e U §S %o} %op0 S§]
egalement @kpressin de sonHLADR diminuégPoehlimannret al, 2009) Ainsi, au méme

titre que les monocytes, leur fonction de Ce% fortement altérée.

Les cellules NK soaussi (( S ¢ % & O %0} %0S}e S o uE viu E v
nettement diminué p }uE-+ [ Vv(Foréles fb, 2012) Leurs capacités a produire des
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cytokines (IFNveU o[ A %uUELRe lnsi que leurs fonctions cytotaxeg sont altérées,
participant a la paralysie immunitaire face au pathogéBeuza-onsecaGuimaraeset al.,
2012)

[1.8.5.Les cellules non immunitaires
> e uSE ¢« O0OOMO ° O[}EP v]eu Vv <*}vS % * % EPV < %
au sepsis.>[ %o} %oS}e e 00pO * o[ (( 3&nnséhueSpar la rAildchoridrie)
ou extrinsequs via des récepteurs de morFifst Apoptosis Signau FASTumor necrosis
Factor Related ApoptosisInducingLigand ou TRAILJHotchkisset al, 2000) Par ailleurs,
[ USE ¢« u Vv]eu o UJES oopo |E % EI}IPE Wu [ % oA v ISE

la pyroptose et de la nécroptogdorgenseret al,, 2017)

Ainsi sont touchées par ces mécanismes de mort les cellules endothéliales, mais
également les cellules intestinales, les cellules nerveuseslest cellules musculaires.
Hotchkiss et al. ont montré par microscope optigue et confocale, et par
immunohistotimie (marquage de la caspaSeactivée)une apoptose locale des cellules
épithélialesintestinaleschez des patientaccidentéset ce tres rapidement apres le stress
(Hotchkisset al., 2000) hv us & S ul}vsE® of]v 4 S]}v [upv %0 } %0 S }

e V UE}V - 0[ZC%1}3Z o uppourZqdi unesefSissa été provoqué par
ponctiontligature caecaléda Costaet al., 2017) Enfin, les cellules musculaires subissent un
oSE ¢ | 0[ZC %} /] , ce qui pliEre séyerement le fonctionnement de Isur
mitochondries. La régénération de ces cellules musculaireggspm sepsis est diminuée et
une étude récentesur un modéle murin u}vS8@E <u[ 00 % }pA ]38 !SCEuneu 0]} E
greffe de cellules souches mésenchyeusesqui sont capables de transférer aux cellules

souches musculaires, leurs mitochondries viabischeteatet al., 2015)

>}E* WU ¢ %oe]eU o] A% E ]}V e U}o MO ¢ [ Z *]}Vv % E
est augmentéetelles que lesintégrines et sélectine (sélectines E et)Pconduisant a la
(1&£ 8]}v * 0 U} CS ¢ opuECenkcivwgmi Alarg pmigkr pa extravasation a
travers cet épithélium altéré, et ainsi causer une fuite de fluide vasculdivéchkisset al.,
2016) >[n J<u]s c %0 E}S Jve SE A E+ 0+ J(( E v3e JEP v -
% ES] U o 83 ]Jvs o o S]eepe ]3 vd be relargd§e systéniigue] He
CS}l]v « § u ] S uE- o[]Jv(o uu §]}vX
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>gndothélium endommagé va&galementexposer des protéines prooagulantes
}v u]e v§ o[ 3]A 3]}v ,-et%le® factelifs «de coagulation. Cet €ta
[ZC % E } BYaugrherjtation de la capacité du sang a coaguiminue le flux
 vPulv 8 Jv uld8 v uv u pA Je % E(uel}v Sleepo JE }v ple v
(Remick, 2007)Secondairement a cette coagulopathie, une hémorragie incontrélée peut
survenir suite a la ttombocytopénie et ladéplétion des protéinepro-coagulanteqLeviet
al., 2013)

Figure 13 : Impact du sepsis sur les celluss systemes immunitaires inné et
adaptatif (modifié [ %o @®otehkisset al., 2013.

[1.9. Paralléle entre seps et cancer

Les maladies infectieuses et les cancers ont de nombreuses similarités (Hotchkiss and

Moldawer, 2014)|Kigure 14). En effet, les pathogenes et les cellules tumorales expriment

]1(( & v8s SC% « [ vVS]P v o & L3 \pragenc¥o pdEmanente>de DAMPs et

PAMPs dans les cancers et les infectiorsspectivement, entraine une stimulation
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ZE}v]cp e O0OMO * JUuUpV]S JE » %op]e<p[]oe A}vs S]A E
~W §8§ Ev Z }PV]S]}v Z %S}E*X >[ u%o0](] S]1}v §§ & %o}V
cytokines prainflammatoires, ainsjjue des ROS et NOS%sCnolécules altéerent les tisswet

He VS O %o} %oS}e . oopo *« VA]JE}vv v U E epodavd Vv pv
libération de médiateurs antjv (o uu 3}]E U Sl®etlelTGB[Me E /£ u%o U A -

produire brs dela phagocytose de ces débris par les macrophages et les neugsph

Dans les deux pathologie®usretrouvonsdes mécanismes qui vont contrebalancer
o[]v(o uu S]}v Jv pul]8 % E o @& }vv ]Jee v 71, induisans pihsvum % E o0
épuisement lymphocytaire ou & cell exhaustion> (Hotchkiss and Moldawer, 2014).
>[ %op]e U V3 0CU%Z} C3 JE 5 pee] ] v E SE}pA Ve O ¢ o3
dans les inflammations chroniques, et est caractérisé par diftdr processus
précédemment décrits paragraphe 11.8.3.Les lymphocytesDans cet @vironnement
Juupv}ep%e % E *+ HE Jo 3 Ung-augrentafipned@Ambre de MDSC et de
Treg. En effet, des études ont montré une augmentation du nombre de MBX@Jalsang a
la fois chez des patients atteints de cancers et chez des patients septiques (Mdthias

2017; Wuet al,, 2018; Yamauclet al., 2018).

Dans les deux pathologies, la quantité de MDSC déteetst un indicateur du
pronosticdes patientsUn pourcentage élevé de MDSC dans le sang de patients septiques
°S ee} ] HV E]e<u Ep [lv( S]tve « }v JE «U S [pv Z}e%
(Mathiaset al., 2017). De la méme fagon, le pourcentage de MDSC dans le sang de patientes
atteintes [pv v & W }o estodgsdci€Eaa présence de métastases €ival,
2018).

Une augmentation de Treg a également été observée chez les patients atteints de
cancer du poumon et des patients septiques (Kotsekial., 2016; Zorieet al., 2017); dans
ces études, la présence de ces cellules est associée a la gravité de la pathologie (survie sans

progression ou score SOFA élevé).

/o 8 P o uvVv3 %}ee] 0 [} EA E pee] ]V Ve 0 Vv
Jv( 38]}ve « A E U o[ AB«(E peg}v [JvEd] 13]}v % E 0 - OOHO * S
cellules endothéliales, tels que R, qui une fois lié a son récepteur-FD v n]sS o[ v EP]

deskX >[ A % E e-4]}ast augMentée a la surface des monocytes dans le sepsis, et est
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associée aine mortalité plus élevée (Tat al.U TiidX ulu U o[ A %dEpar]}v W

les cellules tumorales est a ce jour tres bien démontréegt-d.,, 2015).

v

v § v vs }Ju%s e JV(}EuU 8]}veU Jo 8 o0}E-s }v A o

thérapies précaisées en oncologie (comme les aRL1), dans le cadre de sepsis.

Figure 14W W E o0 o VEE o0 °¢ E %}ve » Juupv]s JE « [uv
infection prolongédHotchkiss and Moldawer, 2014)

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 65



11.10. Thérapies

Le sepsis ou choc septique sont des urgences médicdesSurviving Sepsis
Campaign(SSG) E  }uu v <U[pv SE ]S uvs S pv E v]u S]}v *}] vSs
Juu ] S uvsS %E& * 0 %E]s Vv Z ERRhode%t ad,|201¥) o[Z€% ]S O

[1.10.1.Traitement classique
Le traitement classique consiste ] o @ o <}upE M -adieeleeU [ S

pathogéne.Pour cela la prise en charge consiste ef u]v]e*S(EUR]du plusieurs
antibiotiques a large spectrelans les plus brefs délais apres le diagnostic du sepsis ou du

choc septiqueCe traitement antibiotique sera ensuite adapté en fonction des résultats de
cultures microbiologiquegui doivent étreréalisées o[ E E]A MU % S)Rhédeso[Z€ %o]S
et al, 2017) Lesmolécules antibiotiques sont choisies en fonction p «]3 [Jv(des]}vU
sensibilités ou des résistances du pathogéne. Toutefois, une thérapie asfa@gee peut

étre maintenuesiplusieurs pathogenes ont éiéolés De plus un élément majeur de la prise

v Z EP * % S] v8eU 0} E-<pu ] 8 %}ee] o U 5.0 }VvSE:
% E Z]J]EUEP] M 0 u]le V %00 [ v ex€nde (RhodesetEal]v P %o C
2017)

W E 00 0 U VSU O[UEPN% %@ (Eced ° ( JooX /o <pafEIB U/ -
exeu% o U o[pus]o]e 8]}v A ¢}% E oo HEes Z 1 0 * %[IB] VEe Vv
assistance ventilatoire mécanique chez les patients en détresse respirbtoijgu [HV
transfusion de plaquettes lorsque le compte plaquettaire est faible, causansqueisévere

[Z u}E& dRivHeset al, 2017) En effet, lemaintien de la volémie est indispensable a
o[}AECP v §]}v, é]urghgpdu@éme représente un@E&Je<p [ ((}v E u vS ]¢
cardiaque, de la pree]J}v &S &E] oo § suES}uS geneodubaigdtes v o} A
>[ZC% }A}o u] S uv ldwpsg $djguine et pgus E < oS h@morragie,
de la diminutionde la masse plasmatique par/ESE A « 3]}v [ p § *} Juu A
tissus interstitiels. Le remplissage vasculaire est donc primordial a la survie du patient, et
consiste a perfuser un solitde remplissagécolloides ou cristalloidegar voie veineuse

(Société Franggs [ v ¢SZ ] § Z ,2015)3]}v
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Ces assistances médicales permettent de sauver le patient sur l'instant, et sont donc

supprimées a mesure du rétablissement.

11.10.2.Thérapies immunonodulatrices

La réponse hypeinflammatoire du sepsis est une cible thérapeutique majeure. De
viu E HAE ¢ ] O0]V]<Hh * ¢[]vS E ¢+ vS P& E U ] S quEles o[]v(c
cytokines (TNF U -I)XHotchkisset al, 2016) + Sp ¢ }vs S & o] ° *pu& o (
des antiTNFr Z | * % S] vS8e Vv Z} ¢ %S]<pu X ve O[MV e Su
ont recu soit un anticorps monoclonal afftNFr ¢}]S pv %o 0 } U fe§ bépéfique (
‘UHE 0 *uEA] 716 i}uE-+ v[ (Abrahajret al., 1998) De la méme facon, un
essai cliniguee WE 8006 %o §] vS§e C vS (E pe ¢}]S pv vsS-Peotud u E
placebo,v[ u}vSE o v iEU pgpuv E u S]tv (Opalét@ls o]s (X
1997)

IJHEU g pv ] o S$Z E % pS]<p V[ Yo !'STES uje v
ulto po X Vv (( SU o u}lu vanh dés tuditeimehE adbi que le repérades
patientsseptiquespeuvent étre des explications polgsquels ces essais cliniqueg}vsS %o °
pu montrer de réels bénéfice@Marshall, 2014) Certaires de cesttudes montrent méme
une augmentation de la mortalit¢/ o[ u]v]eSE SINWr [ wS]uv ¢ ] o0]v]cu
montré que la production des m] § pE- 0[]V ( sontessgnties a une bonne

réponseimmunitaire (Qiuet al., 2011)

S[Juupv}epn% %o E **]J}v S vS pHv % Z ¢ Ju%}ES vS ML oe %oe]

systeme immunitaire représente une bonne stratégie thérapeutique.

>[ u]v]*SE 3]}v [JuupVyP%} Eo]vi<E A ]v preconimeddée -
par le SSC, pourtant plusieurs raisons emdo [uS]o]* 3¢lintéressant€dRhodet al,,
2017)X [ }E U o ¢ /P i}n vS pv E€0 ntldencld vredonriaidsande i | %o
pathogene et a son élimination par les phagocyteq } %o ¢ } v ] cest ppgsible grace &a
partie variable (Fab) des Igapable de se lier trés spécifiguement aux épitopes des

pathogenes(Figure 15?. La partie constante des Ig (BB fixe ensuite au¥c récepteurs

présents a la surface des cellules immunitaires, permettant la phagocytose du canigle
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pathogenepar ces cellules [ uSE %o pae Uc alesg peut également jouenn réle
dans @¢ftivation des PBM@t O] %o} %08} . OOMUO ¢ ratammeps deE U
OCU%Z} C3 sU <] 3 pv A v uvd ui UE % p]eapavalfGiefES] E o

immunitaireau coursdu sepsigEspositcet al., 2017; Toussaint and Gerlach, 2Q12)

De nombreux essais cliniques ont été réaigéur A ou & o[ ((] 18 e /P v
sepsis. Récemment, une méaaalyse a repris 18 essais cliniques entre 2009 et 264
montré <g o[ u]v]+*3E S]}v [/P % €& JvE3E A ]Jv ps U E pld3 o Uu}ESs
avec un odd ratidJ [-a=dBre un risque relatifde 0,50(Busankt al., 2016)

Figure 15 : Schémasimplifié représentant lesdifférents effets possiblesdes
immunoglobulines exercés par la partie variable Fab (a gauche) et la partie constante Fc (a

droite) ~u} ](] [ Paudsamnt and Gerlach, 2012

L[ §8 v &fk}waussi dirigésur leseffets a longterme du sepsis et de nombreuses
thérapies ont été évaluéeshez les patients survivants. Ces traitements peuvent cibler
o[]v(o uu SJ}v }p H JIVSE ]JE €E S PE & puv E %}ve Juupv
immunostimulants sont pour la plupart des facteurs de croissancemele GCSF ou le
GM-CSF, des inhibiteurs deiesimmunosuppressives}uu o[ Al /\WDLJ1, ou encore

des cytokines imunostimulantes telle <p o7/ o113 ePatilet al., 2016)
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- Les facteurs de croissancde GMCSFet le GCSFsont les facteurs de
croissance leplusprometteurs v § v8 <pu[Juupv}sSZ E %o] ymokecukes %o ¢ ] « X
stimulent la production de neutrophiles et de monocytes par la moelle osseuse. -E€&M
induit en pluso[ $§]A §]}v e Uujv} CS ¢ S u E}%Z P +U ndtonuu vS %o

o[ £% E +°+]}DR. Wne>tude clinique dans laquel8 patients présentant une

immunosuppressiorcausée par un sepsis, ont été traités par-GHF ou placeb@®/leiselet
al,, 2009)X /o § } o« EA pv E 35 pE 3]}v-DRde§ mMbracEesaniv p ,>
les 24h aprés administration de G&BF, mais aussi une réduction du temps de ventilation

u Vv]<g S U S u%oe [Z}e%]5"®<B]YEX op]U v[ % * ujvsSE pn ]

ee ] o]v]cu [ ((] 185 e« BEootet al,}ZHOB) hSessai clinique est en cours,

A op vs o[ (( 8 [puv SEC$E cher Mesppatients ayant eu un choc septique
associé a une cytopénig V ¢[]JvS E ¢ vS % ES] po] & u vs H

[Z u}% Z P} (pbdepcytose des globules rouges et blancs par des macrophages
activés)(NCT01913938

- > e ] O - o{L AAPDMY: une autre thérapieimmuno-modulatoire
ayant un intérét dans le sepsis implique la voie destimulation négative P2 / PDL1. Des
anticaps monoclonaux ciblant RDou son ligand RD1 pourragnt E 8 o]E o[ #]A]S .
dans le sepsidJne étudea été réalisée suun modele de souris septiqueshez lesquelles
un anttPD1ouun anttPDLi }vs § UJV]*SE ¢ % E ¢ ]v fondifibe.Udguv ¢ %oe]e
MPu vsS S]}v 0 *uEA] o o luE]e SE ]S * oO[puVv }u o] USE
De plus, les CD4t CD8 o s }UE]es SE ]S <+ %o & yinuvitroy Sonfirmapt &&E
}vv & S uE& S]}v of(CRapdgt&l, 2043pLes mémes essais expérimentaux
ont été rélisés sur des lymphocytes CDdt CD8 issus de patients septiqu¢€hanget al.,
2014)X /o }vS u}vSE <«p[nwitto@Ent}-BDL awSantiPD >i & ] ]S O %o} %S}
desk § HPu v3 ]S 0o HE % B} B $3Jun dssaikelinique devrait étre réadis

afin de confirmer ces résultats.

- Les cytokinesmmunostimulantes une descytokines les plus prometteuss
entant<p[Juupv}sSZ &S % p/% ¥ [dst produite par les cellules de la moelle osseuse
et du thymus et est indispensable a la proliférationafonctionnalité des- L[ /% protége
les Ly o[ %o} %Sgjs aligmente également leuractivation etempécheleur anergie

(Venetet al,, 2012) Cette cytokine semble donc étre une candidate idéale pour lutter contre
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0 % E oCe] Juupv]s ]JE H ¢ %oe]eX hv Su SE strakon v $§ u}
[ ~3, chez des patients en choc septique, permet une restaurationombre absolu de

CD4 et CD8 circulants.Cetteétude préliminairecontr6lée par placebpo%. Eu 3§ o[ eenu@E &E

de la tolérance de la molécule sur un petit nombre de patients2(f)- et ne permet pas de

conclure sur la mortalité, mais semble toutefois apporter des résultats encourageants

(Francoiset al., 2018) >[-15 semble étre aussi un bon agent immunostimulant. Cette

cytokine estproduite par les phagocytes, et induit la prolifération des Cb#d CD8

u u}]E® «U 3§ o[ 3]A 3]}V Inoueetoad,oat moBtkEXdans un modéle murin de

sepsis par ligare cae 0 U <p-ifo[/o}<nu O] %o} % 5}¢ et des cadules NK,

amdiorant ainsi la survig(lnoue et al, 2010) Des essais cliniques principalement en

}v }o}P] ¢}vd v }uEe (]Jv [ A ofl5E o « (( 8- o[/>

[1.10.3.Thérapies par les phages
> e § E]}%Z P « «}vs « A]@EHgs badtdnds. Bey studpsettent
en avant le potentiel thérapeutigue des bactériophages dans le sepfisités a leurs
activités antibactériennes, les phages ont également des propriétés immmauulatoires
(Gorskiet al., 2017)

Les phage2}vsS % o0 ¢ []v HU]E o0 - @&jokine dhtnfldmhmatoire
<u] oJul]S o0 ¢ }luu P ¢ S]eepno ]E -.VvarEBdeghemet Jal.OntSmpntré,
entre autres, pv.- uPu vsS S]}v o[ A %o E < e<]J0parded PBMC storjulén
vitro avecdes phages d&taphylococcus aurees Pseudomonas aeruginogdan Belleghem
et al, 2017) Dans cette étude, ils montrent aussi quesl % Z P e+ ¢}v$§ % 0 ¢ []Jv U
of A% @usgdley 4 E %3 WE vS PIv{EIZ +Uo[f»3 o[ 3]}v A I8E
o}cu E o[ A% E <]}V -inflangriajoite 3% EYZ] E o[ 3S]A §]}v e OO

et des macrophages.

