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PREAMBULE

En unité de soins intensifs, les patients atteints d’un traumatisme sévere voient leur
pronostic vital engagé en raison de leurs blessures mais également a cause du risque accru
d’infection. Le traumatisme sévére entraine une réponse systémique inflammatoire, suivi
d’une immunosuppression (IS). Dans le cadre des traumatismes craniens et rachidiens, le
systeme nerveux central (SNC) est impliqué de maniere majeure dans la mise en place de

cette IS qui entraine une vulnérabilité importante aux infections.

Aprés un traumatisme grave, dans 30 a 40% des cas, les patients vont contracter une
infection associée aux soins (IAS) qui peut affecter leur pronostic vital et fonctionnel
(Bronchard et al. 2004, Wesselkamper et al. 2008). Les pneumopathies sont les IAS les plus
fréguentes en réanimation apres un traumatisme grave. En Amérique du nord et en Europe, la
bactérie principalement responsable de pneumonie chez les patients avec un traumatisme
sévere est Staphylococcus aureus sensible a la méticilline (SASM). Le recours a une
antibiothérapie systématique pour traiter ces infections bactériennes favorise I’émergence de
bactéries résistantes. Pour pallier a cette problématique, de nouvelles thérapies ont été mises
en place visant a stimuler le systéme immunitaire inné afin d’étre plus efficace pour éliminer
le pathogéne et pour réguler la réponse inflammatoire pulmonaire. Des thérapies visant a
activer le systéeme immunitaire inné, premiére ligne de défense, existent déja comme : I’'TFN-
v, le GM-CSF (« Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor »), I’hydrocortisone et
I’adjuvant monophosphoryl lipid A (MPLA). Néanmoins, il n’existe encore aucune thérapie
chez ’'Homme visant la stimulation du systeme immunitaire adaptatif en traumatologie.
Depuis une dizaine d’années, I’immunothérapie par anticorps est étudiée en infectiologie et en
cancérologie, et vise a stimuler le systeme immunitaire adaptatif. Pour le moment, seules des
études sur des modeéles de sepsis bactériens ou fongiques ont teste les effets de
I’'immunothérapie. Notre stratégie a été de tester cette nouvelle approche thérapeutique en

prévention des infections dans un modéle murin de lésion médullaire.

Dans un premier temps, mon projet de doctorat a consisté a la mise en place et a la
validation d’un modeéle murin de traumatisme de lésion médullaire (SCI = Spinal Cord

Injury), mimant un scénario clinique :

- Présence d’une paraplégie haute

- Sensibilité accrue a une infection pulmonaire a Staphylococcus aureus
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- Présence a un temps précoce d’une réponse inflammatoire

- Présence a un temps plus tardif d’une IS

Dans un second temps, mon travail a consisté en la mise en place d’un traitement par
immunothérapie par 1’anticorps anti-PD-1 afin de tester son efficacité dans 1’activation du

systéeme immunitaire adaptatif, dans un contexte d’IS et cibler contre les infections a SASM.
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INTRODUCTION

I- Traumatismes séveres
1- Traumatologie générale
1.1 Epidémiologie

En France, les traumatismes séveres représentent la premiére cause de mortalité chez les
sujets de moins de 30 ans et constituent un probléeme majeur de santé publique. Dans la
majorité des cas, les traumatismes séveres sont dus a des accidents de la circulation, des
chutes, des brllures ou a des actes de violence. La séverité des lésions traumatiques est
évaluée par deux scores anatomiques de séverite des lésions : 1I’Abbreviated Injury Scale
(A.LS.) et ’'Injury Severity Score (I.S.S.) (MacKenzie 1984 ; Hetherington and Earlam 1995).
L’A.LS. fournit un indice de sévérité compris entre 1 a 9, précisant si le traumatisme est
mineur, modéré, critique ou mortel. L’1.S.S. donne un indice de sévérité codifié allant de 1 a
75 lorsqu’il y a un polytraumatisme. Il se calcule en faisant la somme des carrés des A.LS. des
trois régions corporelles les plus atteintes. Six territoires ont été définis : la téte / le cou, la
face, le thorax, les organes internes de 1’abdomen et du bassin, les extrémités / la ceinture

pelvienne, et les parties molles externes (correspondantes a toute surface corporelle).

Les patients avec des traumatismes séveres, définis par un 1SS>15, qui ne décédent pas
suite a leurs blessures présentent un syndrome inflammatoire qui peut étre exacerbé et qui est
suivi d’une immunosuppression (IS) rendant les patients particulierement vulnérables aux
infections. Plusieurs études montrent qu’il existe des facteurs de risque spécifiques d’infection
chez les patients traumatisés : une 1ésion médullaire, I’intubation et la ventilation assistée, les
procédures multiples de chirurgie, I’insertion de cathéter veineux et la transfusion sanguine
(Morgan 1992; Papia et al. 1999). Ces facteurs de risque d’infections sont dits « associés aux
soins » (IAS). Prés des deux-tiers des infections post-traumatiques précoces sont représentées

par les pneumopathies suivies par les infections urinaires et les infections du site opératoire.
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2- Lalésion médullaire haute (SCI : « Spinal Cord Injury »)

2.1 Epidémiologie

D’aprés 1’organisation mondiale de la santé, entre 250 000 et 500 000 personnes
souffrent de lésions de la moelle épiniére dans le monde (http://www.who.int). Une étude
effectuée en 2000 en France montre 934 nouveaux cas par an (Albert and Ravaud 2005). Les

individus majoritairement touchés sont les hommes jeunes de moins de 30 ans (Tableau 1).

Tableau 1: Epidémiologie de lésion de la moelle épiniére, données de la littérature (Wyndaele and Wyndaele
2006)

Paraplegia (%) Tetraplegia (%) Complete (%)  Incomplete (%)  Age (vears) Men/women
Kurtzke® 86.40 13.60 40.00 60.00 15-34 5.0/1
Tricot® 42.68 91.3 8.7 57.32 38.2 4.6/1
van Asbeck er al'® 43.00 57.00 48.70 51.30 3.0/1
Maharaj" 69.00 31.00 52.10 47.90 16-30: 35% 4.0/1
Dahlberg et al® 54.00 46.00 43.00 57.00 31.00 3.0/1
Karacan et al*® 67.80 32.18 35.5+15.1 2.5/1
Karamehmetoglu er al 67.00 33.00 33.00 3.0/1
Karamehmetoglu er a/'® 58.70 41.30 31.3 5.8/1
Chen et al™ 46.1 3.0/1
Martins et af*’ 50.00 3.0/1
Surkin er @/ 4.4/1

Les accidents de la voie publique et les chutes représentent respectivement 35% et
33% des traumatismes médullaires séveres (Lonjon et al. 2012). Les symptémes dépendent de
la gravité de la lésion et de sa localisation médullaire. Les principales causes de complications
secondaires a la phase aigué sont les complications du systéme respiratoire au sens large
(van den Berg et al. 2010 ; Sezer, Akkus, and Ugurlu 2015) et les infections (Montgomerie
1997).