Les phagesaugmentent aussila phagocytosedes bactéries par les lbgles de
o[Juupv]s X /o S u}VS|& <« g]tl.cofav@&c des phageB.aeruginosal4

augmentait la capacité de phagocytose des neutroplffRezerwaet al.,, 2006)

Récemment, plusieurs études sur des modeles murins de sepsis ont montré

o[ ((] désphagescomme traitement(Denget al, 2016; TakemurdJchiyamaet al.,
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2014; Vinodkumaret al., 2008) Dans ces études, différents phages ainsi que différents
pathogenes ont été utilis® mais elles montrent toutes une amélioration clinique
significative. Par ailleurs, une étude sur des patients septiques traités oralement par des
phages a montré des résultats encourageants, puisqukez 85,1% des patients, une

guérison compléte a été observé®eberDbrowskaet al., 2003)

n Ap o[ pPu v3 3]}v Jv<pn] 8 v§ 0 E ]38 v . § E]
o E Z € Z VILA 00 » 8Z E %] * %}uE }u 33E of]v( §]}v
les phages semble constituene bonne alternative qui associerait action antibactérienne et

immuno-modulation.
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Chapitre lll.LeTorque Tenad/irus

[1I.1. Introduction
Les Torque Teno Virus HumsifTTVsS) sont de nouveaux agents infectieux
émergents, appartenant a la famille daselloviridae Cette famille comprendussi certains
virus infectant les animaux, par exemples porcs (Toque Teno Sus VirugTsuV), les
rongeurs (Rodent Torque Tenos Virus), lesms (Torque Teno Canis Vir(isgfkowitzet al,,
2018)

Le nom de Torque Teno Vawient du latintorques et tenuis signifiant collier et
mince, respectivementdu fait de sa petite taille et a la nature circulaire de son géndrmae
TTV fut découvert en 199%par une équipe japonaiseo}@E e+ [hépatite post
transfusionnellechezun patient négatif pour les hépdgs A a GOkamotoet al,, 1998) Le
TTV a été ®é a partir di sérum de ce patientet sa séquence évaluée a 3739 bases.
Quelgues années plus en tard en 200Qu  }uEes [ SH * P v S]<u ¢ %% E}(}V ]
TTV le Torque Teno Mini Virus (TTMM} mis en évidencéTakahashet al., 2000) suivi du
Torque Teno Midi Virus (TTMDV) en 2QRihomiyaet al,, 2007) Tous sont caractérisés par
une trés forte préA o v Jve] <u[pvon @nifesen€adia/ers le monde.

SH oo u vsSU of S H dds S ]J((] ]o H (]8 o[ vV
adapté pour sa culturen vitroX E}pe v[ A}ve }v <«<p SE * % }vv Jee v o
et surses u v]eu o [ S§]}vX % Vv VvVSU 0 ¢ E *nu0S S (E VvSe o}
important du TTV comme marqueurde|[ § § Juupv]s ]E& (Magdhand]Berdinelli,
2009)

[11.2. Structure et génome

Les TTVs sont des virus non enveloppés avec une capside composée de 12

capsomeéres pentameériquésaus-unités formant la capsideje symétrie icosaédrique

Les TTVs ne peuvent étre actuellement cuftivévitro du fait du manque de systeme
oopo JE }u% S] o e}v u Jvs] v 8 ]Jo v[ A]-S iIJUE <«<p Sd
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des TTVs en micraggoie. Les virions font en moyenne entre 30 et 50nm de diametre

excepté les virions du TTMV qui font moins de 3QRrigurel6) (Itoh et al., 2000)

Figure 16 : Image de microscopie électronique[pv PE P § s dATW®/]}v
d[ VA]JE}v dediameétre, isssi de sérum de patierdyant une charge virale de %0

copiessimlX >[ Z oo v e E}]S EitchaEals 2080) iiivu

o[]vd E] pE 0 %] + SE}UA o P viu p ddsU }ve]
brin circulairea polarité négative et avec ue région riche en GC de 117 nucléotidés
taille du génome varie selon les articles, mais est estimée entre 3,6 et 3,9 kb pour le TTV,
3,24 et 3,25 kb pour le TTMDV, et enfin 2,86 et 2,91 kb pour le TSpAftiole et al,, 2015)
Figurel7:S Z u O[}EP v]e 8§]}v « P \(Biagmi and Del Blicco, 20103)
Isolat du TTV1a, b) isolat d TTMDV : MDD73, et c) isolat du TTM\WWLCO03().

Le génome du TTV peut étre subdivisé en différentes régiame région non
codante UnTranslated Regianh d Z eny\iron 1,2 kb et une région codante de 2,6 kb. La
% @E ul] E 5 E o $]A uvs ] v }ve [EAS fuRP E R§wpubPovs] oo

la régulation de la réplication du virus.
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La région codante quant a elle, comprend 2 cadres ouverts de lec@iRF1 et ORF2
(Open Reading Framk et 2). ORF1 code pour une protéine de structure de la capside du
virus ~e <pg Vv 0[]*}o.ORFZ 6dde pour une protéine possédant une activité
phosphatase, impliquée dans la réplication virale et autres fonstide régulation
(MartinezGuinget al, 2011) Récemnent, une étude a suggéré que la protéine ORF2 peut
ISE Ju%oo]<u ve o E Ppo SJ}v ¢ E %o}ve ¢ Juupv]s JE& ¢« Jvv
% ES] Ho] E u VS %o E 0 %o %o F (ZhEneet al.2D0A]A]S E&

[ HSE& «es ouverts de lecture ont été identifiés, et les protéirexs rapport
différent en termes de longueurlLa proténe ORF3 par exemplest générée apres épissage
du géne ORF&t partage lapdES] [ (Oka&mwdgto€Eal., 2000a) ORF3 code pour
une protéine non structurale mais sa fonction est toujours indétermiriéafin la protéine
ORF4a été identifie@ dans la souche CAAZdu TTV, mais sa fonction ainsi que sa

génération soninconnues (Davidson and Shulman, 2008)

[ USE « o0 u v3e A] viervie génoieodes TTVs, tels que des régions
E] Z-+ v ' [VA]JE}v ii6 vpo }8] « Z1 & d#hsUo «« [dvdd] YEE o

transcription ou encoredessites poly(Apermettant de stopper la transcription

Figurel7:S Z u O[}EP v]e S]}v P v(Biagini and dddsMicco,
2010): a) Isolat du TTV1La, b) isolat d TTMDV : MDD73, et c) isolat du TTM\NLCO030
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> u  V]eu E %o0] S]}v V[ ¢S % ¢ SE ¢« ] v }vvuX .
[ USE « A]Epe E «Ju%eo0 E]v ]JE po ]JE U o dds e« u o
E %o0] S]}v ]E poeidiliseratofoE} o0 u vS o[ E %}oCu E - 0
hote (Focosket al.,, 2016)

> & %o0] S]}v p dds <S5 }vSEE€o % & O °*CeS u Juupv]s

S]SCE <H [ USE « A]ES o) v<u}vepBasSVirus (EBY)ou le
Cytomégaloviis (CMV)En effet, les patientmfectés par le VIFA un stade SIDA (Syndrome

o[/uupv} (11v <u]® * }Jvd P o uvd =« 3]S3E » A]JE P& E %op
sujets saingShibayamaet al., 2001) Pour la premiere fois] estalors v}v o[] <U 0
charge virale de TTV pourrait étre bon marqueur du statut immunitaire des patients. Par
ailleurs,il a été montré dans plusieurs études que les charges virales sont plus élevées chez
des patients immunodéprimés apres une grefiélandet al, 2014; Focoset al, 2014;
Kulifajet al., 2018) Il existeainsipv }EE o S]}v VvSE of[]vsS ve]S o[Juupy

du patient et sa charge virale de TTV.

I11.3. Prévalence et Transmission

Les TTVs sont caractérisés par une importagr®prévalence supérieure a 80% ainsi
<CU[HV ]38 & ] s Lnjforn®e travers le mond@-ocosiet al, 2014) Toutefois la
détection du génome de3 TVs témoignant de la réplication viral@eut varier selon la
méthode de PCR utilisée et notammeselon les génotypes mis en évidence par cette
technique.L[ E W deabbainsi détect&ans le sérum dé&3,3%de donneurs sains en
Chine(Zhonget al., 2001a) entre 51,6 % et 82,7% en Turquie selon les éty@eensoyet
al., 2002; Yazioet al, 2002) et plus de 90% en Russie et Norvgghianget al, 2001,
Vasilyewet al., 2009)

La mise en évidence du TTV chez des patients transfusés a permis rapidement de dire
gue la voie principale de transmission du TTV se fait parle 3&hgE o <u]S U o[ E pn dd
été retrouvé dans leup pe %Z ECVP S ve 0 e+ 0]J]A U «uPP E v |
dissémination(Chunget al., 2007) Le TTV est également préseains un grand nombre
Bcosystémeaquatiques *] ] v <pu[pv SE veul]ee]}v }E 0 % us !SE VA]:

ainsi la grande prévalence du virus a travers le mohdeTTVs onaussiété retrouweés dans
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0 VIMEE]SHE ~A] v U % E} plde o §8inddede traferiistidiale s o[ A]
(SpandoleDinu et al, 2013) Enfin, une transmission par les voies sexuellesesyuéedu

fait de la présence deirions dans le liquide séminal o[ %.]3Z o] GalcatErfgt al

2001; Martinezet al., 2000) Cependant, il est évident que ce mode de transmission est
mineur dans la dissémination des TT¥s p]e<pu &SMW *uEA] v3 SE «» S€5 Z 1 o]
méme in utera En effet, le TTMV a été détecté dans le cordon ombilical, le liquide
amniotique et le sérum de nouveameset ces virus possédaient des similarités avec ceux

des meregMatsubaraet al., 2001)

Le TTV esdoncun virus trés ubiquitaire, a prévalence élevée et il est tres probable

<u o[Z}uu e[]Jv( § S e E ]Jv( § M4 IHEe*s M S UWBo*X

l11.4. Tropisme cellulaire

u (18 0[Z]*S}]E 0 J la&tédpénsé jau didatue le virus
était hépatotrope. En effetdes charges virales 100 fois plus élevées ont été retrouvées dans
les biopsies de foie de patients ayant une hépatite chronique par rapport aux charges virales
retrouvées dans le sérum de ces més patients(Okamotoet al., 1998) De plus,il a été
montré que le virus était capable de se répliquer dans des hépatocytes a ia ¥oig dans
le foie de patients(Okamoto et al, 2000b) et in vitro dans des lignées cellulaires

[Z % §} C§ « ~0 o0]Pv 0 o(DesdiEal., 2ZD0SP >]A E-

> E e dds- pee] § § § Ve %Olhe] HEes USE « }EP Vv
corporels teos <u 0 u} 00 }ee pe U 0 @E 3 U o0+« W DLbper =« o]A 1
Alcorochoet al, 2000; Okamotet al., 2001; Rosst al, 1999)X > % E =+ Vv of] E p dc

Ve %o0Hde] HE* SC% ¢ [$EP[VICE S fJaLledirus ne possede pas de

tropisme cellulaire particulier.

Les cellules hématopoiétiques circulantesraient aussiun réservoir pour le TTV
puisque & présence de TTV dans les PBMC a été conditfin@ezAlcorochoet al, 2000)
Dans cette étudeo[ E p dds § <«<u vS](] % E <«MuoZescént IESits % E
Hybridation (FISH, dans le cytoplasme de PBMC de patientS§sa]j]vSe [uv U 0 ]
hépatique /o0 0}VP3 u%-+ 3§ % ve <uentopas del sropigma dellulaire
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particulier au sein des PBM@ v (( SU o[ E pun dds § @@ I(E}IUA \
monocytes, granuloytes et cellules NKrakahashét al., 2002)

Par ailleurs, la réplication du TTV a étéawin évidence dans une lignée cellulaire de
Ls, la lignée RajjDesaiet al., 2005) %ooOopueU ] o[}v }ve] E o0 < }vv ¢ }v
charges virales de TTV chez les patients immunodéprimés apres une greffe, il est concevable
gue la réplication du virus se produise également dans{ésdcoskt al., 2014) Une étude
réalisée sur depatients atteints de leucémie (leucémie aigiie myéloide ou leucémie aigle
OCU%Z} 0 *S]J<p ¢ U0 U}IVSE E <p 0o &E %o0] S]}v | dds
OCU%Z} CS «dule o E %3 PpE oopo ]@EMaggiet aAPEM V[ *3 %
Focosi et son équipe ont récemment montré que la virémiet @eandement affectée lors
de traitement ciblant les+, et concluent que le TTV est un virulymphotropique(Focosket
al., 2015)

Cependant, le manque de systéme cellulaire adapté pour la culiurigrodu TTV ou
de modéle animal, laisse nos confpe v ¢ su@E 0 ¢« U V]eu « []JviiradgtvU o C

les cellules/organes cibles imparfaits.

[11.5. Implication danslespathologies humaines
Le TTV est un virus ditogphelin» car pour le moment iV [ toujours pasété associé
a une pathologi€Focaiet al., 2016) Auvu de la prévalence du virdstravers le monde et

de sa norpathogénicité le concept de virus commensait fémis en 1999 par Griffith€n

‘U]A VE 85 ZC%)}SZ + U o[ - v % ZZIP V] 15 % IUEE ]5 I3
co Alous]}v vEE o A]Epe 3§ o[Z}uu }u o[ v De§P v » o
E epos S« E vSe euPP E vS 0 dds }uu u E«py pE o[ S §

% }UA vE 0}Ee !SE pslo]e v o]v]u ve 0 §]dupvda ESo

voire méme prédire les comiphtions liées a une patholog{Maggi and Bendinelli, 2009)

[11.5.1.Pathologies hépatiques

Aumoment de sa découverte, on pensait o dds S ]S O[}E]P]Vv pv VA
E *%}ve O [ Z (Blishizpsvaeet al, 1997) puisqups®cié a un taux élevé
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[ UJV}SE ved~ES *v}S uu vanine Amino Transférase ALATne élévation du
S uE [>d « vPul]v & (08 % E]V ]% 0 u vd pv Z % 35]3 A]JE
[ «+} ]le@ETV avec cette pathologiBe plusOkamoto etson équipea montré quechez
des paients développant une hépatite postansfusionnellela charge virale deTV était
igecu[ 111 (}]* %ope o0 A Ve 0 (}](Okdmétoetrl, 1908) LETIIY a
aussi été associé a des hépatites fulminantes dans différentes études ou il a notamment été
montré des effets cytopathogenesud TV dans les hépatocyt@harltonet al,, 1998; Huang
et al, 2000) Cependant, des données contradictois été publiées par Kadayifci et son
équipe, puisqu[ 1 MV 1(( & v « ] Ry Bt mértkée o} E <« p[t] comgaré les
Z EP « AJE o - dds Z 1 « % 3] v3e Cversusgesssjeis/Eaing > d o0 .
(Kadgifciet al, 2001) <+ (E *p0oS Se vV % EuU SS vS }v % * [ ((JEuUu & o]

dans les pathologies du foie.

Pour finir, il est aussi possible que certains génotypes ou espéeces soient plus
pathoggnee <u [ USE X /0 § u}vB8deés distwmetes, | q4e le §énotype 1 du
dds MV  Ju%eo] S]}v Ve 0O %o %0 E&tarisfusioniellénl anpkaet 8o} S
2000) et que le génotype la est associé principalement & des hépatites fulminantes et

ZE}v]cpu o Z | (0kam(raegal, 2000)

[11.5.2.Pathologies regmtoires

Le TTV est aussi capable de se multiplier dans les tissus pulmofiBarefet al,
2001) Maggiet ses colléguesnt ainsiretrouve des charges virales de TTV importantes dans
des prélevements nasaux de patients atteints de bronchopneum@vaggiet al., 2003)
Dans une étude chez des patients atteints de fibrose pulmonaireharge virale d@TV est
associé a la sévérité de la bronchectadqdilatation chronique des bronches)ve] <u[ HV
mortalité plus élevégPifferi et al, 2006) Enfin, Pifferiet ses colleguesnt proposé une
ZC%}SZ -« Ve 0 <h 0o o0 dds }vSE] pu & ]8 0O % SZ}P v o
réplication dirigerait la réponse immunitaire vers la voie Th2, connue pour étre impliquée

dans cette maladie chroniqu@ifferiet al., 2005)

lo vEependantpas encore été clairement établians ces pathologiessi les

infections a TTV sont la cause ou la conséquence de la progression de la maladie.
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[11.5.3.Cancers
>[ E pn dds § E SE}pA ve uv PE v A E] § §)ee

effet, de Villierset al, ont détecté le TTV dans 15 types de tumeurs difiégs, allant du

E Jviu "*}%Z Pl<p A ii19 e %o 8] vEe %0}e]3](* % }uE o dds

[ USCE *» Spu PEe P eSE]J<H » ~ *Stu U }o}vYeU ve o E ]Jviu
dans des cancers non solides tels que le myélome mulfgeeVillierset al., 2002) Dans
cette étude, seules les biopsies ont été testées pour le TTV, et aucunut « Jv v[ § |8
disponible; ces résultats ne permettent donc pas de conclure sur une éventuelle relation

vVEE of]v( 8]}v pn dds 8§ o(]JvE WBEGE « X A] v of <} ] 8]}v
o[]v( S]}v $§ o E JVv}P v « U ]cer(lepisststimobs) e tissdsait tel
<W *uE , pe v o[ (]38 veo E H W %J]oo}u AJEpes ,pu Jv ~,V
aférus(de Villierset al., 1987)

Par ailleurs, le TTV a été retrouvé auee fréquence significativement plus élevée
chez des patientes atteintes de carcinome du sein comparé a des femmes en bonne santé
(Danet al,, 2013) > % E * Vv [ E aussl éte détectédans les PBMC de patients
atteints de différents types de cancer a des taux fdis plus élevé que chez des sujets
sains(Zhonget al, 2001b) Cependant, on ne sait pas si ces grandes quantités de TTV
retrouvées sont uv E S E]S]«p Il v U }u <[]Jo [ P]1S [upv ( ]:

% S§] v8e 8§ JvSe uo ] *PEAes vPVv EoUE (o3 vs o[ §358

.5.4.dds § S § [Juupv} %@E <]}V

Plusieurs études ont montré chez des patients séropositif¥/IH une charge virale
de TTV significativement plus élevée que chez des sujets (faigbet al., 2012; Magget
al.,, 2011; Shibayamat al,, 2001) De plus, les patientau stade "/ o[]Jv( S8]}v % E o
VIH ont un titre viral @core plus élevé comparé a des patients séropos(fiisom and
Petrik, 2007) Dans ces études, une corrélation inverse de la charge virale de TTV et du
nombre de k£ CD4 a été observée. Shibayans son équipeont montré queles patients
ayant un nombre delCD4 faible (185/mn¥versus316/mm? chez les sujets contrbles) sont
ceux dont la charge virale TTV est la plus élevée-(@mL versus10*-10°/mL chez les

sujets sainsfShibayamat al., 2001)
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Dans un contexte différent, ilété u}vSE <«<u o[]vS ve]S§ O[Juupv}eu%o!
est corrélée avec la charge virale de TB&andet al., ont ainsi démontré que la quantité de
TTV présent dans le sérum de jeunes patients transplantés était coraélésombre de
drogues immunosuppressives prescri{@elandet al., 2014; Focot al, 2014) Dans cette
étude, les patients combinant plusieurs molécubagient une charge virale pludegée,
comparé aux patients E A v3 pv  ulv}3Z E %] X Wope O[JUUPV}euS
importante, plus la charge virale de TTV est éledémréplication du TTV se produit
principalementdans les 1, il estalorslogiqueque les immunosuppresseurs aient umpact

direct sur la charge virale du virus.

Enfin, dans le cadre de greffe de CSHgaementété montré que la charge virale
de TTV est paralléle au compte lymphocytaire gestsplantation(Albertet al, 2017) Dans
cette étude, il a aussité montré quela charge virale de TTV a 60 jours gioahsplantation
tend a étre plus élevée chez les patients développant une GvHD aigue daiie greffe,
comparé a ceux ne développant pas cette complicatOhu % & v E o[} E & Me
% Eu S3E ]85 [pd]o]s E o A]E u] H dds }uu u E<«y PE % E}

rejet de greffe ou une GvHD.

l11.6. Immunologie et TTV
IJHEU ]Jo v[ ¢S % *« SCE *» ] v }u%E]e }uu vS o0 *Ce*S u

}vEE€0 of[]v( S§]}v u ddeeétdde aunonmrg due le TTV code pour un micro
ARN (miARN) capable de cibkeprotéineN-mycinteractor (ou N-mycand STATnteractor:
NMlI, facteur de transcription de la famille MY&) STAT, induisant une diminution de la

% E} U S]}v [/&E § pv dedd@prohfé&ratign cellulairéKincaidet al, 2013) Ces

E *pnoS S cpyPP E vS <g 0 * u] ZE *}v8 Ju%eo]<p o ve o[ A «]}v ]
%o Ee]eS Vv U AJEpe De pysg @R ajda adsuggéré que la protéine ORF2
pourrait 'SE Ju%0]<u Ve 0 *U%0 % E <]} et domf p&idheér les E &

E %}ve ¢ Juupv]d JE « Jvv §  (ZMesoes A 2007)0[Z €3

On sait par ailleurgue les charges virales de TTV sont augmentées chez les patients
séropositifspour le VIH ayant atteint le stadS8IDA(Fogliet al, 2012; Maggiet al, 2011)

mais également chez des patients immunodéprimés (E ]« une greffe(De Vlaminclet
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al,, 2013; Focoset al, 2014) >[ Sy Walton et son équipemontre également une
augmentation de la charge virale dans le plasma de patients sept{§aisonet al., 2014)

De plus, il a recemment été montré un lien entre charge vietleejet de greffe. Schiemann

et al. ont étudié la charge virale chez 715 transplantés rénaux et ont retrouvé une
corrélation inverseentre la quantité de TTV dans le sag o[ %0 % E]S]}v [pv E i §
meédié par anticorpgSchiemanret al, 2017) De Vlaminclet al,, avaient, quelques années

aupar A v3U i Ule O[ZC%}3Z - [uv ]Jvs EE o §]}v VSE ]
Juupv} }u% S v Ve 0 ¢« SCE Ve% 0 vS S]Uvo}(BeERide chezldep -

% S] vSe C vS ep | pv P E ((De Vigramniclet pl, 29L3)(Figurels).

Dans ces pathologies le suivi de la charge virale du TTV pourrait étre utilisé comme
marqueur du statut immunitaire des patients, la difficulté étant de déterminer un il
Z EP A]JE o dds <«p] ] EJu]lv E |S pv S S [lsqugtv}ep %o %o
[Jv( S]}ve }%o%}ESUV]eS sU [puv & Juupv]sS JE }tu% $§

Figure 18 : Interrelation entre immunosuppression et immunocompétence dans les

SE ve%o vE &]}ve [JEP v « «}o] DBeViapminckt al, ZO1E §] E
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Objectifs

Des travaux antérieurs réalisés au laboreg par le DrGuérinet ses colléguesont
mis en évidence chez des patients atteints de sepsis, une population de granuleux
immatures aux capacités immunosuppressives, et dont la fréquence dans le sang prédit la
détérioration clinique du patien{Guérinet al, 2014) Ces granuleux immatures, dont font
parties les MDSC, ont donc un réle majeur dans le rétablissement du pafieatpartie de

notre travailadonc & A} o[ v oCe %Ope %% E}(}V ] S8 %o} %o [

En parallele, une étude réalisée par Walttrson équipea montré une réactivation

ES Jve AJEpsU Z 1 ¢ % 8] v8e C VS [ UV * %oe]*U %% uC Vv
déja observé chezces patients (Walton et al, 2014) Divers boulevesements
immunologiques expliqgqug S § 8§ [JuupVv}ep%o %o E ¢*]}vU Vv}S uu vS o %
grand nombre de type cellulaisd) u ] P o0 u vS o[ w(ldteHkissetealz 2013)

Cependant, le réle des MDSC dans le sepsis est encore incompris.

En agissant sules L, les MDSC sont probablement responsables de leur anergie,
% ES] ]% vS }v o [§sianpéheérab@Wopdient septique, qui est alors sujet a

des infections secondaires etactivatiors virales.

Ainsi, selon cette hypothése, an travail de these a donaonsisté en la
caractérisation des populations ddyeloidDerived Suppressor CeglMDXC) dans le sepsis,
faisant suite aux travaux du Dr GuéehalU u ]J¢ P o u vS [ Sp ] & o nE EE£c
E 3]A S]}JvAJE o p IUEe* P o %e]eU SE pl]e vd o[ § 8 [Juupv

Au cours de ce projet, plusieurs points seront étudiés

- La caractérisation dphénotype des deux soympulations de MDSOgs M
MDSC et les PMNIDSC par cytométrie en flok Ve O MS [ %o% E}(}Vv JE o]
%oZ V}SC % ]<p e DMNU of Spu * %0}%p0o S]}ve uC o}b = « E

des patients doneurs de cellules souches hématopoiétiques, traités 456

- La confirmation dé[}E&]P]Jv u poo ]J&E e D~ ve 0 }vS AS
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- Déterminer la concentration eto [ A} o |d& Ja wéquencedles MDS@ans le

sang chez des patients septiquas coursde lkeur hospitalisation

- La fréquencede ces populatiors présentesians le sang sera ensuite corrélée
avec le profil immunitaire des patient®ans un premier tempsp[ § § ]Jv(o uu S}]CE M
sepsisgrace a o[ v o C e profijt cytokinique des patientsDans un second temps,
O[JUUPV]}* U%o%o E *e]}Vv % E o[ Su o @, et phiafi¢jementle ES Jve /
Torque Teno Virysdont le r6le de biomarqueur du statut immunitaire a déja été souleve

ve [ USE « }v [S]}ve

Ces connaissances permettrode mieux cerner la physiopathologie du sepsis et

[ VA]s PYXEEU o[p3]o]s 8]}v e+ D" }uu ] o 3Z E % usl<p X
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Résultats
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Chapitre I.Article

l.1. Introduction

Comme vu précédemmentdans de nombreuses conditions pathologiques et
v}iS uu vS pn }uE- [les(populdtond de MDSC augmentent en taille et peuvent
alorsétre retrouvées dans le sam putres compartimentgGuérinet al, 2014; Mathiast
al., 2017) La présence de ces cellulgans le sag de patients septiques a etdrrélée a des
complicdions cliniques telles que les infections secondairgwy ] «la[mortalité (Uhel et
al., 2017) Cependant, malgré ces données, leur origghéeur placedans le sepsisonta ce
jour mal connue. Dans ce contexte n@nous *}uu ¢ %o}* 0 <u *S]}v [HV A vip
origine médullair e D" E SEIUA + Ve 0 © %e]*U ]Jve] <pu[pv E€0 ]

long terme, responsable de la réactivation de certains virus

Pour répondre a cequestiors, nous avons directement regardi& fréquence des
MDSCdans le sang et dans la moelle asse de patients atteints de sepsgs différents

stades de gravité (infection simple, sepsis et choc septique).

Ensuite, nous avonanalyséle profil cytokinique de ces patients. Comme vu en
introduction, o[} & P CS}I]v]<«p 3 uv A v uevll sefEis, AUEJurs] <
M<K O O . [ 8]A §]}v o0 E %o Famplifieu tépultants pru B}

libération massive de cytokise Nous avons donc voulu étudien vitroU o[ dd€ ces

cytokines surds cellules denoelle osseuse.

Nous avonsainsi montré queles pourcentagesde M-MDSCet PMNMDSC sont
augmenté dans le sangque leursfréquences sontdépendantesde la gravité  o[]v( ,38]}v
et que leusprésencs % E-+]*S vS pu JuUE- o ar JailleLks, la feeduEhee de
ces deux populations de MDSCest augmentée dans la moell®sseuse, confirmant
0[ZC%}SZ ¢ [uv }E]P]v u poo |JE * O0OOMO X

Nous avons aussi montré que la stimulatiarvitro de moelles osseuses saines avec
e CS}Hli]v » o[}E& P CS}lw]eo] W pdES PpadBSClet de PMINIDSC.
Ces cellules ont donc une origine médullaire dans le sepsis, et sont relarguées dans le sang

%o E]%Z E]<Ht % E 0 Uu} 00 }ee pe U epuls o[}E P CS}HI]v]cu >
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>[ ve u o o (E *p0S S 35 %o (E cientdique stapres, doit]jeo
sU]® % E u] € psS pEXv §GeE <o0]*Z vS]oo}ve e VP § u} oo ]
patients, ainsi queo [ v odg deurs profils cytokiniqueX :[ ] pee] I€g stisnulations
in vitrodes moelles osseusesnflvU i[ ] E o] 0 ¢ Vv 0Ce ¢ ¢35 §dautht u ¢ %o} pC
présenté Jve] <«<u o[ Su o[Ju%. S 0 % E vV e DN
[Z}*% ]S 0] §]}vX
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Abstract

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) can be subdivided into polymorphonuclear (PMN
MDSC) and a monocytic (MADSC) subsets During sepsis, MDSCs play a role in
immunosuppression phase. But it remains unclear how they are produced and recruited and

what is their kinetics during the sepsis course.

Fifty seven infected patients were enrolled and classified according to cieicaity. Levels

of M and PMNMDSCs were monitored by flow cytometry in peripheral blood at Day (D) O,
D3, D7 and D14 concomitantly to cytokines dosages. Twenty bone marrow (BM) samples
from patients with thrombocytopenia at diagnosis and seven normals&@iples were

studied.

Compared to healthy controls, both M and PIMIDSC BM levels were increased at initial
diagnosis of sepsis. BM production of M and PMNDSCs was increased aftar vitro
treatment with GCSF and IL6 respectively. Plasma-GSF and MMDSC circulating levels

were increased at the initial phase of the sepsis without relationship neither with clinical
severity nor with monocyte levels. Those of@Land circulating PMNMDSC were mainly
increased in patients with septic shock, remained high during their hospitalization and
paralleled increase of immature granulocytes. Initial increase of circulating RBPIBC was

associated with prolonged hospitalization.

Altogether, these relta suggest that both M and PMWDSCs are very likely to clinically
reflect the suppressive immune phase of sepsis, being produced in the bone marrow at the
very beginning of infection, and persisting in case of prolonged hospitalization whatever the

sepss severity for MMDSCs and in case of septic shock for PINDSCs.
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Introduction

In industrial countries, sepsis remains a frequent pathology and is a leading cause of
death. It has recently beaatknowledged as a worldwide issue through a World Health
Organization resolutionReinhart et al., 2017)Despite care improvement, ZH% of
patients with sepsis die from the condition, with hospital mortality for septic shock
approaching 4860% (Cecconi et al., 2018; Vincent et al., 2018gpsis is defined as life
threatening organ dysfunction caused by dysregulated host response to bacterial infection
(Singer et al., 2016)it happens when the innate immune system fails to prevent or resolve
infection triggered by a pathogen which results in a failure to return to normal homeostasis
(Hotchkiss et al., 2013)In sepsis, the immune response is deregulated in two opposite

directions: hypeinflammation and immune suppression.

Hyperinflammationis due to a marked systemic inflammatory response triggered by
the release of cytokines (pnoflammatory cytokines, including TNE -6, INF -/

« FKHPRNLQKYMAR1JMIP:/. 0,3 HRWDIQ)@rowsh factors (e.g.,
VEGF, FGFbasic, GCSF, GMCSF), other interleukins (e.g., 4, IL-15 and IL:17), in
conjunction with the activation of the complement complex and of the coagulation process.
Cells of the innate immune response, mainly neutrophils and monocytes, play a major role in
the irflammatory response. This cellular activation can beam®lblified and may lead to an
uncontrolled positive amplification loop which ultimately results in mailgan failure (Van
der Poll and Opal, 2008). Various studies suggested that the severity eéghis may be
related to the inability of the host to adjust its immune system against the pathogen (Hotchkiss
and Nicholson, 2006). Such adjustments correspond to mechanisms devoted to down
regulation of the inflammatory and immune response. These msoiginclude secretion of

the immune suppressive cytokine interleuki (IL-10) (Ward et al., 2008)lymphocyte
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induced exhaustion and/or apoptdsietchkiss et al., 1999pjhe latter being responsible for
global lymphopenigDrewry et al., 2014and expansion of cells that actively devagulate

the immune response, among themNhgloid Derived Suppresve Cells (MDSC), that can

be evidenced in peripheral blood of septic patients and may be involved in delayed recovery

(Daix et al., 2018 ; Guérin et al., 2014 ; Mathias et al., 2017 ; Uhel et al). 2017

MDSCs are found in a large array of pathologies from cancer to olf¥sijia et al.,
2018) MDSCs are thought to be a major cause of local immune suppredlsiaing the
tumor escape from the host immune surveillance in breast cancesmadkcell lung cancer;
colon and colorectal cancers for exam@leglia et al., 2018)Increased levels of circulating
MDSCs is associated with a poor prognosis in diffuse largelBymphomagAzzaoui et al.,
2016) Two main subtpes of MDSCs have been reported, those derived from monocytes (M
MDSCs) and those from polymorphonuclear granulocytes (RUMDECs). As reported
(Bronte et al., @16), M-MDSCs are phenotypically characterized by the loss of IR
molecule at the surface of CD14 positive monocytes. FDECs are supposed to belong to
the CD33 positive CD11b weak immature granulocyte compartment, with low expression of
CD16 and ©15. Beside these two main subtypes, early stage MDSGHO&) have also
been reported in cancers, being CPB¥3when compared to PMIMDCs. Whatever the
phenotypic characterization, MDSCs are functionally defined by their capabilities to block T
cell respnses. Among inhibitory tools of MDSC is the expression of the arginase enzyme,
which effect is to deprive the microenvironment from arginine. This arginine privation is
responsible for Icell global inhibition(Gabrilovich et al., 2012)Another inhibitory tool of
MDSCs is expression of RDL. MDSCs have emerged as a universal regulator of immune
function in many pathologic conditions, even if theiterin infectious diseases and sepsis
remain uncleafOst et al., 2016; Veglia et al., 201&ew publications specifically report on

MDSCs in sepsis. We previously showed that patients witicsshock exhibit a subset of
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circulating MDSCs able to kill their cognatecéll (Guérin et al., 20140 sepsis secondary to
surgery, the presence of MDSCs lisked to chronic infection(Mathias et al., 2017)
Expansion of PMNMDSCs was found to be associated with enhanced susceptibility to
nosocomial infections when septic patients were hospitalized in intensive care units (ICU)
(Uhel et al., 2017) Because exaggerated immune suppressioa $®urce of secondary
complications, among them nosocomial infections or viral reactivatitmichkiss et al.,
2016) immune restauration therapies have been also proposqukia(B&ix et al., 2018)In
cancers, therapies specifically targeting MDSCs have bemremp to delay tumor initiation

and to prolong survival in tumor bearing mi¢&abrilovich et al.,, 2012)But, MDSC

heterogeneity is one of the maintiars limiting their targeting for immune therapies.

In the view to better understand mechanism of immune suppression of sepsis, it is
certainly important to dissect the respective place of M and RNIS$Cs during the patient
course. Our objectives were tietermine whether Mnd PMN MDSCs may have a bone
marrow origin in sepsis and how these two MDSC subtypes evolve in peripheral blood during
sepsis according to severity of the disease as well as to the cytokine profile and the clinical

course of patientszurthermore, PEL1 expression was studied in a systematic manner.

Materiel and methods

Patients and control

We designed a prospective monocentric observational study, accepted by the Ethics
Committee of Limoges University Hospital. Written information was given to the patients or
SDWLHQWV OHJDOO\ DXWKRUL]JHG UHSUHVHQWRBWLYH 7K

NCT02903082. Patients admitted in Intensive Care Unit or Emergency Department with an
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acute infection (evolving for less than 24 hours) were eligible. Patients were divided into three
groups based on Sepsi8 definition(Singer et al., 2016)(i) infection, (ii) sepsis, (iii) septic
shock. Exclusion criteria were pregnancy, HIV infection, canceflammatory or
hematological disease, immunosupressive treatment and previous sepsis during last month.
Demographics data, site of infection, microbiological documentation, hospital and ICU stays
were recorded. During hospital stays we notified the daythefflow cytometry analysis
(Day-0 and as closed as possible of EryDay7 and once a week), SOFA score,
catecholamine infusion, mechanical ventilation if needed and lactate level if available.
Occurrence of secondary infections during hospitalizatias adjudicated by independent
expert. For patients hospitalized in ICU with low platelets count (<100.000/ ml) or a greater
than 50% decreased in the last 48 hours related to sepsis a myelogram wa&dbiwd
analysis control, we recruited outpatie(ris 13) at the time of anesthesia evaluation prior to

a minor planned surgery without any hematological or infectious disorders. Bone marrow
control was obtained from patient undergoing cardiac surgery when a sternotomy was

required.

Flow cytometry

Flow cytometry analysis was performed on leftovers of complete blood count at the
time of enroliment, and nearly as closed as possible ofD®ay7 and Dayl4. After red
blood cell lysis, samples were incubated at room temperature with the following aggtbodi
HLA-DR-PE (clone L243), CDI4ECF594 (clone M#9), CD33PECy7 (clone P67.6),
CD11BAPC-Cy7 (clone ICRF44), CD1¥421 (clone 3G8) and CD4AmCyan (clone
2D1), all from BD Biosciences and PI1-APC (clone 29E.2A3) from BioLegend. The Lin
FITC cocktail was composed of the following antibodies: CD3 (clones UCHT1), CD19

(HIB19), CD20 (2H7), CD56 (HCD56) and CD123 (6H6). Lysis of red blood cells was
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performed with RBC Lysis Buffer (BioLegend) or VersaLyse (Beckman Coulter).
Acquisitions were made using aWas Flow Cytometer (Beckman Coulter) and analysis was
done using Kaluza Software (Beckman Coulter). Gating strategy of the different populations

is defined in Supplementary Figure 1.