Les patients souffrant de lésions medullaires ont souvent des durées d’hospitalisation
longues, ce qui augmente le risque d’IAS (LaVela et al. 2007). Le recours aux antibiotiques
favorise également I’émergence de bactéries multi-résistantes ce qui représente une charge
importante en soins et un cout élevé pour la communauté (Montgomerie 1997). Les IAS les
plus retrouvees chez ces patients se situent au niveau respiratoire (36.4%) et au niveau du

tractus urinaire (32.2%) (Lalwani et al. 2014). L’inhalation avant intubation et la ventilation
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mécanique (VAM) sont des facteurs de risque pour I’apparition précoce de pneumonie.
Staphylococcus aureus sensible a la méticilline (SASM) est 1’agent pathogéne le plus fréquent
dans les pneumonies chez les patients polytraumatisés (Rello et al. 1992), ou avec un
traumatisme cranien (Bronchard et al. 2004 ; Asehnoune et al. 2014), ou chez les patients
bralés (Siah et al. 2009), en Europe (Boque, Bodi, and Rello 2000).

2.2 La Synapse : Systeme nerveux central (SNC)/Systéme immunitaire

Le systeme nerveux central interagit avec le systeme immunitaire par les systémes
nerveux sympathique et parasympathique (nerf vague) (Figure 1). Les fibres nerveuses du
systeme sympathique innervent plusieurs organes lymphoides comme le thymus, la rate, les
ganglions lymphatiques, le tissu lymphoide associé au tube digestif (GALT) et la moelle
osseuse (Felten et al. 1985 ; Cano et al. 2001). Il a été demontré que la rate est innervée par
des neurones sympathiques pré-ganglionnaires situés dans la région T1-T12 des vertébres

thoraciques (Cano et al. 2001).
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Adrenal gland

— Sympathetic—adrenal-medullary axis
- Hypothatamo-pituitary-adrenal axis
= \agus nerve

— Via blood

Figure 1 : Communication bidirectionnelle des systémes nerveux et immunitaire. fomCTX : cortex premoteur
frontal ; TLS : Systeme Thoracique-Lombaire ; ACTH : hormone adrenocorticotropics ; CAs : catecholamines ;
GCs : hormones glucocorticoides (Meisel et al. 2005)

L’activation du systéme nerveux sympathique entraine une libération des
catécholamines (adrénaline, noradrénaline et dopamine) du nerf sympathique terminal et de la
médullosurrénale. Dans les années 80, il y a eu une premiere description du réle des
catécholamines et de I’innervation du thymus et de la rate chez la souris (Felten et al. 1985).
Des fibres noradrénergiques sont présentes dans les organes lymphoides (thymus et rate) et
sont associées au systéme vasculaire. Felten et collaborateurs. ont montré que les fibres
noradrénergiques étaient immédiatement adjacentes aux lymphocytes, par exemple au niveau
de la pulpe blanche dans la rate (Felten et al. 1985).
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Suite a un traumatisme médullaire (SCI) ou a un traumatisme cranien, le systeme nerveux
sympathique va étre fortement activé et les catécholamines comme I’adrénaline vont étre
libérées dans le sang, contribuant alors au syndrome d’immunodéficience (SCI-IDS) (Figure
2).

— Sympathetic-adrenal-medullary axis
----- - Hypothalamo-pituitary-adrenal axis
- Via blood

Immune organs:

Lymph nodes
F Time

;-1_—.._.. Infection

©

Immune
suppression

- '

Figure 2 : Une lésion au niveau du cerveau ou de la moelle épiniére entraine une suppression de la fonction
immunitaire tout en activant une cascade inflammatoire. L activation des axes Hypothalamiques et surrenalo-
sympathique-médullaire libére des catécholamines (CA) et des glucocorticoides (GC) qui contribuent au
syndrome d’immunodéficience suite a une lésion médullaire (SCI-IDS). L'activation simultanée d'une réponse de
phase aigué hépatique proinflammatoire contribue aux dommages des organes et a la neuro-inflammation.
ACTH, hormone adrénocorticotrope; TLS, moelle épiniére Thoracique-lombaire (Popovich and McTigue 2009)

Les catécholamines interagissent avec les organes par les récepteurs adrénergiques.
Ces récepteurs comportent 7 domaines transmembranaires qui sont couplés aux protéines G.
Ils sont classifiés en 3 types majeurs : les récepteurs alpha-adrénergiques (aAR) al et a2 et
les récepteurs béta-adrénergiques (BAR), qui sont chacun divisés en 3 sous-types. lls sont
largement exprimés dans le SNC et tous les tissus periphériques (Bylund et al. 1994).

La présence de récepteurs adrénergiques sur la plupart des leucocytes indique que le systeme
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immunitaire est fortement influencé par le niveau d’activité du systéme sympathique. Le sous-
type B2AR est le récepteur exprimé sur de nombreuses cellules immunes comme les cellules
dendritiques, les lymphocytes T CD4" et CD8", les cellules Natural Killer (NK), et les
lymphocytes B chez les rongeurs et chez ’'Homme (Sanders and Straub 2002 ; Kin and
Sanders 2006 ; Nance and Sanders 2007). Les récepteurs B2AR sont aussi présents au niveau
des cellules musculaires lisses (voies respiratoires, vaisseaux sanguins, tractus digestif et uro-
génital), ou leur activation se traduit par une relaxation musculaire. Les catécholamines, via
les récepteurs B2AR, augmentent la proportion de cellules NK, diminuent les lymphocytes T
CD4" (Schedlowski et al. 1996 ; Kimura et al. 2005), et modulent leurs fonctions comme par
exemple la suppression de la cytotoxicité des cellules NK (Irwin et al. 1990). L’adrénaline,
nommee aussi épinéphrine, inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires TNF-ao et
d’IL-6, et potentialise la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (van der Poll et
al. 1994 ; van der Poll et al. 1996). Ce phénoméne d’activation du systéme nerveux
sympathique entraine une importante production d’IL-10 qui joue un role clé dans la mise en

place de I’IS suite a un traumatisme sévere notamment cranien (Woiciechowsky et al. 1998).