Cell isolation and sorting

Fresh PBMCs were obtained from healthy dsnafter Ficoll density centrifugation. The

CD3' T cells were separated from the PBMCs using an EasySep Human T Cells Isolation Kit
OLOWHQ\L %LRWHFK DFFRUGLQJ WR WKH P D Qelsl&tErW X UH U 1

depletion was >93% and viaiyl was checked by Trypan blue dye. MDSC from patients

were sorted using an ARIA Il (FACSAria, BD Biosciences) as OB11b" CD33" CD14

(Monocytes subset) LICD11 CD33'™ CD14 CD16 (Immature granulocytes).

Functional assay

Purified cells were ladded with VPD450 (BD Biosciences), and-caltured with MDSC in

48-well round bottom plates with enriched RPMI, at different ratio (2:1 and 0.5:1). Cells were
stimulated or not with a cocktail of beads coated with-@Bt2, anttCD3 and antCD28

antibodies (2,5x16 beads per 5xF0T cells) from T Cell Activation/Expansion Kit according

WR WKH PDQXIDFWXUHUYY LQVWUXFWLRQV 6WHP&HOO $
CD3-PerCpCy5.5 and an€D247),7& &' %LR/HIHQG DQG 9LROHW 3L

450 (VPD450, BD Biosciences) dilution was assessed by flow cytometry.
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Bone marrow culture

Remaining normal bone marrow samples were acquired from thoracic surgery on patients
having no known haematological pathologies according to procedures of tHedlabe
Biological Resources Center of the Hospital University Center of Limdgase Marrow
aspirates were filtrated with 35um nylon mesh (Falcon, Fisher Scientific) to eliminate
aggregates. Cells were washed with PBS and plated {tell6 / well) into a 24vell culture
SODWH LQ ,0'0 ,VFRYHYV ORGLILHG 'XOEHFFRTV OHGLXP
FBS, 25mM HEPES, 1% penicillin / streptomycin, 1% glutamine and 10uM
mercaptoethanolMarigo et al., 2010)Cells were cultured with 40ng/mL of-GSF, GM

CSF, IL-6, or their combinations, except foontrol condition. After 4 days at 37°C, 5% €0

of incubation, cells were analyzed by flow cytometry for MDSC staining.

Cytokines measurements

Plasma samples were stored8i°C until use. Plasma levels of-@, IL-8, IL-10 and GCSF,

were determined byytometric Beads Array method (BD Biosciences) according to the
PDQXIDFWXUHUYfY SURWRFRO &\WRNLQH SODVPD OHYHOV
Fortessa flow cytometer (BD Biosciences) and analysis were performed with the FlowJo

software.

Statistical analysis

6WXGHQWYIYV 7 WHVWYV ZHUH XVHG DQG S ZDV FRQVLG

used as software. Cumulative incidence curves between length hospital stay and MDSC levels
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were performed with R using the Survival pack&feM. Therneau and P. M. Grambsch,

2000)

Results

Patient Characteristics

Fifty-seven patients were enrolled from either emergency department (26 patients) or
intensive care unit (31 patients). Patients were separated in three groups, infection (n=16,
28%) sepsis (n= 21, 37%), septic shock (n=20, 35%). Main characteristics are presented in
Table 1. Four patients (7%) died before EBfy Sites of infections were intedbdominal (n =

16, 28%), urinary tract (n = 12, 21%) and bronchopulmonary infection (n=9, 16%). Infections
were microbiologically documented for 38 patients (67%). Lymphopesi@awl.5 G/L was

found in 12 (75%), 17 (81%) and 15 (75%) patients with infection, sepsis and septic shock
respectively (p= 0.9831). 0 (0%), 7 (33%) and 11 (55%) patients with infection, sepsis and

septic shock respectively exhibited a thrombocytopeniab&D0 G/L (p=0,0259).

Flow cytometry characterization of M and PMN-MDCs.

To see whether persistent infection could be associated with increase in circulating MDSCs
subsets we designed an immunostaining and a gating strategy based on the panel of markers
recommended by Bronte et dBronte et al., 2016)The only one difference was the
replacement of CD15 by CD16 marker for mature granulocytes. The gating strategy is
presented in Supplementary Figure 1. Briefly, CDa&in* CD33" lymphocytes were
excluded, MMDSCs were CD1®9 CD33"" CD14° HLA-DR"Yand PMNMDSCs were

Lin", CD118° CD33'™ CcD16®9'o" HLA-DR", This gating strategy allowed identification

of functional MDSCs, since, when isolated by FACS andhcabatel with T-cellsin vitro,
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they induced a fAFHOO GHFUHDVHG H[SUHVVLRQ RI WKH &' V XE X
effect known to be related to-@ell inactivation by the arginase 1 enzyme, one of the

functional characteristics of MDSCs (Supplementary Figire

Bone marrow levels of M and PMN MDSCs are increased in septic patients at admission

in ICU.

In a first step, we raised the question of the MDSC bone marrow content. As shown in Figure
1A and 1B, MMDSCs were almost absent from control bone marrow &smnphile PMN
MDSCs were detectable at low level, always below 5% of bone marrow ‘QB4éocytes.
Percentages of NIDSCs were increased in 16/20 patients (80%), with a roughly comparable
distribution of percentages for patients with sepsis (black squanesseptic shock (black
triangles). Compared to bone marrow controls, this suggests thaD$Cs were de novo
produced. Of note, bone marrow levels ofMDSCs remained constantly below 5% of total
bone marrow CD45cells. Bone marrow levels of PMMDSCs vere increased in 12/20
(60%) infected patients, ranging 5% to 18% of CDbicocytes, again with absence of clear
relationship with the clinical severity, as illustrated by the dispersion of the values for patients
with sepsis or septic shock. Comparedctmtrols, this also indicates an increase of RMN
MDSC production in bone marrow patients. Altogether, both M and BRMINCs were

likely to be produced in the bone marrow of patients at the initial phase of sepsis.
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Production of M and PMN-MDSCs from bone marrow cells are differently regulated by

G-CSF and IL-6

In a next step, we search to know whether cytokines known to play a role in MDSC
production such as -GSF or -6 differently regulate M and PMINIDSC production
(Marigo et al., 2010)Whole bone marrow cells from control patients wargitro incubated

with or without cytokines for four days. In absence of any cytokines, spontaneous but
heterogeneous increase of both M and PMBSCs was found. This spontaneous increase
was moderate, did not reach statistical significance foMMSC, and was nme pronounced

for PMN-MDSCs (Figure 2A and 2B). @SF induced an increase of-MDSC production

from bone marrow cells (Figure 2A and 2C). By contrastC&- tended to repress
spontaneous expansion of PMADSCs, and only Ik6 tended to homogeneously increas
their production in all but one bone marrow sample (Figure 2B and Figure 2D, ptestd-t
0.0279). These results indicate that production of M and RMMNCs were differently

regulated, the former being vitro sensitive to presence ofGSF and thealtter to IL-6.

G-CSF and IL-6 plasma levels are increased together with H8 and IL10.

We then assessed the levels 6€EGF and IL6 in plasma of patients together with-8. one
of the cytokine of the sepsis cytokine storfBozza et al., 2007)known to be a
chemoattractant for mature granulocy{Bsisso et al., 2014nd IL-10, a cytokine reflecting
the immunosuppression phase of sef€iberholzer et al., 2002As shown in Figure 3,
plasma levels of these four cytokines were increased in patients &0, Delyatever the
clinical severity. Being increased at D@yin most patients, levels of-GSF tended to be
stable duringhospitalization (Figure 3A). H6 levels were increased in most patients at-Day

and remained high at D&8/and Day7 in patients with septic shock and slowly decreased in
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septic patients with prolonged hospitalization (Figure 3B). Levels 8 lkere obsed to
controls at Day8 and Day7 in patients with infection and sepsis and remained increased in
patients with septic shock (Figure 3C). kinetics of6lland IL-8 levels suggest that the
inflammatory phase was rapidly resolved in the less severe gabginivas prolonged in case

of septic shock. Levels of HLO were increased mainly in patients with either sepsis or septic
shock at Dayp and were rapidly normalized in patients with infection while remaining
moderately increased in sepsis and septiclsipatients, in agreement with known delayed
immunosuppression phase of sepsis (Figure 3D). Altogether, these results indicate that
kinetics of GCSF and IL6 production differed, levels of the former remaining increased and
being independent of clinical werity and levels of the latter remaining increased in septic

shock patients with prolonged hospitalization, a characteristic also found-&oard 1.-10.

Kinetics of M and PMN MDSCs are different during sepsis.

After the assessment of cytokine levelge monitored peripheral blood levels of total
Monocytes, MMDSCs, total granulocytes, immature granulocytes and fMUINSCs during
sepsis. At Day, circulating levels of MMDSCs were significantly increased with disregards

to clinical severity of infectegatients (Figure 4A). When compared to controls, such increase
was persistent in patients with prolonged hospitalizatileigure 4A: Day 3, 7 and 14).
Monocytes levels remain stable over time with only a small decreased in septic shock patients
at Day 0 (Sipplementary Figure 3A). Thus, presence of circulatinylDISCs in sepsis was

not related to over production of monocytes. PMRSCs were significantly increased at
Day-0 only in patients with septic shock (Figure 4B). Then, levels of IMDECs tended to
increase continuously until Dagin these patients (Figure 4B: Day 3 and 7). While levels of

total mature granulocytes were increased in peripheral blood of all patients, remaining high
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during prolonged hospitalization (supplementary figure 3B and 3C)tiésnef immature
granulocytes paralleled the one of PNMNDSCs, being significantly increased in septic shock
patients only at Da®, and remaining high during their prolonged hospitalization
(Supplementary Figure 3D). This suggests that increase of ¢inguRMN-MDSC is part of

the broad increase of immature granulocyte during septic shock.

Altogether, our results indicate that kinetics of M and RMNSCs expansion during sepsis
were different and that only PMMDSCs levels were influenced by the initiglinical

severity.

PD-L1 expression was increased on PVMHNMDSCs from patients with sepsis and septic

shock.

To further investigate the putative immunosuppressive capabilities of M andNPBCs,

we looked at PEL1 expression. As shown in Figure 5A and 5B,-PDwas hardly or not
expressed by M and PMMDSCs from controls. PIL1 was neither expressed on-M
MDSCs fom infected and septic patients. By contrast, at-QapDL1 expression levels
were significantly expressed on PMWDCs from patients with sepsis and were even higher
for septic shock patients. At D& PDL1 expression levels return to those of conf{Fogure
5B). This suggests that PIDL expression was transiently induced only on RMRSCs at
the initial phase of sepsis. Interestingly,-BD expression was also found on immature and
mature granulocytes from septic shock patients (Supplementary Hgutigat suggests its
expression was globally induced on the myeloid compartment. Then, effee€8F&nd I

6 was assessed on normal bone marrowsLPBxpression was not induced on bone marrow
M-MDSCs after cytokine treatment (Figure 5C). By contr@sf SF tended to increase levels

of PD-L1 expression on PMMWDSC in all but one case (Figure 5D and Supplementary
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Figure 5). Thus, despite its repressive effect on PINICs bone marrow production,-GSF
was able to induce RD1 expression on these cells agll as on the other myeloid cell

subsets.

High levels of peripheral blood PMNMDSCs are associated with prolonged

hospitalization.

Finally, we looked whether increased levels of M or RMBSCs in blood were associated

with care duration. As show in kige 6A, no relationship was evidenced between levels of
M-MDSCs and duration of patient hospitalization (logrank test, p=0,421). Results presented
in Figure 6B suggests that high percentages of circulating -RNIISCs at Day0 were
associated with prolongdtbspitalization (logrank test, p = 0,029). This was particularly true
for the first 2 weeks for which the 95% confidence interval of patients with RNISCs
percentages above the third quartile hardly overlaps with the confidence interval of the other

patients.
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DISCUSSION

In this study, we raised the question of the bone marrow production of M andMIMXCs

and of their kinetics in hospitalized infected or septic patients. It is shown that both M and
PMN-MDSCs were present in the bone marrow atittigal phase of sepsis and that their
production was induced by-GSF and IL6 respectively. In peripheral blood,-MDSCs

were increased over all duration of hospitalization whatever the clinical severity while PMN

MDSCs were mainly increased patientshwseptic shock.

From a flow cytometry point of view, it is often admitted that immunophenotypic
characterization of MDSCs should be completed by functional st(@reste et al., 2016)

Here, we used a panel of markers that has been consensually recognized as informative to
specifically gate M and PMIWIDSCs(Bronte et al., 2016)Nevertheless, it was important to
check that this gating strategy encompass cells with immunosuppressive activity. One of the
main immuosuppressive way for MDSCs is production of arginase 1 enzyme, an enzyme
that inhibits Fcell activation by depleting the medium from argin{Redriguez and Ochoa,
2008) Arginine depletion results in dowmegulation of the &' V X E WRidh in turns
decreased signaling capabilities of the TE®driguez et al., 2002 or technical reasons,
mainly due to lack of samples with endugotal white blood cells, yield of MDSC
purification from infected or septic patients were too low to allow further functional studies.
Thus, we applied this gating strategy to hematopoietic stem cell (HSC) donors samples who
received GCSF before leukanesis, since increased levels of MDSCs have been reported in
these casefd.uyckx et al., 2012)As expected, addition of both M and PMINDSCs down

UHJXODWHG H[SUHVVLRQ RI WKH -@lture WKhpheaty ViFcdlld. VOH U GD\
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course, it cannot be excluded that MDSCs from septic patients and healthy HSC donor could

be different. But it suggests that our gating strategy allow to isolate functional MDSCs.

It has been already shown that both M and PMRSCs aiginate from the bone marrow in
mouse models of sepsiBrudecki et al., 2012; Delano et al., 2007; Sander.e®@l0) In
human, ex vivo culture of normal bone marrow samples revealed a spontaneous increase in
production of both M and PMIMDSCs, which suggests that engagement in MDSC
differentiation pathway could be repressed in healthy individuals. Such inhibition would
prevent inadequate immune suppression effect of MDSCs. Marigo et al show-éhahdl.G

CSF increase bone marrow production of MDSCs in mice, but without differentiating M and
PMN-MDSCs (Marigo et al.,, 2010)Here, levels of both cytokines were increased at the
initial phase of infection. These two cytokines of #epsis cytokine storm, acted differently
on human M and PMMWIDSCs bone marrow production sinceGSF promoted MVIDSC
expansion while IE6 increased bone marrow levels of PNMINDSCs cells. This is in
agreement with the fact that the inflammatory phase epsis induced its own down
regulation (Munford and Pugin, 2001}hrough, here, increase of bone marrow MDSC

production.

For ethical reasons, sepsis bone samples were issued from patient in the frame of
thrombocytopenia exploration. Since thrombocytopenia is a biological marker of sepsis
severity, patients with infectioar mild sepsis were missed. Both M and PIMIDSCs were
present in the bone marrow of most patients with sepsis or septic shock -8t Dhis
indicates that the immunosuppressive phase of sepsis was already installed at the very

beginning of infection forhese patients. In that view, it is interesting to note increase-of IL

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 103



10 plasma levels at D&y of infection was found mainly for patients with sepsis or septic
shock. In the meantime, 1& and IL-8 inflammatory cytokines were also increased in the
same phents. As reviewed recently, this is the clear illustration that, in septic patients, both
inflammatory and immune suppressive phases are installed very early after beginning of

infection (Hotchkiss et al., 2016)

From our results, MMDSCs were almost absent from normal bone marrow samples and were
found in both bone marrow and peripheral blood of infected patients. Kinetics of HOBFG

and MMDSCs circulating levels wengarallel, being increased at D8yin infected patients

and remaining above normal levels during hospitalization whatever the clinical severity. This
suggests a continuous bone marrow production of these cells. The fact that monocyte
percentages were notdreased raises the hypothesis thaMBISC production would result

from a specific engagement of bone precursors in this differentiation pathway. Accordingly, it
has been shown that the mTOR pathway is essential for the bone marrow differentiation and

immunosuppressive function of MDSCs in a mouse allograft mod&Vu et al., 2016)

PMN-MDSCs could be detected at low levels in normal bone marrow samples and their bone
marow production was increased after-6Lstimulation. Kinetics of both plasma-& and
circulating PMNMDSCs levels were parallel, being mainly increased in patients with septic
shock and remaining high in these patients when hospitalization was prolorgsse
kinetics were closed from the one of circulating immature granulocytes. During sepsis,
inflammatory cytokines such as -B, GCSF and GMCSF are known to increase
granulopoiesis and to accelerate bone marrow release of myeloid precursors, so called,

emergency myelopoies(toftus et al., 2018)Levels of circulating immature granulocytes is
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predictive of the sepsis severitaix et al., 2018; Guérin et al., 2014 sepsiscirculating
immature granulocytes compartment encompass cells with MDSC adiiitgrin et al.,
2014) In agreement with these features, we found high levelsraflating PMNMDSCs
were markedly associated with prolonged hospitalization. Thus, contrasting wBDSC
increase, it is very likely that increase of circulating RPMIBSCs is the result of a global
increase of myelopoisesis with accelerated releaseyelfond precursors rather than a specific

engagement of a bone marrow precursor into AIMIDSC differentiation.

PD-L1 has been thought to be a possible maker for MDSCs in qghsasg et al., 2014b;
Wang et al., 2015and could be a potential therapeutic target of intdfestera et al., 2016;
Shindo et al., 2017)Iin our study, even if these cells were likely to haveell inhibitory
properties, we did not find over expression o-FPDon M-MDSC, that suggests the absence
of PD-1/PD-L1 axis involvenent for these cells. RD1 expression on PMMWIDSC was
associated with severity at D&y The fact that PEL1 expression was inducible by-GSF

and was increased not only on PMINDSCs but also on immature and mature granulocytes
suggest that under-GSF, amajor cytokine in myelopoiesis increase, the whole granulocytic

compartment could exhibit some immunoregulatory properties.

Altogether, our results clearly suggest that both M and PUDECs reflect the immunro
suppression phase of sepsis. Because M RM#:-MDSCs are differently regulated, -M
MDSC being specifically induced and PMWDSCs participating to the global increase of
myelopoiesis with expression of AL, these results open new perspectives on their specific

immunao-suppressive roles during sepsis
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Table 1: Demographic data of cohort of patients:SD = Standard Deviation, ICU =
Intensive Care Unit, Q1 = Quartile 1, Q3 = Quatrtile 3, G/L = giga/liter.
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Figure 1: Bone marrow levels of M and PMNMDSCs were increased in septic patients

at admission in ICU: A) Percentages of MIDSC andB) PMN-MDSC among CD45
leucocytes in bone marrow were significantly increased in sepsis (n=7) and septic shock
(n=13) patients compared to control bone marrow (=10). Threshold +2 SOSLC = 0,176

; PMN-MDSC = 4,240); *p<0.05

Figure 2: Production of M and PMN-MDSCs from bone marrow cells were differently
regulated by GCSF and IL-6: A) M-MDSC andB) PMN-MDSC percentages after 4 days
of in vitro cultureof normal bone marrow in IMDM, with or without-GSF, IL-6 (40ng/mL).
(n=7). When compared to the ntneated conditionC) G-CSF tended to homogeneously
increase MMDSC production (ratio paired-test: p=0.0023) andD) IL-6 tended to
homogeneously increes®MN-MDSC production (ratio pairedtest: p=0,0279). ***p<0.001;

****n<0.0001; ns = nonsignificant.

Figure 3: Cytokines profile of patients with infection, sepsis or septic shock over 14
days: G-CSF (A), IL-6 (B), IL-8 (C) and IL-10 (D) concentrations (pg/mL) in plasma of
control, infection, sepsis or septic shock patients, at DO, D3, D7 and D14. Increase at DO of
cytokines concentrations in patients compared to healthy subjjgste,05 ; ** p<0,01 ns =

norsignificant.

Figure 4: Kinetics of M and PMN-MDSC are different during sepsis: A) M-MDSC
percentages were significantly increased in peripheral blood of patients with infection (n=16),
sepsis (n=21) and septic shock (h=20) when compared with healthy controls at-plititse

B) PMN-MDSC percentages were significantly increased in peripheral blood of patients with
septic shock at DO. Red, green and blue dots point on patients that were discharged before
Day-3, Day7 and Dayl4 respectively* p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001, ****p< 0,0001, ns =

non-significant.
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Figure 5: PD-L1 expression was increased on PMINMDSCs from patients with sepsis
and septic shock:Whencompared to control (n=13), PDL expression was unchanged on
A) M-MDSC, but was significantly increased &) PMN-MDSC in peripheral blood of
patients with sepsis (n=21) and septic shock patients (n=80P.D-L1 expression on M
MDSC andD) PMN-MDSC in bone marrow after 4 days of cultured with or withou€C&F

or IL-6. (n=7). Red, green and blue dots point ongodsti that were discharged before ERy
Day-7 and Dayl4 respectively. *p<0,05 ; ns =nagnificant; GeacMean: Geometric mean.

Figure 6: High levels of peripheral blood PMNMDSCs were associated with prolonged
hospitalization. Cumulative incidence cues of A) M-MDSCs andB) PMN-MDSCs were
established according to cell circulating levels. Red and blue curves correspond to patients
with levels of M or PMNMDSCs above or below the third quartile. Dashed lines indicate the
95% confidence interval. Insegbow the decomposition of blue curves between patients with
cell levels below the first quartile (blue) and in between the first and the third quartile (green).

Log-rank pvalues are given on the top left of each graph
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Supplemental Figure 1 Flow cytometry JDWLQJ 6WUBWHJI\66& JDBNLQJ

&' FHOPWRODWLRQ RI O\PSKRF\WHSWHVVLRQ RQ HD\PSKRF
& E &' | $FWLYDWHG PRQRE\WHYGE&PRQRF\WHY &J

DQG& &' +/$'5 ©00'6& DQG/3H[SUHVVLERBGERQODQ KHDOWK
VXEMHPWE&' M &' +/$'5 ©00'6& DQG/3H[SUHVVLRGO&RIQQOD
VHSWLF VKRFN SDWQH®W DAWRWDO JUDQXORP\WEW XU H

JUDQXORF\WHYG&LPPDWXUH JUDYX®RFRQBHR &% E

30:0'6& QG 3' H[SUHVVLRQV'BR® 301 DQ KHDOVBKDYEEMHFW

& °& E""3010'68DQG-B"H[SUHVVLR® BR® 3@L. D VHSWLF VK

SDWLHQW DW '

Supplemental Figure2: purified PMN-MDSC and M-MDSC were able to inhibit T cells

in vitro: expression of& ' VXEXQLW RI WKHD2&45H or RBHOHElls were
measured after 4 days of-caltured with HLADR"®" Lin- CD33" CD14' or Lin- CD33'™
CD14 CD11b CD16 with a ratio of 2 MDSC for 1 T cell or 0,5 MDSC for 1 T cell. Controls
are Tcells were stimulated with CD2/CD3/CD28 beads. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0,001.

Supplemental Figure3: Percentages of monocytes (A), total granulocytes (B), immatures

(C) and matures (D) granulocytes, in patients with infection, sepsis or septic shock,
compared to control. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns = non
significant.

Supplemental Figure 4: PD-L1 expression on monocytes (A), total granulocytes (B),

immatures (C) and matures (D) granulocytes, in patients with infection, sepsis or septic

shock, compared to control* p<0,05; **p<0.001; ns = nossignificant.
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Supplemental Figure5: G-CSF tended to increase levels of RD1 expression on PMN
MDSC. Ratio paired-test (p=0,0402).
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Chapitre Il. A op 3]}v o[Juupv} % @E ee]}v

patients septiques

II.1. Introduction

Cluu v}pe o[ A}ve E]S v JvSE} M S]}vU o} Ee* U4 * %oc]e ]
immunologiques se produisent, conduisant en une immunosuppression générale du patient.
/o ¢85 %o}ee] O [} » EA E pv %o} % 35 dimjhuter} dedews fonctits>
effectrices, une diminution du marqueur HDR a la surface des monocytes traduisant
[LV ]ee o HE % ]S %0 HotchiSs€E aly P018)] @es/évenements
}v ule v8 v pv  (( ] o]es u vS La cpttivaiionti® Wrus latentest un

évenement fréquentjui peut semanifeste lorsque le systéme immunitaire est affaibli.

Peu dedonnées existent a ce jour concernant kactivation virale au cours du
sepsis Néanmoins, Walton et son équipat E  Z EABRN wrpl dans le samfg patients
septiqueset ont montré une augmentation du taude différents ADN MiE pAU sle&ecpuf]o
ont comparé a des sujets saifWaltonet al,, 2014) Différents virus ont été étudiés au cours
de ce travait le Torque Teno Virus (TTV))le Gtomégalovirus (MVeU o s H&tpinBdar
(EBVkt le Virus HerpesSmplex (HSV)

Le TTV constitue umon candidatquant au suivi du statut immunitaire du patient, et

i S Su | Ve O E SE VveXo vS S]}ve [}EP v «X ]J(( @
puv €& o S]}v vSE o0 % E}(}v upE Oo[Juupv}epu% % (Eocosj}v S o
et al, 2015; Magget al, 2011; Shibayamat al., 2001)X /o v S %o E}%o}e [US]cC
Z EP AJE o p dds }uu J}u Gy pE o[Juupv} }u% S v o

Suite aux résultats obtenus montrant une augmeiaatsignificative de la quantité
de M-MDSC et de PMNIDSC dans le sang des patients septiques, nous avons souhaité
% E ] E o[Ju% & e+ D" epE o Z EP AJ]E o p dds p JpE-

>[} i §]dce travail, constituant également une partie de ntoavail de thése, est

de corréler la fréquencees populatiors de MDSC présentechez legatients, avec lew
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résultats clinigues Nous étudierons donc O[JUUMV}e U %o %o E ]}V § v}$S uu v

réactivation du Torque Teno Virus.

[1.2. Matériel et méthode

I.2.1.Extraction o[ E A]JE o
>[ E A]JE o s@it: £SE ]3
- a partir du plasma des patientgréleveés apres centrifugation du sang tot,

consenés en aliquotsde 250ula-80°C

- soit a partir des leucocytes totaux, obtenaprés lyse des globulesugesa
o[ ]duRed Blood Cell Lysis BuffBioLegend)Ces échantillons sont conservés38°C en

culots secsle 2,5.16 cellules et sont resuspendus da2OuL W ~ % }uE& o[ £ASE S]}vX
>[ E AJE o <% /A3 ESpdag ®ral Nupleit] Bcid Extraction Kit §8ac
Biotechnologies¥elon le protocole du fabricant ]S 8 %S %}UE& o £ASE S]}
VL 0 J<p » A]JE U&E ~ E }u ZEeU % ES]E [ Z vs]oo}ve ]J}o}P]«
le plasma, et autre liquide biologique dépourvu de cellules.
> £SE S]}v 8 & o] * u E -J2v(SagdckuBotechnblodies), et
Jveled v puv ep ee]}v [ 8 %o e 0oCe+ U (]1£ 8]}vU o AP .

présentées dans la figure-dessoud FigurelQr:

Figure19: W&E}S} }o [ £SE S]}v . ] esauvkit S8aMVag Vird E

Nucleic Acid Extraction Kit (Sacace Biotechnologies)
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11.2.2.PCR en temps régPCRgt analyses desultats

Les charges virales du TBUnt ensuiteévaluées parPCR en temps réetPCR
utilisant un kit de détection et de quantification en temps réel de chez Ar¢Bitenérieux)
la trousse TTV-Bene®(Research Use Onlye kitTTV Ryene®est capable de détecter et
quantifier le génome du TTV humain, dans des échantillons de plasma et deaéaitie lde
o[ u% o] }v 8§ i1T0 % |E - e o § S-UTRpLa gammecserBntP 1}v [
a quantifier le génome du TTV&sE o]« o[ ] 0 S v E « (}JpEV]e v
les concentrations vont de 5 copies/uL 8@ copies/ul{soit 0,7 logoa 3,7 logo copies/pL)
La limite de détection du TTV dans le plasma est de 167 copies/mL, et de 146 copies/mL
dans le ang total (soit environ 2,20 logo copies/mL) La linite haute de détection est de

22,4.10 copies/mL(7,35 logo de copies/mL)

La gPCRest réalisée grace aCFX9@BioRadSystem.Les résultats sont exprimés en

1% ] clu> [ Z v3]od}w] § e} va|différentscontréles:

- un contrdle de sensitivité de la PCR correspondant a un échantillon contenant

1 copie/pL du génome du TTV,

- Hv }jvSEE€o [ £SE S]}v i}us o[ Z vsS]oo}v %00 o
ol £SE 3§]}v . E AJE p&

S[]VE E%E & &]}Jv « E +pof B+ pioEPJoJo &y D v P EX

[1.2.3.Analysestatistiques
Les corrélations entre la charge virale de TTV et la quantité de MDSC dans le sang des
patientssont réalisées grace a GraphPad Prism, et la signiftéaghatistique est déterminée
% E o 0o po [pv E PE <<]}v o]v ]E A Hv JviEsEA oo
corrélations entre la charge virale de TTV et les nombres absolus de lymphetydes

monocytes ent réalisées de la méme facon.
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[1.3. Résultats

[1.3.1.Etude de la réactivation virale au cours du sepsis
Au total, *HE 0 ¢ A6 %o S] vSe ]Jv ope ve o[ Sp U o Z EP

guantifiée dans 39 plasmas et 37 culots leucocytaires.

Parmi les 39 plasmadsstés, seuls 17 échantillons se sont révélés positifs pour le TTV
UM itHE T ~1}uE [Z}*%]S 0]e+AsI]gain de cés 15]éct@mntillOns, nous avons
remarqué un trés faible nombre de patiengositifs pour le TTV, dans le groupe choc
septique. Ereffet, seulement 2 patients (sur 14 testés) ont une charge virale quantifiable
dans le plasma. 9 plasmas du groupe sepsis (sur 13 testés) et 6 plasmas du groupe infection

(sur 12 testés) se sont révélés positifs pour le TTV.

Parmi les 8 culots cellulaires testés, 25 échantillons se sont révélés positifs pour le
TTV au jour CAu sein de ces 25 échantillons, 6 patients du groupe infection (sur 9 testés), 11
patients du groupe sepsis (sur 13 testés) et 8 patients du groupe choc septiqué4(s

testés), ont une charge virale de TTV quantifiable dans leurs leucocytes.

Un groupe contrdle a été réalisé, constitué de 6 volontaires sains dont 4 se sont

réveélés positifs pour le TTV dans les culots de leucocytes.

Le tableau suivan{Tableau5) E % ]Spo o v}iu &E [ Z vS]oo}ve §
viu & [ Z vS§]oo}ve %o}e]al(eurq ppUEchaque dsoupe de patients ou de

controles;

Tableau5W d o p E %]Spo S]( o viu & [ Z vS§]oo}ve S o
[ Z vS§]oo}ve %o}e]S]du jcurPusdirahaduksynape de patients ou de contrétes

Infection Sepsis Choc Total Controles
septique
Nombre de plasmdestés 12 13 14 39 0
Nombre de plasma positifs pour
le TTV 6 9 2 17 0
Nombre de culofs leucocytaires 9 13 14 36 6
testés
Nombre de culots leucocytaires 6 11 8 o5 4

positifs pour le TTV
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Figure20: Suivi de laharge virale du TT¥ différentstemps chez des patients du
groupe infection (n=6), sepsis (d¥let choc septique (nk8comparés a des sujets sains
(n=4). Les graphes représenteria charge virale enlog de 10 copies par millilitre

[ Z v3]oo}vahoy@nne + écattlype, et la significativité statistique a été déterminée

par le test de Studer{tp<0,(®).

Nous avons quantifié par qPCR, la charge virale du TTV a diffeeemis chez des
patients des groupes infection, sepsis et choc sept'@' re20). E}pues A}ve 3}us [ }E

observé que la charge virale chez les volontaires sains fluctue peu au cours du temps. Au
jour O la charge virale du TTV a une muye de3.44logio copies/mL(soit 2789 copies/mL

(x 2289). Elle est d&8,5 logo copies/mL au jour 3,7 logo copies/mL au jour 7, 6,53 logo
copies/mL au jour 143207, 2397t 3363copies/mL, respectivement)

Nous avon®bservédans les leucocyteau jour 0, une augmentation non significative
de la charge viralehezles patients comparés aux contréles. Au joutddmoyenne de la
charge virale du TT¥st de 3,80 logo copies/mL pour le groupe infectior4,09 logo

copies/mL pour le groupe sepsis,368 logo copies/mL pour le groupe choc septique.

Au jour 3, nous observons une forte augmentation de la charge virale chez les
patients des groupes infections et sep&sn moyenne4,43 logo et 4,45 logo copies/ml).
Comparée au jour 0, la chargegale est multipliée par 4 chez les infections et par 2 chez les

sepsis. Au jour 3, la charge virale du TTV est significativement plus élevée chez les patients
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des groupes infections et sepsis, comparés aux patients du groupe choc segtiguego

copies/mL).

Aux jours 7 et 14, nous avons observé une diminution progressive de la charge virale
chez les patients du groupe seps3s9( logo copies/mL a jour 7 e2,35 logo copies/mL a
jour 14).La charge virale des patients en choc septique est égaledierihuée aux jours 7
et 14 comparés au jour 2,18 logo copies/mL a jour 7 €2,67 logo copies/mL a jour 14).
H MV }vv V[ S ]*%}v] 0 %}pE o PE}u% ]Jv( S]ivU o « 9
O[Z€% ]S 0oX

Le sepsis a donc un impact sur la chargdesda TTV, puisqueelle-ci est augmentée
* 0 °* % & u] E* i}pEe* [Z}*% ]S 0] S]]}V e % S] v8eU o0}E-<pu

volontaires sains.

Figure21: Suivi de la charge virale du TTV dans le plaéma)et les leucodgs
totaux (n=11) p JIUE-" 0[Z}*% ]S 0] 8]}V %0 S]. Lé&s grgphd3 E } 1 %o
représentent o Z EP A]JE o v 0}P il }%] ¢ % E u]Joo]o]SE&E

moyenne + écaitype.

Dans IgFigure 21: Suivi de la charge virale du TTV dans le plagm®) et les

leucocyes totaux(n=11) p }JuE- 0[Z}*%]S 0] §]}v % S[node u PE}

comparons les charges virales du Tré¥fouvéesdans le plasma etlansles leucocytes
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totaux des patients du groupe sepstomme décrit précédemmenlia charge virale du TTV

dans les leucocytes tend a diminuer au cours du ten¥asu]e<u[ oo *S 10 OUIO o0}
copies/mL au jour O et de 2,35 lpgopies/mL au jour 14En revanche, si hous considérons

la charge virale dans le plasma, nous observons que-dedist diminuée au jour 3 compareé

au jour Q mais est significativement augmentée au jour 7. En effet, la charge virale du TTV

est de 3,97dgio copies/mLau jour 0, de 3,23 lagcopies/mL au jour 3, et de 4,56 legu

jour 7.

[1.3.2.Corrélations entre la charge virale du TTV et le statut immunitaire

Figure22: Corrélation entre la charge virale au joud@ TTV et le nombre absolu de
M-MDSC (a gauche) et 8MN-MDSC (a droite), chez les patie(itfections, sepsis et choc
septiqgues confondus).es graphes représentetd charge virale erlog de 10copies par
uloo]o]sSE [ Zle8drolwré \abselgéEcellulesen Giga par litreet la significativité

statistique a été déterminée paggression linéaire

Nous avons ensuite voulu mettre en relation la charge virale du TTV avec le nombre

absolu de MDSC présentes dans le sang des patients, quelloifua gravité(Figure22).
E}ue v[ A}ve } ¢ EA ppuv }EE o0 3]}v «]PVv](] 3]A p i}pE i v
et le nombre absolu de PMMDSC (p=0,7270).]JA pv = }JEE o 3]}v *]Pv](] 3§]A V]
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en évidence non plus, entre la charge virale du TTV et le nombre absolu-MB3\C
(p=0,7561) Nous avons également testé ces mémes parameétres aux jours 3 et 7, aucune

}JEE o S]}v v[ S ujvsE& X

Figure 23: Corrélation entre lesharges virales a jour 0 du TTV let canpte
lymphocytaire (& gauche) de compte monocytaire (a droiteles graphes représentelat
charge virale etog de 10 }%0] ¢ % (E u]oo]o]SE le honbre dfsotuldesceljul@s

en Giga par litre, el significativité statistique a été déterminée pagression linéaire

Nous A}ve vep]s A}pop & 8 E <[]Jo A]*3 ]85 pv }EE o 3]}v

TTV et les nombres absolus de lymphocytedeemonocytegKigure23). Aucune corrélation
«]Pv](] 8]A Vv[ & wu]e v A] v VEE o Z EP A]lJ@Eo 3§ o

0,44) cependant nous avorabservé une tendance entre ces deux parametres. Il semblerait

en effet, que la charge virale du TTV augmente avec le nombre de lymphocytes. De la méme
( }JvU ppv JEE o 8]}v «]PVv](] 3]1A v] § u}vsSE VSE o
absolu de moocytes p=0,32)
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II.4. Discussion et perspectives

Au cours demon projet de these nous avonsgnis en évidencaine augmentation
significative de la fréquence de MDSC dans le sang JUE+s [HV * %os]e Xn&ijtgs A}ve
logiguement voulu }vv "SE o[]ul#%.pré&sence de ces cellules sur le devenir du

patient, et notamment sur son statut immunitaire.

d}us [ } & UousSinspirant des travaux de Walton et de ses collaborateurs,
nous nous sommes intéressau suivi de la charge virale du TTV chez leeptst(\Walton et
al., 2014) Dans sorétude, Walton recherche le TTV dans le plasma, nous avons donc

commenceé par tester les échantillons de plasma de nos patients.

v

De fagon surprenante, ppe A}ve } ¢ EA <pu o dds v[ § § 8 Ve
gue che moins de lanoitié des patientdestés (17 positifs sur 39 testésoit 43,6% Par

ailleurs, seuls deux patients du groupe choc septique se sont révélés positifs. Au vu, de ce

(] o viu @& Jvv eU vipe V[ A}ve % * %p E o] E [V
satisfaisantes, nous permettant @®nclure sur la charge virale du TTV dans le plaBaas
la littérature, la prévalence v HE } %o alKTiT¥ dans le plasmaest peu
documentée, mais il semblerait que le TTM pv % E A o v o[}E & 61 0i

% S$] vie (E  AapeHGOrigreE &, 2014; Simonettat al, 2017) Les patients inclus

dans notre étude ont donc une prévalence inférieure, et nous pouvons soulever la question

de o[Ju% S W * %oe]*U epE& o vVvs of]fu H ddsoS}v S v <u] %o
génome du TTV dans le plasma est détecté chez 179 patients septiques sur 231 testés, soit
une prévalence de 77,50dValtonet al., 2014) En prenant en compte la prévalence chez les

eui S }VvSE€0 ¢ § ¢S ¢ ve 8§35 Sy U <po *Su o dE}(E Gu[ 4 OfP@E

du sepsis, la charge virale du TTV augmente.