Une lésion aigué du SNC induit une perturbation de son interaction avec le systeme
immunitaire. En induisant la libération locale de modulateurs immunitaires, tels que les
interleukines, une lésion du SNC active I'nypothalamus, I'axe hypophyso-surrénalien et les
systemes nerveux sympathique et parasympathique. La libération de I’adrénaline, des
glucocorticoides et de I'acétylcholine entraine une réponse anti-inflammatoire systémique, par
exemple : expression de I’'IL-10 par les macrophages, diminution de production de la cytokine
pro-inflammatoire IFN-y par les lymphocytes Thl, ou diminution de la cytotoxicité des
cellules NK. En conséquence une IS se met en place, entrainant la rupture des barrieres

immunologiques et le développement d'infections opportunistes (Figure 3).
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Figure 3 : Schéma résumant les évenements physiopathologiques qui menent de la lésion du systéme nerveux

central (CNS) a I'infection, suite a un traumatisme sévére (Meisel et al. 2005)

22



II-  Immunosuppression induite par un stress aigu

1- Réponse immunitaire induite par un stress

1.1 SIRS-CARS syndrome

Suite a un traumatisme grave, des fonctionnalités importantes du systéme immunitaire
sont modifiées. Tout d’abord, on observe une premiere réponse immunitaire pro-
inflammatoire avec un syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), puis une
seconde réponse immunitaire anti-inflammatoire systémique compensatrice (CARS)
(Figure 4).

Trauma

Early MOF and infections

Uncomplicated outcomes smmmm3p- TIME

Late MOF and infections

Figure 4 : Un traumatisme sévére induit une activation de la réponse immunitaire innée par la production de
cytokines pro et anti-inflammatoires. CARS (compensatory anti-inflammatory Response), MOF (multiple organ
failure), SIRS (systemic inflammatory response syndrome), (Asehnoune, Roquilly, and Abraham 2012).

La réponse CARS correspond a la phase d’IS, qui est nécessaire suite a la réponse
hyper-inflammatoire afin d’assurer 1’homéostasie immunitaire et la cicatrisation des lésions
(Hotchkiss et al. 2009; Asehnoune, Roquilly, and Abraham 2012). Durant la phase d’IS,
quand celle-ci perdure, on observe une sensibilité plus importante aux infections (comme par

exemple : une réactivation virale) (Figure 5) (Boomer, Green, and Hotchkiss 2014).
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Figure 5: Réponse immunologique pendant un sepsis, avec une réponse pro-inflammatoire prédominante au
début, puis tardivement une réponse anti-inflammatoire prédomine (Hotchkiss et al. 2009)

Les pneumonies, premicre cause d’infection liée a I’IS, élevent la mortalité et
augmentent la durée d'hospitalisation des patients traumatisés (Papia et al. 1999 ; Aguiar
Junior, Saleh, and Whitaker 2016). Cependant, les mécanismes physiopathologiques de I’1S

systémique restent mal connus.

2- L’immunité innée et adaptative dans I’immunosuppression

2.1 Définition générale de I’immunosuppression

\

L’IS correspond a I’inhibition de la réponse immunitaire afin d’empécher un
emballement de celle-ci. Cette IS est naturellement présente suite a une reéponse hyper-
inflammatoire, afin que 1’organisme retrouve progressivement un état d’homéostasie. L’1S
peut également étre le résultat de I’action de cellules cancéreuses (qui induisent un
microenvironnement immunosuppresseur leur permettant d’échapper a la réponse
immunitaire), ou d’infections chroniques comme le virus d’immunodéficience humain (VIH)
(Lederman et al. 2013). L’IS peut étre enfin étre induite médicalement, on peut citer

I’utilisation d’immunosuppresseurs pour empécher un rejet d’organe lors d’une greffe.
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L’1S peut étre mise en place suite a 1’inhibition d’un signal impliqué dans I’interaction
des cellules présentatrices d’antigéne (comme les cellules dendritiques) avec les
lymphocytes T. Pour activer les lymphocytes T par cette interaction cellulaire, trois signaux
de costimulation sont nécessaires (Figure 6) : le premier signal correspond a 1’interaction
entre CMH/TCR ; le second entre CD80/CD86 et CD28 de la famille B7-CD28 (Ledbetter et
al. 1990 ; Lenschow, Walunas, and Bluestone 1996) ; et le troisiéme signal est 1’activation par
les cytokines inflammatoires (Curtsinger and Mescher 2010).

APC Lymphocyte T

II CMH
M TCR

Peptide

’ cD28

¢ cpso/c8s

Q Récepteur cytokinique

OQO Q 0 Cytokine

Qo Qo

Q i> Signaux d’activation
Signal 3 v

Figure 6: Activation des lymphocytes T par les trois signaux de co-stimulation suite a I'interaction avec les cellules
présentatrices d'antigene (APC). Signal 1 activé suite a l'interaction entre le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
contenant un fragment de peptide et le recepteur T-cell (TCR) sur les lymphocytes Ts. Signal 2 activé suite a I’interaction
entre les molécules co-stimulatrices (CD80/CD86) sur la surface des APC avec ses ligands (comme CD28) sur la surface
membranaire deslymphocytes T. Signal 3 activé suite & la sécrétion de cytokines par les APC qui intéragissent avec leur
récepteur sur les lymphocytes T.

La réponse immunitaire peut étre inhibée par une réponse anti-inflammatoire
(production d’IL-10 par exemple), mais aussi par la baisse de production des cytokines
inflammatoires comme le TNF-a et I’IFN-y. Nous discuterons par la suite des modifications
impliquées dans ces trois signaux (Figure 6) suite a une Iésion médullaire, permettant la mise

en place de I’lS.
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2.2 Les altérations de la réponse immunitaire innée durant I’immunosuppression

consécutives a un traumatisme sévere

L’immunité innée est la premiére ligne de défense, et 1’évolution témoigne de son
efficacité par sa présence dans I’ensemble des €tres vivants invertébrés et vertébrés. Les
cellules de I’'immunité innée tels queles monocytes, les macrophages, les cellules
dendritiques (DC), les granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, basophiles), les cellules
épithéliales, les cellules endothéliales et les cellules lymphoides innées (ILCs) sont
susceptibles d’entrer en contact direct avec les micro-organismes Ces cellules ont développé
des mécanismes de reconnaissance de motifs antigéniques des micro-organismes, ainsi que
des mécanismes qui permettent de différencier les cellules du « soi » et du « non-soi ». Au
sein de I’immunité innée, les monocytes-macrophages et les cellules dendritiques notamment
peuvent phagocyter les pathogénes. Cette activité de phagocytose permet un déversement
dans le milieu extracellulaire de médiateurs pro-inflammatoires comme les cytokines ou les
chimiokines. Pour exemple, la chimiokine KC (Keratinocyte chemioattractant) va attirer les
neutrophiles sur le lieu de I’infection et ceux-ci vont contribuer a I’inflammation locale et &

I’¢limination des pathogenes.

2.2.1 Tolérance au LPS

Les cellules du systeme de I’immunité innée ont des récepteurs de type PRR (Pattern
Recognition Receptor) qui reconnaissent les PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern),
motifs conservés et exprimés par les pathogenes comme, par exemple, les lipopolysaccharides
(LPS) des bactéries Gram négatifs, ou les acides lipotéichoiques (LTA) des bactéries Gram
positifs. Cette interaction entre les PRR et les PAMP déclenche alors ’activation des cellules
immunitaires, qui vont produire des molécules inflammatoires comme les chimiokines et les
cytokines pro-inflammatoires : TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y, IL-12, IL-15 ou des cytokines
anti-inflammatoires : 1L-4, 1L-10, IL-13 (Medzhitov and Janeway 2000 ; Newton and Dixit
2012). lls orientent aussi la réponse adaptative vers une composante inflammatoire (Thl) ou
anti-inflammatoire (Th2). 1l existe plusieurs sortes de PRRs, dont la famille TLR (Toll Like
Receptor) (O’Neill, Golenbock, and Bowie 2013). Les TLRs peuvent étre exprimés a la
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membrane cellulaire ou en intracellulaire. Ils possedent chacun des motifs de reconnaissance
qui leur sont propres, par exemple le TLR-4 reconnait le LPS des bactéries (Figure 7), ou
encore le TLR-2 reconnait le LTA.

Triacylated

lipopeptides

or diacyisted
Flag-ellinl lipopeptides

TLRZ
TLRS or
TLR.Z
TIR—L_I’L MAL
damain

Figure 7: Voie de signalisation des TLRs des mammiferes (O Neill, Golenbock, and Bowie 2013)

Dans des conditions de stress aigu, 1’hyporéactivité des cellules sanguines au LPS,
traduite par la diminution des capacités de production des cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a) est un indicateur d’IS (Asehnoune et al, 2006). Ce phénomene est retrouvé dans des
modeles animaux de traumatisme sévére tel que le modéle de choc hémorragique (Roquilly et
al. 2010) mais également chez des patients ayant subi un traumatisme sévere ou atteints de
sepsis (Ertel et al. 1995 ; Boomer et al. 2011).
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2.2.2 Le complexe majeur d’histocompatibilité de type II (CMH-II ou HLA)

Le systeme HLA de classe Il contient des genes classiques (DP, DR, DQ) qui codent
pour des protéines retrouvées principalement a la surface des cellules présentatrices
d’antigéne comme : les monocytes, les macrophages, les DC, les lymphocytes B, les
lymphocytes T activés et les cellules activées de 1’endothélium vasculaire. Le systéme
moléculaire DR est majoritairement représenté. Les cellules dendritiques expriment de fagon
constitutive les molécules HLA-DR a leur surface, ainsi que tous les monocytes du sang
circulant. Son expression peut étre modulée par différentes molécules immunomodulatrices :
I’IFN-y (Armendariz-Borunda et al. 1996) et le GM-CSF qui la stimulent, tandis que 1’IL-10

la réprime (Fumeaux and Pugin 2002).

La réponse protectrice face a une inflammation systémique consécutive & une
agression aigué est une diminution de 1’expression membranaire de HLA-DR sur les
monocytes (Kim et al. 2010). Chez les patients traumatisés séveres, une diminution de
I’expression de HLA-DR est fréqguemment observeée, et elle est la principale caractéristique de
la présence d’une IS (Riegger et al. 2009; Boomer et al. 2011). La diminution d’expression
d’HLA-DR ne devient pathologique que si elle perdure.

2.2.3 Les Cellules Lymphoides Innées (ILCs)

Parmi les cellules de I’immunité innée, les Cellules Lymphoides Innées (ILCs), dont
les cellules NK (Natural Killer) et les cellules NKT (Natural Killer T), jouent un réle crucial
au cours d’une infection, d’une lésion tissulaire, ou d’une inflammation, et contribuent a
I’activation du systéme immunitaire adaptatif (Gasteiger and Rudensky 2014 ; Klose and
Artis 2016).

Les ILCs sont des cellules lymphoides qui appartiennent a I’'immunité innée (Rankin
et al. 2013). Les ILCs ont plusieurs réles, elles participent : a la réponse immunitaire contre
les agents infectieux pathogenes, a I’inflammation, au contréle des agents microbiens

commensaux, a la protection de la barriere epithéliale, au remodelage tissulaire et a la
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régulation de I’homéostasie des cellules stromales tissulaires (Yazdani et al. 2015). Une
particularité importante des ILCs est leur capacité de production de cytokines effectrices
(IFN-y, IL-5/1L-13 et IL-17/IL-22), en réponse a un signal de danger, de maniere beaucoup
plus rapide que les lymphocytes de I’immunité adaptative. Les ILCs sont différenciées en
trois groupes basés sur leurs caractéristiques fonctionnelles : ILC1, ILC2 et ILC3 (Figure 8)
Les ILCs sont définies par trois caractéristiques: 1’absence de génes d’activation de
recombinaison (RAG) dépendante du réarrangement de récepteur d’antigéne, I’absence
d’expression des marqueurs phénotypiques des cellules myeloides et dendritiques, et une
morphologie de type lymphoide (Cella et al. 2009 ; Takatori et al. 2009). Les ILCs pourraient
jouer un rdle essentiel dans la mise en place de I’IS mais peu de données sont actuellement
disponibles dans la littérature.