Nous avons également observé dans notre étude que chez les patieritdspda
charge virale quantifiée est faibtkans le plasm#é3,71 logo copies/mL dans le plasma a jour
0 contre4,73 logo copies/mL dans les leucocyjes ve o[ S| t oS}vU o Z EP
dans le plasma chez les patients septiquesdes64000 cpies/mL (4,81 logo copies/mL)
soit 12 fois plus que dans nos échantillgi&ltonet al., 2014) Nous pouvons alors soulever
la question de la qualité des échantillons de plasma utiligasont en effet été prélevés et
congelés plusieurs heuregpres le prélévement (en moyenne 5 heurdsgst donc possible

gue le TTV soit un organisme fragile a tout changement environnemental, expliquant aussi la
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difficulté demise enculturein vitrode ce virusPar ailleurs, nous pouvons aussi prendre en
compte la différence de technique utiliséda W Z <p v3]$ $]A E éwpe de ve o]
Walon cible la région ORF1, également utilisée par Naggrs que le kit TTV-gene® cible

la région UTRMaggiet al., 2003) Par conséquent, il est difficile de comparer nos ég e

e Z vS <u[]o «3Sgu&¢ertdine génotypes soient mieux détectés en ciblant la région

UTRgue la région ORF1 ou inversement.

Dans les leuarytes, nous observons que chez les patients les plus graves (groupe

choc septique), la charge virale du TTV est faiblement détectéeyicesjgint les résultats
des échantillons de plasma. Dans la littérature, le sang total et le plasma sont les types

[ Z v8]oo}ve psS]o]e ¢« %}luE o § S]}v S o «p vs](] S]}v pu dd:
ps]o]e . MAE <}ES « [ nZobstha@aine-dligmentation significative de la
charge virale du TTV dans le sang total chez les patients septiques comparés aux sujets
controles (3,65.10contre 63618 copies/ml(WValtonet al., 2014) Comme dans notre étude,
Walton et al. ont observé que la charge virale est plus élevéesdarsang total que dans le

plasma, aussi bien chez les patients que chez les volontaires sains.

Nous avonggalementmontré une augmentation de la charge virale du TTV au jour 0

chez les patients, comparés aux contréles. La charge virale est encordepi@s au jour 3,
uniquement chez les patients des groupes infections et sepissuit donc la méme

Jv §]<p <p of]v(X uue SE}vpuosS S Jv J<pu v8 8§}us [ }E <«<p o dds
les premiéres heures aprés une infection, pour atteindre ic g¢e charge virale au jour
3.E}pue %}uA}ve Ju P]v & <pu of[]v(o uu 3]}v e % E o[]v( S]}\
générale, induit une réplication du TT¥[ S *Z VP § ¢ ¢ }00 Pu *U }vS u}vs
protéine ORF2 produite par le TTV étaitable d[JVZ]NEF U u} po vS Jve] o[Juupv]
(Zhenget al., 2007) Nous pouvons alors penser que le TTV joue un role dans la régulation de
o[]v(o uu S]}v ve g jouBdisepsiskependant, nous observons une diminution
continue de la charge virale du TTV dans les leucocytes des pagientBocs septiques.
Cette cinéigue, totalement différente de celles des groupes sepsis et infection, est
difficilement interpétable du fait du biais induit par la lymphopénie importante des patients

en chocs septiques.

La charge virale du TTV étant augmentéez les patients septiques de notre étude,

]Jo 8§15 o}&e JvS E ¢+ VvS§ A @rtélhtidh enfreola frEEquehcpSdedDSC
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dans le sang et la charge virale. Nous}av Ju PJv <p[pv (}ES % E v D~
étre assimilée a une charge virale plus importante, du fait que ces cellules contribuent a
O[JuupVv}eu% % E ++]}vU A]r Gditvalrgniént}avnos «attentes, aucune relation

vl § SE}pA VEE 0+ UE % E u SE X

WINE %o %0 EUde sur]l@réadtivation viral@ous avons étudié la relation entre
la charge virale et les nombres absolus de lymphocytes et de monocytds.étast le lieu
admis de réplication g ddsU Jo 8§ 18 [ S vS %oopne JvS E e+ VvS§ A E](
relation entre ces parametregFocosiet al, 2015) Contrairement a nos attentes,ons
vdvons observ@aucune relation entrda charge virale et le nombre dgmphocytes.De la
méme faconla charge virale du TTat le nombre de monocytes circulante sont pas non

plus corrélés

La charge virale du TTsemble étre pv }usS]o Jv(}E&u S]( *uHE of[]v(o ul
O[JUUUDIHILE *¢]}Vv U ¢ %oe]eU U ] iJUE vIpe v ¢ AJER %o ¢ V

cause,| u v«p fplmationssur sa réplication etssphysiopathologie.

Notre étude souléveaussiplusieurs questionsle TTV estl un vrai maqueur de
gravité dans le seps® La charge virale du virus esbo 0] O[JUUMV}eU %0 %0 E *°]
sepsis? Nous avons pu observer une différende cinétique de la charge virale entre les
groupes de patients, il est dopossibleque le TT\féponde différenment a la sévérité du
sepsis. A ce moment nous pouvons demandezlgst le moment le plus informatif od } v
doit analyser la charge viraRek effet il est probable que lguantification entre le jour O et
le jour 7 soit tropprécoce pour observer un impact du sepsis sur la charge yvagatnd on
* ]S <p o0 Su ¢ Vv SE VveWo vS S]}veées[lsEBOvVjours}psdst E o]

transplantationgKulifajet al,, 2018)

WIHuE E %}v E ES Jv - e <M *S]}veU JARNMEdIS Jvs &E
TTV qui nos informerait sur la réplication du virus. Nous pouvons également imaginer
réaliser une étude du virome chez nos patientsyes o uMS [ A% 0}E E o } U %o } (
[ USE « A]JEu-U FJoe[-Husu [ CMV. Enfin, nous pouvons aussi regarder en
détail les différents génotypes connus du TTous pouvons en effet penser que certains

P Vv}3C% * % HA vE o[ A% vV E n SEJuvs [ UEE « u JuE+ p
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Chapitre lll. A op §]}v o[]u%.-CSF sur 'les
populations myéloides, chez des donneurs de cellules

souches hématopoiétiques

[11.1. Introduction

Parallelement a notre étude du r6le des MDSC dans le sepsis, et de leurs impacts
Ve O[JUUPV}eU%o %0 E o]}V §8 %o $Z}0}P] U vipe Acpge o}pzZ ]:

cellules dans un autre contexte.

Dans le cadre de tubles hémablogiques tels que la leucémie ou le lymphgniee
greffe de moelle osseuse oudeeffe deCSHsont desapprochesthérapeutiques qui peuvent
étre proposés au patient. ve 0 E [pv P& yntraitemént pa GCSF est
prescrit audonneur. Un tel traitementinduit chez ledonneur la production de CSH en
grande quantité, etla mobilisationde ces cellules dans le sang, qui pourront alors étre
prélevées par la technique fiphérése (Deotare et al, 2015 Tay et al, 2017. Cette
technique permetde prékver certains composants sanguingi les CSHpar circulation
extracorporelledu sang.Parmi ces CSH, la moelle va relarguer des MjpS€eront donc
présentes dans le grefforLuyckxet ses collegues}vs u}vsSE du GCSH sur la
mobilisation au niveau périphérigue de MDZ€s pourcentages de PMMDSC (LirHLA
DR CD11b CD15 et de MMDSC (LnHLADR CD11b CD15) sont significativement
augmentés dans le sanggidonneurstraités auG-CSKLuyckxet al,, 2012)

Suite a une greffe de CSH ou de moelle osselgseeceveur peut subir un conflit
immunologique eftre les cellules du donneur et cedlelu receveur donnantlieu a une
uo ] H PE ((}v }VSE o0[ZE€S ~'A, X n }yEa celluless s }u%
Juupv} Ju% 3 v8 ¢ u PE ((}v A}JvE ] o E 0  §]eepe o[Z€S }
tissulaires seeres

En connaissant le role immusnnodulateur des MDSGeurs impacts dans les greffes
de CSH et surtout dans la Gvkiiht un élément cléqui est étudié depuis plusieurs années

(Lvet al,, 2015, Vendramiret al., 2014) Dans ces études, il est montré que la frequence de
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D™ % @& « vS§ ve 0 PE ((}v % & ]S o E]Je<pu <u[ o L& S] vSU
mécanismes utilisés par les MDSC pour contrebalancer le risque de GvHD sont a ce jour peu
Su ]l e Z1 o[Z}uu X >[ AD%d(ardad MDSC pedtre un parameétreentrant

en jeu dans le caractére immunomodulatoire des MDSC.

>[} i 8]( vail & dont été dans un premier[ Su ] & o[ ({CSF sur
toutes lespopulations myéloides, a savoir les populations de la lignée monocytaire et les
%0} %ou0 S]}ve o o]J]Pv P& vpo} CS JE X veLlawtéevhled o[ A %o (
surcesg%o o S]tveU ve 0 RS Ju% E v & of (( S % E}S S p&E
le greffon, contre la GvHIZes connaissances permettraattermede moduler le contenu
du greffon afin que le patient puisse bénéficier du meilleur effet GvL sans risquer de

développer une GvHD.

[11.2. Matériel et méthodes

[11.2.1.Patients, échantillons et données cliniques
M JUEe* [HV % E]} i1 u}]*U ii0 }vv uEes [ 00}PE (( -

}vv HEe ¢}vS ¢« 0 S]}vv e O S O] uVvsS &E V ]  CuyRL~ &N
Centre Hospitalier UniversitairBupuytren SJulP ¢X >+ E]S & ¢« [ £ Ouc]}v
ulu « «<p WA o[ oo }&dre(nlage [cerdpris entre 18 et 60 ans, toutes
contre-indications médicales, et la nécessité du consentement du donhas reliquats des
prélevements sanguins avant et apres traitement atC&F, utilisés pour réaliser une
Numeération Formule Sanguine (NFS), sont collectés. De la méme facon, les reliquats des

% E 0 A u vse U} 00 }ee pe & o % EYequplis. [ %0Z E e« o o}V

Au total, nous avons inclus 17 échantillons de donneurs avant traitement@8F5
27 échantillons de donneurs traités au-G3F, 12 moelles osseuses, et 50 produits

[%OZCE‘X
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[11.2.2.Cytométrie en flux
Lesimmunomarquages sont réalisés a4 celules ou suun maximum de300uL
[ Z v3]oaedntindubé®0 minutesa température ambiante avec des anticorps coésl
a des fluorochromes, permettant une analyse en cytométrie en flux a huit couleass.

VE] JE% e pS]o]e » % }uE o[]pogulationgEnyéldides sent listés dans le

tableau suivan{Tableau6):

Tableau6 : Liste des différents anticorps utilisés

Anticorps- Clone Volume par test
Fluorochrome
CD3tFITC UCHT1 2,5 L
Cocktail CDI19tFITC HIB19 2,5 UL
Lineage CD20tFITC 2H7 2,5 uL
CD56tFITC HCD56 2,5 uL
CD123tFITC 6H6 2,5 uL
HLADR t PE L243 5 uL
CD14t PECR94 M NP9 5 uL
CD33tPECy7 P67.6 2,5 UL
CD274 (PRL1) tAPC 29E2A3 2,5 UL
CD11bt APCCy7 ICRF44 2,5 uL
CD16tBV450 3G8 5 uL
CD45t AmCyan 2D1 5 uL

La lyse des glokes rougesest réalisée avec duRed Blood Cell Lysis Buffer
(BioLegend)ou de la s e >C+ ~ lu veX v(]v\ésteffectyél $8r] bn
cytometre en flux NaviogBeckman), au laboratoire du Centre Hospitaligmiversitaire
Dupuytren en utilisant les controles qualité de ce laboratoirerdimitement des résultats

estréalisé grace au logiciel KalugZeckman) et la stratégie de fenétrage est décrite dans la

Figure24f S5 v 0Ce % EuU SO[]vevE]0] Ee* %o} %00 S]}Vve O U%Z} C

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 139



Le) les populations de la lignée myéloide (monocytes eMMSC) ainsi que les populations
de la lignée graneluse (granulocytes immatures, granulocytes matures, FUNSC). Sur

Z puv * %0}% o S]}ve ] vS](] cHlestéatacE <]}V w

Figure24: Stratégie de fenétrage utilisé a) Fenétre générale sur le FSC / SI9C
Cellules CD45 c) Isolation des lymphocytes CD33d) Expression de PDL par les
lymphocytes e) CD11k/ CD33; f) Monocytes actives CD1ACD186 et monocytes CD14
CD16; g) Monocytes HLMAR ; h) CD14CD16HL -DR, M-MDSC i) Expression dBDL1 par
les MMDSG j) Lin HLADR ; k) Granulocytes totaux CD33; |) Granulocytes matures CD'16
et granulocytes immatures CD¥6; m) CD33™ CD118™, PMNMDSG n) Expression de PD
L1 par les PMWDSC.
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l11.3. Résultats

E}e A% E] Vv ¢ }vS }ve]es A -G$F GBur dés ( (ifferentes
populations myéloides et sur leur expression delRDPour cela, divers échantillons de
donneurs de CSH ont été analysés sang des donneurs avant et apres traitement a0SF,

et deux types de greffono ¢ %o (E } aphé&resefes moelles osseuses.

[11.3.1.Effet du GCSF sur les populations myéloides dans le sang périphérique

Figure 25: Effet du GCSF sures nombres absolus de cellules damées
monocyaires (en haut) et granulocytaires (en bas) dans le sang, chez des donneurs de CSH
avant (n=17) et aprés traitement au-GSF (n=27). Les graphes représentent le nombre
absolu de cellulegv ']P % & 0]SE [ Z vi8]oo}vU Atypepet la}C vv F

significativité statistique a été déterminée par le test de Stu@etit p<0,0001).
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Figure 26: Effet du GCSF sules pourcentages de celluléss lignées monocytaires
(en haut) et granlocytaires (en bas) dans le samipez des donneurs de CSH avant (n=17) et
apres traitement au €&€SF (n=27). Les graphes représentepblecentage de cellulggarmi
les leucocytes CD45 ve o[ Z v3]oo}vU A o -yp€, et Va significatiwite
statistique a été déterminégar le test de Studen(**** p<0,0001 *p<0,05; ns: non

significatif).

Par immunomarquage des cellules myéloides présentes dans le rsamg avons
déterminé le nombre absolu des populations monocytaires et granulocytaires avant et aprés
traitement auG-CSF. Nous avons observé une augmentation trés significative de toutes les
populations présentes dans le sa. Le nombre demonocytes totaux est
significdivement augmenté puisque la moyenne est de AG/L avant traitement et de
2,55G/L apres @&SF. Par ailleurs, toutes les spopulations de monocytesont nettement
augmentées par le GSFE les monocyte<CD16 (activég (0,06G/L avant GCSF et 0,38G/L
apres GCSF)les monocytes HEBR (0,59G/L avant &SF et 1,82G/L aprésGSFgt les M
MDSC(0,013G/L avant &€SF et0,57G/L aprés &CSF) De la méme facon, toutes les

populations granulocytaires sont affectées par KCSF, puisque le nombre de grarayies

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 142



matures, granulocytes immatures et PMMDSC sont significativement augmentés
(granulocytes matures 3,60G/L avant @SF et 28,10G/L aprés-GSFE granulocytes
immatures: 0,035G/L avant @SF et 4,41G/L aprésGSF PMNMDSC 0,003G/L avant G
CSFet 0,61 apres &SF)

En revanche, si nous considérons le pourcentage de ces mémes populations dans le
e« VPU vipe v[} » EA}ve <u e« po « 0  (EGCQLBet des MMDBC}SADE »
augmentées apres un traitement au@FrtonocytesCD16: 0,69%et 0,97% M-MDSC
0,17% et 1,57%, avant et aprésGSF respectivemem@. La fréquence des

monocytes est quant a elle semblable que ci agant ou aprés traitement au-GSK6,65%

et 8,07%, respectivement)En ce qui concerne les populations granulocytaires, les
pourcentages sont significativement augmentés dans le sang apres traitementG&F G
pour toutes les populations étudiées (grdacytes: 48,17% et 79,6% granulocytes
matures: 46,23% et 68,39%granulocytes immatures0,5% et 10,75%PMNMDSC 0,04%

et 1,47%, dans le sang avantaprés GCSF, respectivement).

Le GCSF permet donc de mobiliser vers le sang toutes les gamdganyéloides, y
compris les MDSCe4 fréquenceset nombres absolus dé1-MDSC et PMWIDSC sont

augmentés dans le sang suite a un traitement p&$5-.
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[11.3.2.Comparaison de deux types de greffoles moelles osseusesles
% (E} pdpherege

Figure27: Comparaison de la fréquence des populations monocytaires (en haut) et
granulocytaires (en bas) dans deux types de greffdagnoelle osseuse (BM) (n=12) et le
%o E} U]S [ %oZ E » } S VU *u]S {OSF S(ESQIs60). v ISes dgraqihes
représentent le pourcéage parmi les leucocytes CD48e chaque population dans les
échantillons,avec la moyenne + écdstpe, et la significativité statistique a été déterminée

par le test de Student (****p<0,000ns: non significéf).

Afind[ Sp ] & o @k greffons nous avons comparé la composition en
populations monocytaires et granulocytaires présentes dans la moelle os¢Bieet le

% E} U]S [ WIC)btenu apres un traitement au-GSF.