Group 11LCs

IL-l& /L-IZ
IL-18 IL-18

Group 2 ILCs

(IL-4)
IL-5
IL-13

Group 3 ILCs

Figure 8: Classification des ILCs en 3 groupes basée sur leurs caractéristiques fonctionnelles (Spits et al.
2013)
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2.2.3.1 Les cellules Natural Killer (NK)

Les cellules NK sont des lymphocytes qui n’expriment pas le marqueur CD3 des
lymphocytes T, mais qui expriment CD56 (Cooper, Fehniger, and Caligiuri 2001). Ces
cellules contiennent des granules cytoplasmiques contenant des lysozymes. Lors de leur
activation, les cellules NK sont capables de reconnaitre les cellules infectées et d’induire leur
apoptose par dégranulation. Ces cellules ont aussi une fonction cytolytique (Koch et al. 2013).
L’activation des cellules NK passe par un équilibre subtil entre la stimulation des récepteurs
activateurs et inhibiteurs (Long et al. 2013). Les cellules NK peuvent donc avoir une fonction
cytotoxique et une fonction immunorégulatrice (Figure 9) du fait de la production de
cytokines qui vont orienter I’immunité vers une réponse immunitaire pro-inflammatoire
(PIFN-vy) ou anti-inflammatoire (IL-10).

Immunoregulatory NK Cell Cytotoxic NK Cell
CD5BMren CD16mr= | CD1teant
\\,-'z'.\‘&“\\
COB4/NK2GA Yo
[\l:ss NKRs CD56dim
TR L-selectin®” < oot PENS5/PSGL1
+ CDO4INKG2A NK Ce”
(~70%)
0 O
Q Effector Functions
° Q +ADCC T
Q 0 44 AK Effector Functions
" . +++ADCC
IFN-y kel Ly Low Cytokine Production +++LAK
High Cytokine Production +++Natural Cytotoxicity

Figure 9: Sous-types de cellules NK humaines. Les cellules NK CD56bright sont principalement des cellules
immunorégulatrices qui produisent des cytokines apres stimulation. Ce sous-groupe a une faible expression de
CD16 et une faible cytotoxicité naturelle. Les cellules NK CD56dim sont essentiellement des cellules
cytotoxiques qui produisent de faibles taux de cytokines (Farag and Caligiuri 2006).
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Des études montrent que chez les patients atteints de sepsis, les cellules NK jouent un
role primordial lors du syndrome hyper-inflammatoire (SIRS) (Chiche et al. 2011), car ils sont
la source principale de production de la cytokine pro-inflammatoire IFN-y. Récemment, il a
¢té montré que les cellules NK avait besoin d’une stimulation par IL-12 lors d’une infection
par Pseudomonas aeruginosa pour produire de grande quantité d’IFN-y (Vourc’h et al. 2017).
Il existe une étroite interaction (« cross-talk ») entre les cellules NK et les cellules
dendritiques (Walzer et al. 2005). Les cellules dendritiques activent les cellules NK par la
sécrétion d’IL-12, IL-15, IL-18 ou IL-21, ce qui va stimuler la production d’IFN-y par les
cellules NK (Hazlett et al. 2002 ; Strengell et al. 2003). Dans le cas d’une infection
systémique, la surproduction d’IL-12 va étre inhibée par un rétrocontrle négatif par la
cytokine anti-inflammatoire IL-10, qui va alors inhiber I’activation des cellules dendritiques
et favoriser un état d’IS (Figure 10). Dans le cas d’une infection locale, la production d’IL-12
active les cellules NK et leurs fonctions régulatrices pro-inflammatoires par la production
d’IFN-y.

Ig secretion
Cell sensitivity to NK cells

+?

Systemic infection - 24 T Cell responses

+  Th1responses
Ig secretion

Local infection

Figure 10: Interaction entre les cellules dendritiques (DC) et les lymphocytes Natural Killer (NK), dans le cas
d'une infection systémique ou locale (Vivier and Ugolini 2009)
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2.2.3.2 Les lymphocytes NKT

Les cellules NKT sont des lymphocytes T qui co-expriment le récepteur des
lymphocytes T TCR-of3 et des récepteurs caractéristiques des lymphocytes NK tels que
NK1.1 chez la souris et CD161 chez I’'Homme (Figure 11). Ces lymphocytes T non
conventionnels possédant un TCR semi-invariant ne sont pas capables de reconnaitre le
complexe peptide-CMH, mais seulement et spécifiguement des lipides et glycolipides
présentés par la molécule CD1d (Borg et al. 2007) comme 1’a-galactosylceramide (aGalCer :
glycolipide d’éponge marine), le galacturonosylceramide et le glucuronosylceramide
(exprimés respectivement par les bactéries gram négative Ehrlichia muris et Sphingomonas)
(Brutkiewicz 20006), et I’a-galactosyl diacyglycerol (Borrelia Burgdorferi, agent de la maladie
de Lime) (Kinjo et al. 2006).

NKT

Rapid/high IL-4 production
CD1d restricted

CD3/afTCR*
Thymus-dependent
TCR-dependent Cytotoxic
IFN-y
production

MHC-V/II restricted Thymus-independent

[} NK

Immunology Today

Figure 11: Les cellules NKT de souris partagent certaines caractéristiques avec les cellules NK et T. Les
caractéristiques qui sont uniques pour chaque lignée sont présentées dans les sections qui ne se chevauchent pas.
Les caractéristiques communes a deux de ces lignées sont indiquées dans les zones de chevauchement
concernées (violet, orange ou vert). La zone centrale (blanche) indique des caractéristiques qui peuvent étre
exposeées par les trois lignées. MHC, molécule du complexe majeure d'histocompatibilité ; NK, Natural Killer;
NKT, cellules T NK1.1; TCR, récepteur de cellules T (Godfrey et al. 2000).

Il existe 3 types de cellules NKT : les cellules NKT de type I invariantes (iNKT), NKT
de type Il variantes (VNKT) et les NKT de type Il les NKT-like (Godfrey, Stankovic, and
Baxter 2010 et Godfrey et al. 2015).

- Les INKT portent une chaine a du TCR invariante (Val4Jal8 chez la souris et
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Va24Jal8 chez I’Homme) sélectionnée positivement par les molécules CD1d.

- Les VNKT sont sélectionnées par les molécules CD1d sont CD4" ou CD4CDS,
mais possedent un TCR plus hétérogéne que celui des cellules iINKT, constitué des
chaines Va3.2Ja9VB8 ou Vad/VP38.