Nous avons observéug les pourcentages des populations monocytaires dans le

%o E} U]S [ %oZ E - 3 SE ¢+ ]PVv](] 3]A u v8 ep% E] pE PE %

moelle osseuseFigure 27). Le traitement par G*& % €Eu 3U Juu v}pe o[ A}ve

précédemment, de mobiliser leronocytesdans le sang, qui sont ensuite concentrés grace

o[ %o0Z (BE82% dans la moelle osseuse B6UOGT9 ve 0 % E} pulsDe[ %Z E
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méme, toutes les populations monocytaires sont significativement plus fréquentes dans le

%o E} U]S [ %oZ E ¢ <p Ve 0 leurhooacyté€b b {activég représentent
0,47% dans la moelle osseuse et 5,16% ¢ 0 % E} ]S [ %Z E « U -DRe u}v} CS
E % & » vS vS dUODBO69 Ve O U} 00 }ee e }vSE ioUId9 Ve O
enfin les MMDSC représentent 0,30% dans la moelle osseuse et 9,94% dans le produit

[ %0z & « X

En observant les grafocytes, nous notons une diminution significative du
% }uE vS P PE vpo} CS « S}S pA& Ve 0 % E} U]S [ %oZ E -
}ee pe ~AOUIG9 Vve 0O U} 00 }ee pe JVvSE 1T0UGI9 ve 0 % E}
observation est également aie sinous différencionges granulocytes matures (17,96% dans
O U} 00 }ee pe }JvSE AUBO9 Ve 0 % @&} M]S [ %oZ E o -« .
~10U609 Ve O U} 00 }ee pe }JVSE 1TiUT09 ve 0 % E} pls [ °
nous observons quda fréequence de PMMWIDSC présengedans la moelle osseuse est
comparable 00 % E °* vS§ Ve 0 % &} M]S [ %Z CE » ~0UIG9 S AU
Les deux types de greffodifferent en termes de composition en populations
myéloides, puisque le produit [ %cZ & - *S v SS uvS %ope E] Z v 9
monocytairegque la moelle osseuse. Cependant, cette derniére est plus riche en popslation

granulocytairee }u % & H % E} IS [ %Z E -
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[11.3.3.Comparaison des différents échantillons

Figure28: Comparaison de la fréquence des populations monocytaires (en haut) et
PE vpo} CS JE « ~ v ¢ ve 0 ¢ ](( & vSe Sabhoelle psseuseS]oo}ve
(BM) (n=12), le sang avant (PB) (n=17) et aprés (RESF} @27) traitemen au GCSF, et
enfin le produit [ %Z E « U } S vu % E « SEHJnu50)S Lé& diaphes
représentent le pourcentagparmi les CD45de chaque population dans les échantillons,
avec la moyenne + écamtpe, et la significativité stastique a été dterminée par le test de

Student *** p<0,0001; ** p<0,01; *p<0,05; ns: non significatif).

Afin de comprendre les différences de compositions en populations myéloides entre
O U} 00 }ee e § 0 % @E} uld [ %Z E + Uouwllge typkdve  }u %

™

[ Z vS§]oo}veU Ve O WS %e} B E SIPv 8 (( 3 %oO e <U[HV

traitement au GCSH Figure28r.

Nousavons observéue le pourcentagale monocytes présent dans le sang avant

traitementau G & V[ *3 % * *]PVv](] 3]A u v8 pPu v3 % E « SE ]5 u
CSF et 6,65% aprésG%F). Le-GSF ne modifie donc pas le pourcentage de monocytes en
périphé ] X v GE A v Z U % }UE v3 P Ve 0 % E} pul8 [ %Z &
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plus élevé que dans le sang apres traitement (27,83% contre 6,65%, respectivermami} Si
regardonsplus en détailes différentes populations monocytairaspusobsenonsla méme

chose pour les monocytes CD¥ les monocytes H:-BR. En revanche, nous observons

gue la fréequence de NMIDSC présente dans la moelle osseuwdst pas significativement

différente que celle retrouvée dans le sang avant traitement é0SF (0,30%ans la moelle

et 0,18% dans le sang non traité). Cependant, la fréquence-MDI8C dans le sang apres G

CSF est significativement plus élevée que dans la moelle (1,57% contre 0,30%,
respectivement). Le G*"& ¢§ }v % O []v -MDP&C. Enfinlbrsque nous

comparons le sangprés traitement au 6 & S 0 % E} U]S [ %Z E ¢« U vipe @
gue ce dernier est nettement plus riche en-WMDSC (9,94% contre 1,57% dans le sang

traité).

En ce qui concernee$ populations granulocytaires, nous observons une
augmentation significative déa fréquence des granulocytes totaux dans le sang apres
traitement au GCSF, comparé au sang non traité ou a la moelle osseuse (80,38% dans le
sang apres &SF, 48,17% dans dang avant &SF et 59,04% dans la moelle osseuse).
Cependant, nous pouvons voir une diminution significative du pourcentage de granulocytes
totaux apres aphérese (80,38% dans le sang apr&SI contre 26,41% dans le produit

[ %0Z €& « <X "] v}sen@etRil @& fWférentes populations granulocytaires, nous
observons la méme chose pour les granulocytes matugeseffet, nous pouvons voine
augmentation de leur fréquence dans le sang apré&SSE comparé au sang non traité et a la
moelle osseuse 6 UT89 }VSE od0UTI9 § i6UBO9U E *%o netteA u vSeU

Julvpus]lv  ve 0 % E} U]S [ %Z E ¢ Ju% E HCSF/(B,48% E *« SE
contre 68,39%, respectivement). En revanche, si nous considérons les granulocytes
immatures ainsi quées PMNMDSC, nous observomgie les pourcentages pour ces deux
% }% MO S]}ve e}vE %ope 0 A e ve 0 % E} U]E [ %ZLSE o }u%
(granulocytes immatures20,26% contre 10,75% ; PMADSC 5,21% contre 1,47%).

Les deux types de greffprque sont la moelle osseuseS 0 % E} ]S [ %Z E
different en termes Ju%}e]S]}v v %}%opo S]}v uC o}b fUa ] [ A
S Zv]<«pu [ %0Z & + <plps ¢ellulesSi@dnonucléées, éliminant les populations

granulocytaires.
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[11.3.4.Expression@lPDL1 dans les divers échantillons

Figure 29: Expression de PILL par les populations monocytaires (en haut) et
PE vpuo} CS JE » ~ v +eU ve 0 ¢ ]((s@alySésBQielle o§sewsevs]oo}v
(BM) (n=12), le s&y avant (PB) (n=17) et aprés (PB3&F) (n=27) traitement au@SF, et
V(Jv 0 % E} u]S [ %Z E « U } § vy -GSE (n=DYE LS grapBes¥% E '
représententd u}C vv [ A& % (E e-t]l}sur chague population dans les échantillons,
avec la moyenne + écamtpe, et la significativité statistique a été déterminée par le test de

Student {*** p<0,0001; ***p<0,001 ; ** p<0,01; *p<0,05; ns: non significatif).

(v Ju% E v E o (( 8§ % E}S 8 uE }vEE oMD3C PE
ve o PE ((}vU v}iue vipge s}uu ¢ JvS E e<Li pardésfaopul@@ions]}v W

myéloides étudiées jusqda Figure29’.

Nous avons obsE A «u o[ A %o ELP sl les movbeytes est augmentée dans

le sang apres traitement au-GSF comparé au sang avant traitemeB{l8 et 1,34
respectivement). En regardant les autres populations monocytaires en détail nous avons
remarqué que cette bservation est vraie pour les monocytes HDR ainsi que pour les M

D N X >[ A % E «k]ést significativement plus forte aprés traitement atGSF dans
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le sang comparé au sang non traité (monocytes-BEA 2,14 et1,35; M-MDSC 2,06 et

1,11). Pour ces mémes populationgjous obsenons <u o[ A% E ¥ est W
semblable, puisque non significative, entre le sang apres"& S 0 % &} p]S [ % Z @
(monocytes 213 et 2,03 respectivement monocytes HLBOR: 2,14 et 2,06
respectivement M-MDSC 2,06 et 1,96 respectivement).

Concernantles populations granulocytairesious avons pu voir que de la méme
( }v <p %}pE o0 « ulv} CS U 4] & Bigdficatiement s forte dans le
sang apres traitement au-GSF comparé au sangn traité (4,03 et 1,06 respectivement).
Cette observation peut également étreita si nous regardons en détdéds granulocytes
matures et les granulocytes immatures (granulocytes maturé$6 dans le sang apres
traitement au GCSF et 1,05 avant traitement avGSFE granulocytes immaturesl,56 aprés
traitement au GCSF et 1,21 avant traitement auGSF)Nousobservons également que
Of A% E e]}P <3We]PV](] 3]A u v3 Ju]vp Ve 0 % &} MU]S [ %o Z
sang apres &SF pour les granulocytes matures (4,66 dans le sang 28§ @t 3,37 dans
0 % &} ]S [ %zZ E « U o0} Ee pour leoPMNBADSQ PLLR3/dans le sang
aprées G "& § iUdG6 ve 0 % E} puyg]viU%vZ pnE & X E<p}ve <u[]Jo Vv[C
1(( @ v <]PVv](] 3]A [ ADefdEeded Heux typés de greffon (granulocytes
1,64 et 1,85 granulocytes itmmatures: 1,49 et 1,56 PMNMDSC 1,25 et 1,47, dans la
U} 00 3 0 % E} ]S [ %0Z E » U E *% 3S]A u vieU &£ %3S %}l
Of E% E s}Pi +3We]PV](] 3]A u v3 %ope (}JES Ve 0 % E} p]sS |

moelle ossese (3,37 contre 2,42 respectivement).

Le G "& v U]S o A % (H.1-a]lavfois sW les populations monocytaires et
granulocytaires. Cependant, cette expression est globalensentparable entre les deux

types de greffonsoit la moelle osseust le %o &} U]S [ %Z E& + X

[11.4. Discussion et perspectives

Un traitement par GCSF induit chez un donneur, la mobilisation des CSH de la moelle

osseuse vers le saffigour revueTayet al., 2017)

dius [ }E U v}ipue A}ve ulCSHrermen deomobiliserdans le sang

toutes les poplations myéloides sans discrimination. Toutes les populations monocytaires
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et granulocytaires sont augmentées dans le sang suite a un traitement-G&F;set ce, quel

gue soit le stade de maturité des cellules. En effet, nous observons que le nombhe dbso
monocytes CDI6est tout aussi augmenté que celui desNDSC. Les nombres absolus de
granulocytes matures, de granulocytes immatures et de IMUDEC, sont tous affectés de
fagcon similaire par un traitement au-GSFLes MDSC sont par conséquent matgisdans

le sang par le ®SF, au méme titre que les cellules souches hématopoiétigogtenant les
observations faites dans plusieurs étudésiyckxet al, 2012; Lwet al, 2015; Vendramiret

al., 2014) Par ailleurs, nous observons que les fréquences eMdBC et PMMIDSC sont
augmentées dans le sang, suite au traitement paC%-. Les MDSC sont donc plus
nombreuses et plus fréquentes, signifiant que ces cellules sont mobilisées en grande

<u v8]S8 S M SE]Ju v8 [ USE * %o} %o po S]jous @jqns}motrd E «U  }i

par exemplgoour les monocytes F(igure26’.

Ensuite, nous avonsulu comparer les deux types de greffon, pouvant étre proposés

a un patient, dans le cadre de certains troubles hématologiques. Nous avonsri®ren
évidence qudam} 00 }ee pe S 0 % E} U]S [ %Z E » U } S v % E o |
CSF, d&E& vS v § (Eu - Ju%}e]S]}v v OOUO * UC O0}b X > %o
significativement plus riche en monocytes comparé a la moelle osseuse, y compris en M
MDSC, qusont a un stade plus immature. La moelle osseuse, quant a elle, est
significativement plus riche en granulocytes matures et immatures conepawéproduit

[ %0Z EUi Y] % V VS % 0pu-MDSCwWomparé a la moellela technique

[ phérese permeten effet de concentrerles cdlules mononucléées. es monocytes

u} Jo]Je » ve 0 ¢ VP eu]s o[ -CPHimpns Bnse}yés, et les granulocytes,

principalementles granulocytes mates,sont éliminés.

}uu E]S ve 0@ sESylabnUn witro, de cellules demoelle osseuse
normaleavecdu GCSFmontre une induction de MIDSC. En effet, aprés 4 jours de culture
en présence de GSF (40ng/mL), nous avons observé une augmentation significative du
pourcentage de MMDSC, évoquant la capige des cellules de la moelle osseuse a induire
des MD ~ e}pe o] ((-GSFuCépendardu cours de ces expériencegtte cytokine
v[ %nduit de PMNMDSC.

}v E&v vS o[ A %PELX npus avons observé que suite a un traitement par

G-CSFce marqueur était significativement plus exprimé dans le sang, a la fois sur les
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populations monocytairesmais €galement sur les granulocytes matures. Le"& v[]v ]S

%o ¢ O A %o E el bur les Yvanulocytes a un stade plus immature et notammant s

les PMNMDSC. Ces résultats sont contradictoires avec les observations que nous avons
faites au cours des stimulations vitro U} 00 ¢ }ee pe eU % E ¢ VS ve o @
effet, dans ces expériences, 1eGSF induit une augmentation significativ. o[ A% E <]}V
PDL1 uniquement par les PMMDSC, puisque le-G*"& Vv[ ] ] % * [Ju% S suE o[ A
de ce marqueur surlesMD * X % Vv VvSU ]Jo ¢S Ju%}ES vS vis E «u
PDL1 a la surface des MDSC est comparablee les échatillons de moelles osseuses et

0 * % E} H]Se [ %Z E « X ] *1PV](] <o uoPE o pE-* J(( & v

MAE SC% - PE ((}v <}vS e¢JulJo]J& « Vv S EuU ° [ A£% E -«
[Juupv}epu%o % Eese NIDSC peuvent exercer leur iaté immunosuppressive
v (J<p }VSE o 'A, U PE e u Vv]eu ¢ uSE-ld.Upe o[ £ % a
étude chez des souris traitées auGSF a montré que les MDSC (CDGiY) mobilisées
dans le sang pouvaient réduire la fréquence de GvHD via le v]eu o (Jodet al,
2009)

Le GCSF a pour effegbien connyde mobiliser les cellules souches hématopoiétiques

dans le sang. Nous avons pu montrer grace a cette étude, que toutes pesapons
myéloides (monocytaires et granulocytaires) a des stades de maturité différents, sont
affectées par cette cytokine, et se retrouvent relargeédans le sangCette myélopoiese
induite par le GCSF% pnS vipe ( JE % ve E 0 UG goé %ol obserygn&E P v
dans le sepsisDans les deux conditions, nous avons pu observer une augmentation
«]Pv](] 8]A p viu E «lop D ~ Ve 0 ¢ VPU ¢ ve <pu[]o

MPu vsS S]}v o[ A %o ¢El.Dehkwe coMtexte il serait Ertessant de regardezn
détail les autres populations myéloides dans le sepsispttudier leus comportemens au

cours decette pathologie.

Dans le but de poursuivre cette étude, il seraitissiintéressant de considérer
certaines données cliniques desceveurs. En effepous pouvons envisager dmrréker la
fréquence de MDSC avéx prise du greffo(SE& H]S % E o0 <) @Eéncofed@do *]

A 0}% % u v3U <[]Jo A]*3 U [uv 'ALlX la pufate des-MPSC peutV

également étre n élément important a détailler et relier a ces mémes données cliniques.

LERECLUS Emilie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 151



Discussions, perspectives enclusiors

b JuE- « $E A pAEU vipe A}ve «}po A o «<p +3]}v [w
u poo |]E e DM E SE}HA ¢ ve 0 ¢ %e]eU ]Jve] <p[pv EE€o0
§ Eu A] o] A% E ++]}v 4Ll uNGES payod@s aMsi réalisé différentes
expérimentations, que ce soiin vivo A o[ v oC- . Z vS]oo}ve e VP §
osseuse de patients, @ vitro A o[ Sp o[l (( S & ellilesedeno€lie o
osseuse. Pour finir, la mise en relation de ces informations avec les domfigigues des

patients, nous a permis de voir a long terme les conséquences de la présence des MDSC.

1. Origine médullaire
ve V}ISE 3Spu U vipe A}ve Alpop u 33E v A] v o[}E]P

sepsis. Ces cellules, comme lewom o[]v ]<«@nt une origine myéloide, il était donc
cohé® vs [ Spu ] E v %adnaelle@sseysqr commsource principale pources
cellules.' E o[ voCe JE& § U %o Z su} 43 Prélevemdnts de moelle
osseusdle patients septiquesnous avons aiervé une augmentation de la fréquence de ces
cellules dans ce tisseomparé a des moelles osseuses contrlesmoelle osseuse produit
donc de facon trés rapide et en grande quantité, les MDSC que nous retrouvons dans le

sang.

Cette observation rappealla mC 0}%}b - [.LCE Pphénomeéne résume la
libération massive et rapidede cellules myéloides par la mo® }ee pe U A v [ISE
compléement matures dans des conditions physiologiques particuliéres (administration
clinijue de GCSF ou infection)Ce mécanisme survient en réponse a un signal
inflammatoire, dans le but de remplacer les populations périphériques endommagées
(Panopoulos and Watowich, 2008Puisque nous savongue trés tbét dans un sepsis,
O[ %0} %0S}e [uv PE v v}iu &E aiksCdae ede maltples haHlevérsements
immunitaires se produisent, il est donc tres probable que la moelle osseuse velille

rapidement compenser ces anomaliées MDSC sont donc produites parmi un ensemble de
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populations immatures (granuloags immaturegpar exemplepour, dans un premier temps,

combler la perte de cellules immunes en périphérie. Leurs capacités imnmpmessives

sont a ce momenta bénéfigueU S }vs8] vv v8 o0 ¢ }uu P ¢ e o[]v(o uu

vIA o[]Jv( S]}vX %0 \vitasSikhibatripe® princgpalement sur les, len

(}vs . OOHO ¢ VvV ( ¢S o}vP S Bu U %op]e<u] 00 ¢ %o
[JUUPV}Ie U %o %o E o]}V ¢ %o S] vSeX

Par ailleurs, pur confirmer les observations phénotypiques des MDSC dans la moelle
osseuse depatients septiques, il serait bon de réaliser des teltfonctonnalité avec ces
cellules. En effet, nous pouvons seulement affirmer que nous obsedem$IDSC avec un
%Z V}ISC% JEE *%}v v3U u ] vipge v[ A}ve iJUE p pv ]
IT 3]1A18 Juupv}epu% % E s]A T,°par exemples llsgstpossivigte ces
MDSC présentes dans la moelle osseuse au jour 0, ne soient pas encore fonctionnelles, mais

acquierent en périphée leurs capacités inhibitrices

Il est aussi pos] o <«u[]o A ]eSsourfey pdlr tesMDSCX o[Ju P U
microenvironnement tumoral, les MDSC pourraient étre le fruit de la différenciation de
monocytes et de neutrophiles au niveau dys  []v (. B éffet, des études ont montré
in vitro, quelors de certaines conditions inflammatoirdsPS)les monocytes acquiérent un
phénotype suppressifPenaet al, 2011; Portaet al, 2009) E}pues %o }pA}ve Ju P]Jv E <]

JHE [pv edanonobytes m@ti-inflammatoires reprogrammés, présents sur le site de
o[]v( éldifférencieraient en MMDSC dans le but de limiter les effets dévastasede

la réponse inflammatoire.