- Les NKT-like sont indépendantes du CD1d, présentent un TCR diversifié et
peuvent étre CD4*, CD8" ou CD4°CD8". Chez ’homme, la majorité des cellules
CD3"CD56" font partie de ce groupe.

Les cellules NKT se développent dans le thymus comme les lymphocytes T
conventionnels. Chez la souris, les iINKT matures représentent environ 0,5 a 1% des
lymphocytes T circulants, 2,5% des splénocytes T et environ 20% des lymphocytes T
hépatiques (Bendelac, Savage, and Teyton 2007). Chez ’homme, les taux circulants d’iNKT
sont trés variables d’un individu a I’autre, et représentent 0,1% des lymphocytes T circulants.
Contrairement a la souris, 1’organe le plus riche en iNKT chez I’homme est 1’épiploon

(jusqu’a 10% des lymphocytes T) (Rubio 2013).

Les cellules NKT modulent la réponse immunitaire en produisant rapidement de
grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires comme : I'IFN-y, I’IL-2 mais aussi du
TNF-a, et du GM-CSF, permettant d’initier la réponse inflammatoire. Elles peuvent aussi
produire de grande quantité de cytokines anti-inflammatoires telles que I’'IL-10, I’IL-4 et le
TGF-B (Liao, Zimmer, and Wang 2013). Ce sont des cellules situées a I’intersection entre la
réponse immunitaire innée et adaptative (Figure 12).
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Figure 12: Réseau d’interaction moléculaire et cellulaire des cellules NKT dans la réponse immunitaire
(Bendelac, Savage, and Teyton 2007)

Plusieurs travaux sur des modeles de sepsis utilisant des souches de souris deficientes
en CD1d (Dieli et al. 2000), ou traités par des anticorps anti-CD1d (Nagarajan and
Kronenberg 2007), ont montré la contribution majeure des cellules NKT dans la phase d’IS,
notamment dans le contexte d’un accident vasculaire cérébral (Wong et al. 2011). Dans
I’étude de Wong et collaborateurs., les auteurs ont observé que le phénotype des NKT pouvait
basculer entre la production d’IFN-y et d’IL-10. Les cellules iNKT produisent plus de
cytokines anti-inflammatoires (IL-10) suite & un accident vasculaire cérébral ischémique,
alors que leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires diminuait (IFN-y et IL-12p70).

Le blocage de la voie des catécholamines par le propanol (un béta-bloquant non
sélectif) dans un modele murin d’accident vasculaire cérébral, entraine une augmentation de
la production d’IFN-y et la clairance de I’infection bactérienne, de maniére similaire que le
traitement aGalCer. L’effet du propanol est entierement dépendants des iNKT, car chez les
souris déficientes en iINKT (CD1d-/-) il n’y a pas de protection contre I’infection ou la
mortalité (Wong et al. 2011). Ces résultats ont clairement mis en évidence I’implication des

catécholamines et des cellules iNKT dans 1’apparition de I’IS.
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Les deux types cellulaires NK et NKT peuvent produire des cytokines pro-
inflammatoires comme I’IFN-y et des cytokines anti-inflammatoires comme 1’TL-10. Or, aprés
un traumatisme sévére, I’expression de la cytokine pro-inflammatoire IFN-y diminue, alors
que I’expression de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 augmente ; cette balance est en
faveur d’une réponse de type immunosuppressive (Chamorro, Urra, and Planas 2007;
Muenzer et al. 2010; Roquilly et al. 2013). Ces cellules semblent jouer un réle clé dans la

mise en place d’une IS.

2.3 Les altérations de la réponse immunitaire adaptative durant I’immunosuppression

suite a un traumatisme sévere

Précédemment, nous avons vu que les cellules du systeme immunitaire inné
produisaient moins de cytokines pro-inflammatoires, et exprimaient moins de molécules du
CMH-II définissant ainsi 1’1S. Ces molécules sont des signaux clés nécessaires a 1’activation
des lymphocytes lors de I’interaction entre cellules dendritiques et lymphocytes. Les signaux
de programmation de mort cellulaire sont aussi mis en jeu lors de la mise en place d’une IS.
Suite a un traumatisme sévere (Kawasaki et al. 2006), il est observé une mortalité importante
des DC par apoptose pouvant altérer de maniére significative les fonctions des lymphocytes T
et B, et contribuer ainsi a I’IS, le méme phénomeéne est observe dans le sepsis (Hotchkiss et al.
2001 et 2002 ; Tinsley et al. 2003). Nous avons parlé précédemment de I’interaction DC et LT
via la synapse immunologique, qui joue un role important dans 1’inhibition de 1’activation des
lymphocytes T, et donc dans la mise en place de I’lS. Nous détaillerons un peu plus loin le

phénomene de « T-cell exhaustion like » suite & un traumatisme sévére.
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2.3.1 Lymphopénie et lymphocytes T régulateurs

La lymphopénie est caractérisée par une diminution importante du nombre des
lymphocytes, condition favorable a I’installation d’une IS. Dans le cas du sepsis chez
I’homme, I’apoptose abondante des lymphocytes B, des lymphocytes T CD4" et CD8*
entraine une lymphopénie (Hotchkiss et al. 2001 ; Boomer et al. 2011 ; Hotchkiss, Monneret,
and Payen 2013). Celle-ci touche d’autres populations cellulaires chez les patients avec un
traumatisme cranien comme les lymphocytes NKT et les cellules NK (Mrakovcic-Sutic et al.
2010).

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont une sous-population de lymphocytes T
CD4* (CD4'CD25'CD127'FOXP3"), possédant une fonction suppressive en inhibant la
prolifération des lymphocytes T effecteurs CD4*CD25". Les lymphocytes Treg jouent un role
important dans la mise en place d’une IS (Wan 2010). Le choc septique et le sepsis ont pour
caractéristique d’avoir une augmentation du pourcentage de Treg circulants : diminution du
nombre de lymphocytes T effecteurs totaux, et maintien ou augmentation du nombre de Treg
(Venet et al. 2004 ; Saito et al. 2008). Les patients séverement brulés ont un niveau élevé de
cytokines produites par les Treg, ainsi que des marqueurs d’activation de ces cellules qui
semblent importants dans la pathogenese du sepsis et la mortalité de ces patients (Huang et al.
2010). De méme, une étude montre une expansion des lymphocytes Treg en périphérie chez

les patients atteints de Iésion médullaire chronique (Monahan et al. 2015).

2.3.2 Phénomeéne d’épuisement lymphocytaire T

Le phénoméne d’épuisement lymphocytaire « Exhaustion », est un processus dans lequel
les lymphocytes T perdent leur capacité a éliminer des pathogenes, des cellules infectées ou
des cellules cancéreuses. La notion de « T-cell exhaustion » est apparue lors d’études sur le
dysfonctionnement des lymphocytes T CD8" au cours des infections chroniques virales (Shin
and Wherry 2007). Les premiers travaux ont été réalisés chez des souris chroniquement

infectées par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) (Zajac et al. 1998). Ce
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phénomene d’épuisement a aussi été décrit dans d’autres modéles animaux infectieux avec
d’autres virus : I’adénovirus (Krebs et al. 2005), Friend rétrovirus (Zelinskyy et al. 2005), le
virus d’immunodéficience de singe (SIV) (Vogel et al. 2001), et I’hépatite B (Reignat et al.
2002). Les lymphocytes T CD4* sont aussi touchés par 1’épuisement suite a une infection
virale persistante (Brooks et al. 2005). Les lymphocytes T épuisés ont un phénotype distinct
des autres lymphocytes T, par I’expression de différentes molécules comme : PD-1 et LAG-3,
ou CD127 et CD62L, respectivement (Yi, Cox, and Zajac 2010). Cette perte de fonction de la
part des lymphocytes est hiérarchisée (Figure 13) :

1- Diminution de [I’activité cytolytique et de I’expression de la cytokine IL-2,
stimulatrice des lymphocytes T (Balkhi et al. 2015) a un temps précoce.

2- Diminution importante de la production de TNF-a, alors que la production d’IFN-y
diminue plus tardivement (Wherry et al. 2003) a un stade plus sévéere de 1’épuisement
des lymphocytes T.

3- Augmentation de I’apoptose des lymphocytes T.

De multiples récepteurs inhibiteurs ont été identifiés et associés au dysfonctionnement des
lymphocytes T lors d’un épuisement de ces cellules, dans des modéles animaux avec une
infection chronique (Blackburn et al. 2009). Parmi eux, le récepteur 1 de mort programmée
(PD-1) est surexprimé pendant le phénoméne d’épuisement lymphocytaire (Wherry 2011). Au
cours des infections chroniques avec le LCMV ou le VIH, I’expression de PD-1 est
augmentée sur les lymphocytes T CD8"; ces lymphocytes T épuisés perdent leur capacité a
proliférer (Barber et al. 2006; Day et al. 2006). PD-1 est impliqué dans 1’inhibition de la voie
de signalisation qui régule la transcription d’IL-2 en inhibant la voie PI3K/Akt (Balkhi et al.
2015).

Lorsque I’interaction PD-1/PD-L1 est bloquée par des anticorps, cela entraine un effet
bénéfique sur la restauration des fonctions des lymphocytes T (Barber et al. 2006) comme :
leur prolifération, leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, leur activité d’élimination
des cellules infectées et des pathogénes. Ce phénomene d’épuisement lymphocytaire T est

retrouvé chez les patients atteints de sepsis a 1’origine de la phase d’1S (Boomer et al. 2011).
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Figure 13: Hiérarchie d’apparition des marqueurs d’épuisement lymphocytaire pendant une infection
chronique (Wherry 2011)

2.3.3 PD-1: le récepteur 1 de mort programmée

La voie de signalisation de la famille B7-CD28 régule la balance entre 1’inhibition et
I’activation des cellules immunitaires face aux pathogenes et la tolérance du soi. Il existe une
abondance des voies de signalisation inhibitrice cytoplasmiques de la famille B7-CD28
pouvant atténuer la réponse et promouvoir la tolérance des lymphocytes T. Le récepteur PD-1
(Programmed cell Death receptor 1) et ses ligands PD-1L (B7-H1 ou CD274) et PD-2L (B7-
DC ou CD273) en font partie (Keir, Francisco, and Sharpe 2007) (Figure 14).
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Figure 14: Interaction des voies de signalisation de la famille B7-CD28. Co-stimulateur d'inhibition de
I"activation des lymphocytes T (Keir et al. 2008)

PD-1 est exprimé sur les lymphocytes T CD4" et CD8, les cellules NK et NKT, les
lymphocytes B et les monocytes lors de leur activation (Figure 15). PD-1L est exprimé sur
les lymphocytes B et T, ainsi que sur les cellules dendritiques et les macrophages. De plus,
PD-1L est exprimé sur un grand nombre de cellules non hématopoiétiques telles que les
cellules endothéliales vasculaires, les Tlots de Langerhans du pancréas, les astrocytes, les
cellules kératinocytes (Figure 15). L’interaction entre PD1 et ses ligands va activer une
cascade de signalisation qui va inhiber I’activation, la différenciation, la prolifération des
lymphocytes T et la production de cytokines par ces cellules (Latchman et al. 2001 ; Butte et
al. 2007). Dans des conditions physiologiques normales, la fonction majeure de PD-1 est
d’inhiber TD’activité effectrice des lymphocytes T, et d’améliorer la fonction et le

développement des Tregs (qui inhibent la réponse des lymphocytes T et préviennent une
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hyper-stimulation de la réponse immune). PD-1 est aussi impliqué dans les phénomenes de

tolérance (Okazaki and Honjo 2006 ; Francisco, Sage, and Sharpe 2010).

De récentes études ont montré que des infections virales ou parasitaires induisaient
spécifiqguement I’expression de PD-1L sur les DC induisant une anergie des lymphocytes T, et

donc une paralysie du systeme immunitaire.

Les cellules cancéreuses expriment des antigénes a leur membrane qui sont reconnus
par les cellules immunitaires de 1’hote, et pourront alors étre reconnues comme néfastes pour
I’organisme et donc détruites. Cependant, il existe des failles permettant aux cellules
cancéreuses d’échapper au systéme immunitaire telles que I’expression de PD-1L a leur
membrane, permettant 1’inhibition de ’activation du systéme immunitaire via I’interaction

avec PD1 sur les lymphocytes T.