Concernantles PMNMDSC, nous pouvons également penser que ces cellules sont
issues de neutrophiles, qui ont aussi acquis des capacités immunosuppregsigesude a
montré que les neutrophiles présents dans le microenvironnement tumoral peuvent
acquérir un phénotype praspu} & o ¢} ue o[]v (o (rridlendect&l, 2009) Sous
o[]v(op v ES Jve ( S HME-*U o0 - OOMO * o[Juupv]s }vs
%0 Z V}SC %o § [ «u @BpEcr@ant YnZenvironnement suppresseur. Granot et
&E] ov EU }vs [ J]oo uE- ule MV SZ }E] Wb thpobido } ES VS
«immunosuppressive switchdes neutrophiles, selon laquelle les PIMDSC seraient des

granulocytes activédNous pouvons }v. Ju P]Jv EBU <u[pv %-MBSQC retrouwasD E
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Ve 0 ¢ %oc]eU <}VvSs e V USE}%Z]o ¢ <u] e*}pue of[]v(op v .

développent un phénotypenmunosuppressifGranot and Fridlender, 2015)

Pour affirmer ou infirmer ces hypothéses, il & ]§ JvS € ¢+ vS [ Vv 0Ce* C
%o Z V}SC %o . OOMO * U}V} CS J]E ¢« S PE VUO} CS JE *» % E + Vv
cela, des modéles murins de sepsis ou une étude sur des biopsies de pélenisation
ZIEWEP] o 0 <} u,qouraipht &trednisven place.

2.MDSC dans le sepsis

Dans notre étude, nous avons suivi la fréquence de MDSC dans le sang au cours de
0[Z}*% ]S 0] S]]}V % S] vSe C vS puv Jv( S]}vU « PE A]S -
du phénotype des cellules myéloides en périphérie, nous avons mertwvg qu[ B U E

[uv Jv( HR]quadtitéde MDSC estaugmerdé ¢« o i}uE [Z}*% ]S o] S]}vU }u

une population controle.

Nous avons pu observer que les-MIDSC et les PMNIDSC ont une cinétique

différente au cours du temps, mais également différenteo}v o + A E]3 o[]Jv( $§]]
apparat ici trés clairement, que la quantit¢é de -MDSC augmente des le jour O et
indifféeremment de la gravité dpatient. En revanche, au méme mometdés PMNMDSC ne
sont augmentés que chez les patients les plus ®/gchoc septigue). Nous avons
€galement noté quéde pourcentagede M-MDSCdans le sang a une cinétique différente de
celuides PMNMDSC. Ces derniéres augmentent en taille aux jours 3 et 7, alors que les M
MDSC ont unguantité }ves§ v3§ U} Epitalisatipd. }Ees observations soulevent
une question concernant le réle de ces cellulesles MMDSC sont présentes dans le sang
des le jour O et ce, quelle que soit la gravité, nous pouvons penser gue fienctions
interviennenttét p }u @& [fpation]\elles pourraient en effet étre présentes dans le

MS oJu]S & of]vEm vavasdhiies les PMMNDSC voient leurpourcentage

MPuUuvs E u }IuE- o [ Znpu%kddSsant-in@pner que leurs fonctions ne sont
pas néceéssairedés le VRS o[]v ( N&Jg \pouvons aussi nousterroger sur le
E o EP P e OOMO * % E 0 u} 00 X }uu-MPIQet®MNA}Ive ul}vse
MDSC sont présentent dans la moalkseuse * o i}UE [Z}*% ]S oNIDSJkurX > « D

donc libééesdans le sang tres rapidement apres leur productign.revanche, il semblerait
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gue les PMAMDSC soient séquestrés plusieurs heures au sein de ldemasseuse, avant
[SE &E dafskepsang. Il est alors probable que les PRIN® v ¢¢]8 v [ USE -
*]Pv U/E %o}UE <pu[ 00 ¢ ¢}] vS u} Jole * Vv % E]%Z E] X e ¢]Pv
( }v &}]es vS§ U o[]Ju P o -NDSE] dans le ssadsEque les
DAMPs DamageAssociated Molecular Patterhibérés par les tissus lésés, encore des

chimiokines

>} E- vie A% E]Ju vs 3]}veU vipue Alwede BDEAJlm o] A& %

surface des MDSdans le sangE}pue A}lve } « EA <<y o[ £l @ried M W
DA v[&§]85 % * puPu vs Z 1 0o+ % 5] v§iresisedslE & %UEE <AlJo} v S
de PBL1 par les PMND A~ v[ 8 pPu v3 <[ pH i}JHE 1T & Z 1T 0 % 3]
graves. 4 }UE-" 0[Z} e % EXpefsioh]des PID1od la surface des-MDSC et des
PMNMDSC des patients septiques, ne varie pas esiesitaire a celle des contrdles. Du fait

o[ pPu vs S]J}v v § ]Joo * %0}%opO S]}ve D" o}Ee [pv
§S v J}ve } « EA E pv  pPu vs 3]}v -L1pér esccliules] Pe facoklV
surprenante, seule la quantité de MDS@Ggmente, signifiant que les MEC produites au
cours du sepsisv|[ A % E]Ju vSL1%NeusWpouvons alors nous interroger sur leurs

§]A]8 ¢ JvZ] ]8E] X E}pue A}ve u}v3E o} Euturg, gusoceE]u v 3]

OOHMO ¢ *}VvS§ % 0 ¢ Liinvvitffo. GesavIBSC possedent donc des capacités
Juupv}ep% % E ¢+]A U u ]Je v e« u 0 vS % FPO1.}ueERt]Bbable] £ W
<u[ oo ¢ psS]o]e vs [ USE * u v]eu ¢ []vZ] ]S]}veU S v}S uu vs

nous avons montrén viro, que les £ mis en culture en présence de MDSC, ont une

Julvus]}v Of A% E e**]}v 100 ~ 1iz<X a LEEgitine] est ud  }vvpu -
élément essentiel au maintien de la durée de la delj o[ ZEu p(Rodidghezt
al., 2002) Pour confirmer cette hypothése, il serait intéressant de réaliser des

expérimentations de caulture de MDSC etdeeU v % E * Vv [ vDLGEE I VS|
MWV % E v s pPw&s o[ Z'i

Au cours de cette étude, nous avons approfondi le role des MDSC dans le sepsis, et
v}8 uu vd ve 0 E 3]A 3]}v AJE o ]Jv p]8 % E Oo[Juupv}epu%e%
cours du sepsis. Nous nous sommesafigés sur le Torque Teno Virus (TTV) dont la charge
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virale est sensiblau statut immunitaire des patients, et a été proposé comme biomarqueur
de leur immunocompétence. ve v}e Vv 0Ce oU v}ipe V[ A}ve % + u}vsE
entre la charge virale du TTVlatquantité de MDSC dans le sang. Les difficultés rencontrées
guant a la positivité des patients pour le TTV, ainsi que le manque de donnée concernant ce
virus, ne nous permettent pas de démontrer clairement le réle des Mix&Eevis du TTV. Il
seraittoutefois intéressante voira plus long terme la charge virale de ce viru8pgours
voire 80 jours. En effet, il a été}vSE o} Ee+ [pdaliseSau laboratoire, quea
charge virale du TTV chez des patients ajpirgs transplantation rénale, atint son pic en
moyenne 80 jours apres transplantatigulifajet al., 2018) L[mmunosuppression induite
postSE ve% o vS S]}v 5 ](( & vS ssionchlisaelpatl ke Botdedersements
immunitaires du sepsis. Cependant, la réactivation du TTV semble nécessiter du temps, et il
*S§ % E&E} o0 <u i0 i}uEe* v ¢}] VS %o ¢ cu((]* vVSe %o}pE « & v CE
variation de la charge viraleinsi, nous pourions corréler la quantité de MDSC au jour O et

la charge virale du TTV a 80 jours.

La charge virale du TTV est donc un outil informatif que nous pourrions utiliser dans
0 * %-¢*]*U % v v3 o uvcpg [Jv(}EuU §]}ve epGnterpréd@E peU v}
correctement ces résultats>[ S ol ZEu pu dds v }suria (dplicatidiet]
notamment a quel moment au cours du sepsis elle se produit ipafement. Ceci nous
permettrait de connaitre le moment le plus informatif pour utilise TTV en tant que
biomarqueur. Enfin, une analyse approfondie des génotypes du TTV pourrait mettre en
évidence une différence de sensibilité de certains génotypes face aux changements
immunitaires dans le sepsis, qui pourrait ensuite étre extrapolée[apBS & ¢ }v ]S]}ve

% SZ}0}P]<h * S 00 ¢ <p 0 SE veXo vS S]}v [}EP v X

Enfin, pour compléter cette étude, nous avarmrélé la fréquence de MDSC avec la
uE [Z}*%c]5 0] S]]}V e % 3] vi8eX Wope] pE+* A E] o0 ¢ }Vvs§
montré que seule la frequencele PMNMDSC dans le sang au jouest corrélée a une
Z}*%]5 0]* 8]}v %oope o}vPp X > ul]e v A] v [UVv A 0 HE -« |
(E <P v D~ 3 % E ] 3]A [HV uE [Z}*%c]S 0] S]]}V
intérees vS§ U Ve O us [ Sju & %oopue O}VP § (Eu oOf[Ju%e S o [

]Joo HEU }lu%®& v E °*¢] 0 % E Vv e D~ S 0 He }u
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hospitalisation plus longue, aiderait a éclaircir la physiopathologie du sepsis, et donc

améeliorer la prise en charge des patients.

3. Effet du GCSF

>[ $§]}v -GBF passe par son récepteur le Granule@gny Stimulating Factor
Receptor (BCSFR). Suite a la liaison de son ligand, KC&R active une cascade de
phosphorylations degrotéines JAK et STAT. Cette signalisation intracellulaire implique des
protéines telles que les PI3K, Akt et MAPK, et va initier la prolifération de précurseurs
présens dans la moelle osseuse. Ce facteur de croissance est donc connu pour stimuler la
moelle osseuse qui va générer des polynucléaires neutrophiles et pour libérer ces cellules

dans le sang (Deotaset al.,, 2015).

Dans nos études sur les donneurs de cellules souches hématopoiétiques, nous avons
pu mettre en évidence que le-GSF permetlar} ]Jo]e S]}v  ve 0 ¢ VP [uv PE v Vv
de type cellulaire. En effet, suite a un traitement par-GSFnousretrouvonsdans le sang

des patients, une augmentation des populations myéloides monocytaires et granulocytaires.

En plus de son effet sur laqauction des cellules myéloides par la moelle osseuse, le
GCSF est connu pour stimuler les fonctions des polynucléaires neutrophiles matures
(Metcalf, 1985). Une étude a montré que leGSF induit sur des lignées cellulaires de
neutrophiles murins, la @duction de ROS (Zhat al,, 2006). Par ailleurs, le-GSF peut étre
produit suite a unstimuli inflammatoire tel que le TNF } u €l] fmais également lorsque
les macrophages et cellules endothéliales sont stimulées par du LPS (Panopoulos and
Watowich, 208).

Il est possible que le-G"& *}]S pv * % E u] €& ¢ CS}I]v «U ¢] V[
o[}E& P CS&8}]v]l<py X v (( 38U o[ 0 A 8]}v 8CE *» E %o] U viu E
e VP u JUHE* [HWE BopPhelb - [esIRe des mafestations cliniques qui
définit la pathologie. Par ailleurs, nous avons pu également observer qu&EBRGEst éleve
chez un petit nombre de patients septiques. Il est donc possible que la libération massive de
GCSF dans le plasma de ces patients adievee et que nousoyonsdans la phase
décroissante,0 ]¢* VS %00 [ USE « CS&-}d]Yype -8 Rowr vérfier cette

hypothése, nous pourrions mettre en place un modeéle murin de sepsis, chez lequel nous
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suivrons la concentration de-GSF de les premieres heures du sepsiB3e plus, ette

hypothése est partagée par Liu et son équipe dans le cadre du Syndrome de Fievre Sévere
avec Thrombocytopénie (SFST) @tiwal, 2017). Cette fievre hémorragique est causée par

un virus émergent dont les Biv ¢ o]v]<p ¢ ¢}vE % E} Z o [UV ¢ %e]°U A o
orage cytokinique. Dans cette étude, la concentration e6@SF est corrélée a la gravité et

selon cette équipe, le GSF serait produit pour augmenter le nombre de leucocytes et ainsi

mieux élminer le pathogéne.

V % E v vS§ VvV }Uu%S e JV(}EuU 8]}veU vipe %}uA}ve }v Ju

N& Ve 0 ¢ %oe]*X "ujls o[ PE <°]}v . OOHO ¢ V }SZ 0] O =
E }vv Jee v Ev] E % & o[]uupwvwpbagés)vunetiberatonaes u E
G-CSF se produit des les premiéres minutes. Ce facteur de croissance agit directement sur les
%o E HE>* PE- O U} 00 }ee e S ]Jv ul]S pv uC 0}%o}tb - [nC
temps, le G *& A A} E % }pE ((p8lyniicl&jrds @eutrophiles nouvellement
u} Joje - ve o0 * vPU v}S uuvs [ «<pup E]JE o % ]S %0 E} MU

OOpHO * ¢« SE}HA vi8 0o« D AU }vs o[pv e &S]A]S *» % E]V [% O
ROS. Le pic de libération deGB & [ *S}u% U 0 ]Jeo{V]Up@}eu%o %o E ]}V ]V U

par la présence des MDSC.

LeG "& v[ <pu[puv (( § u}]v & -+uE -olinftre.@En eX¢d brsqueN

nous avonsstimulédes cellules de moelles osseuseA e CS}I]v U De/PBoE <]}
L1 sur les MD » Vv[ ¢S % ¢ (( S -CgFECehlni induit toutefois une
HPu v §]}v «]PVv](] S]A 0 [[LZE St GesPVPMDSC.®és observations

sontaussiE SE}HA ¢ ve 0 o+ VP * % S] vSe o %oS]c<pessionqgePu vs S]
PDL1 sur les PMINIDSC des patients en choc septiqu2g.facon surprenante, ces résultats
ne sont pas retrouvés chez les donneurs de cellules souches hématopoiétiques traités au G
N&X E}pe A}ve v (( 8 %op } o EA E pv ssioRde PREJans le o A& %o
sang a la surface des-MDSC, et sur les granulocytes matures principalem€hiez les
donneurs de cellules souches hématopoiétiquesSHY; le GCSF est administré
guotidiennement a des doses élevéeSette posologie particuliergpeut expliquer la
1(( E v [ £ % E -k1]ldrsque MIus comparoraix patients septiquespuisque
O[}E P CS38}l]v]l<p § v3U Z 1 < Nabsvwoudons égaEmMent sriddiaexX
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gue les taux sériques de-GSF retrouvés chez les donneurstgaos importants que chez
O ¢ % S] vSe ¢ %S]<u *U A%o0]c<y vS 0 ] {U1.@our vérifileCHHEE ]}V
hypothese,il serait intéressant de dosde G-CSF dans le sang des donneurs de, Q8H

pourra ensuite étre compara celui retrouvéchez les patients septiques.
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4. Conclusions
>[} i 8]( ulv % E}i $ §Z « uyuE S8 ussSE v A] v
dans le sepsis, et de comprendre leurs ra@agss cette pathologie. Nous avons ainsi montré
gue ce soitex vivoet in vitro, qu ¢} e o[]v(ou Vv o[}&E P CS}I]v]<p U S v
GCSF, la moelle osseuse produit des MDSOesCqd <}v$ % 0 ¢ []JvZén E o0 « >
% E]%Z E] A] ](( & v8e u vVv]eu *U 3 % ES] ]% v3 o[]u
conduire & la réactivatiote certains virus@.

Figure30: Schéma récapS po 3]( o[}E]P]JvU p AV]E § 0[] u %o
cours du sepsisors [V ¢ %] & S-@[/>0[}E P CS}IJv]l<p U PJee vSs
moelle osseuse. Celté produit alors des MDSC, qui une fois dans la circulation sanguine,

*}vs % 0 * [JVA]%oEES]*]% VS ]ve] O[JUUMUV}e L% %o E o]}V P

pouvant se traduire par la réactivation de certains virus.
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Origine et roles des cellules méyloides suppressives dans le sepsis

Les MyeloieDerived Suppressor Cells (MDSC) sont une population hétérogéne de

cellules myéloides immatures, regroupées en deux gmymilations: les monocytiques
MDSC (MMDSC) et les polymorphonucléaieOSC (PMMDSC). Ces cellules ont des
capacités immnosuppressives et peuvent exprimer le ligand PD v p]e vS o[ v CEP] '
lymphocytes T qui expriment le marqueur-BDAu cours du sepsis, divers bouleversements
immunologiques surviennent, et la fonction majeure des MDSC est probablement de réguler
oyger-]v(o uu S]}v v % &S] ]% VS o[ S S [Juupv} %oE e]}v
patients. Ceuwxci ont alors un risque de développer des infections secondaires, et de
réactiver des virus jusqu@ en latence. Notre étude a pour objectifs de mettre en éviaen
o[}E]P]vV e D~ Ve O * %oe]*U s [ %0% E}(}v ]E o0 pa

[Juupv}ep% %o E *]}vU v}S uu vsS ve o E 3]A 8]}v up d}E«qp
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Origin and roles of myeloidlerived suppressor cells during sepsis

Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC) are a heterogeneous population of
immature myeloid cell, and are regrouped in two subsets: the mono®yBSC (MMDSC)
and the polymorphonucleaMDSC (PMMWIDSC). These cells have immunosuppressive
capacities and malip act on T cells. MDSC can express the ligantd1Pand induce RD
expressingl cells exhaustion. During sepsis, several immunological changes occur, and
MDSC probably downregulate the hygaflammatory state, contributing to the
immunosuppression phasencountered in patients after a sepsis. Immunocompromised
patients can develop secondary infections, and reactivate latent virus. The aims of our study
were to highlight the origin of MDSC in sepsis, and to explore their roles in the
immunosuppression sta, especially in the Torque Teno Virus (TTV) reactivafon results
show, bothex vivoand in vitro, that in sepsis, MDSC originate from bone marrow are
induced by &SF and 16&. These PID1 expressingells are increased in peripheral blood
very early in sepsis, and persist during hospitalization. These MDSC are able to inhibit T cells
in vitro. The mcrease of TTV viral load is observed in peripheral blood of patients but is not
correlated with MDSC frequencies. These results suggest that during sepsis, the cytokine
storm boosts PB>i AE % E +]JvP D ~ [+ % E} pn 8]}v C }v u EE}AU /
peripheral blood to the immunosuppression.
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