En traumatologie, les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC : Peripheral
Blood Mononuclear Cells) et les lymphocytes des patients atteints de sepsis expriment le
récepteur PD-1 (Boomer et al. 2011 ; Spec et al. 2015). Cependant 1’expression de PD-1 n’est
pas a lui seul un marqueur suffisant pour la mise en évidence d’une IS chez un patient

traumatisé.
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Figure 15: Comparaison de I'expression de PD-1, PD-1L, PD-2L et B7-1 sur différents types de cellules
d'Homme ou de souris (Keir et al. 2008)
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I11-  Modeles de traumatisme médullaire et traitements

1- Le modéle de traumatisme médullaire

Le modele de traumatisme médullaire a été réalisé chez plusieurs espéces animales : le
chat, le rat, la souris, le chien, le lapin, le cochon et les primates (Battistuzzo et al. 2012 ;
Zhang et al. 2014) (Tableau 2).

Tableau 2: Modéles animaux de Iésion médullaire utilisés pendant les 10 dernieres années (Zhang et al.
2014)

Experimental animal

Rat Mouse Dog Rabbit Pig Primate Guinea pig Total

Number of articles 289 69 19 18 9 2 1 407

Il existe différents modéles de traumatisme médullaire (Tableau 3) : par ischémie/
reperfusion (Lafci et al. 2013), par compression (Koozekanani et al. 1976), par induction
photochimique (Piao et al. 2009), par transection de la moelle épiniére (Min et al. 2011), par

contusion unilatérale ou bilatérale (Anderson, Sharp, and Steward 2009 ; Seifert et al. 2011).

Tableau 3: Comparaison des différentes méthodes pour effectuer une Iésion médullaire (Zhang et al. 2014)

Model Animal Methods Characteristics
Ischemia/reperfusion injury ~ Rat, mouse, swine, Aortic cross-clamping; aortic Suitable for spinal cord ischemia caused by thoracic or
model rabbit occlusion thoracoabdominal aortic aneurysm surgery with some
complications
Traumatic injury model Rat, dog Allen’s method (Koozekanani et Classical, but lack of standardization of this injury model
al., 1976)
Rat Modified NYU device Standardized and expensive
Rat, guinea pigs Compressive injury model Moderate chronic injury model for recovery or secondary
dysfunction, and inflammatory response at the injury site
Rat, mouse, pig Tractive SCI model induced by a Cost-effective and reliable animal model
spinal distractor (Wang et al.,
2011)
Completely transected Rat, cat, mouse Surgical incision Acute model and low animal survival rate
Others Rat Photochemically induced, Suitable for post-traumatic syringomyelia but not be
inflammatory injury model widely used

Pour mettre en place un modeéle de traumatisme médullaire il est nécessaire de réunir les
conditions suivantes: 1- produire un traumatisme similaire au traumatisme médullaire

clinique ; 2- le modéle doit étre contrdlé, reproductible et stable ; 3- la technique utilisée pour
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effectuer la l1ésion médullaire doit étre simple a réaliser ; 4- I’équipement utilisé pour la mise

en place du modele doit étre simple et facile d’accés (Akhtar, Pippin, and Sandusky 2008).

1.1 Localisation de la lIésion médullaire

La localisation de la Iésion médullaire est importante et joue un rdle dans la sensibilité
a une infection pulmonaire ainsi que dans la mise en place d’une IS. Sur la Figure 16, nous
pouvons observer l'innervation des organes par le systéme nerveux sympathique entre les
vertébres thoraciques T1 a T12 et les vertébres lombaires de L1 a L5 (Brommer et al. 2016).
L’innervation des organes se fait a différents niveaux des vertcbres, et en conséquence, en
fonction du niveau de la lésion sur les vertebres thoraciques, les synapses neuro-

immunologiques ne seront pas affectées de la méme maniére (Brommer et al. 2016).
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Figure 16: Innervation des organes par le systeme nerveux sympathique entre les vertebres thoraciques T1 a
T12 et les vertebres lombaires de L1 a L5 (Brommer et al. 2016)
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Une potentielle complication d’une Iésion médullaire haute, chez la souris, est la

dysréflexie autonome caractérisée par I’activation exagérée du systéme nerveux sympathique

pouvant causer des embolies pulmonaires, des accidents vasculaires cérébraux, ou un déces

des souris étudiées (Zhang et al. 2013). Une lésion au niveau de la vertébre thoracique T3

perturbe ’innervation du systéme nerveux sympathique de la rate, alors qu’une lésion au

niveau T9 épargne presque entierement les innervations sympathiques spléniques. Dans des

conditions physiologiques, les signaux sympathiques d’excitation sont commandés par une

inhibition supra-spinale. Suite a une lésion médullaire en T3, il y a une perte de contréle de

I’activité sympathique (Lucin, Sanders, and Popovich 2009), en faveur d’une forte excitation

du systéme sympathique entrainant alors un relargage de noradrénaline au niveau de la rate

(Figure 17).
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Figure 17: Pathophysiologie et signalisation du systéme nerveux sympathique suite & une Iésion médullaire
haute en position T3 ou T9, entrainant ou non une immunosuppression (SCI-1DS) (Brommer et al. 2016)
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L’augmentation de la production de noradrénaline dans la rate lors d’une lésion
médullaire en T3, entraine une réduction drastique des réponses pro-inflammatoires (Lucin et
al. 2007), et augmente ’apoptose des leucocytes et tout particulierement des lymphocytes B

(Lucin, Sanders, and Popovich 2009).

Suite a une lésion médullaire haute au niveau T3, plusieurs études ont montré une
atrophie splénique, en parallele a une apoptose massive, une diminution du nombre des
lymphocytes T et B, des cellules dendritiques et des macrophages (Lucin et al. 2007 ; Zhang
et al. 2013), et des cellules NK résiduelles de la rate (Laginha et al. 2016). Aucun de ces
parametres ne sont retrouvés dans les traumatismes médullaires avec une Iésion plus basse,

située en T9 par exemple (Zha et al. 2014).

1.2 Syndrome d’immunosuppression aprés un traumatisme médullaire (SCI-1DS)

Des études humaines et murines ont montré la présence d’un syndrome
d’immunosuppression suite a un traumatisme médullaire (SCI-IDS), mais il existe trés peu de
données publiées concernant les conséquences du SCI-IDS sur le devenir des patients ou des
animaux dans les modéles expérimentaux. Le SCI-IDS est caractérisé par différents
marqueurs comme la diminution de la capacité des monocytes a présenter des antigenes du
fait de la diminution d’expression membranaire du CMH-II (Riegger et al. 2007 ; Riegger et
al. 2009), la présence d’une lymphopénie (Lucin et al. 2007 ; Zhang et al. 2013), et une
augmentation de la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Muehlstedt, Lyte, and
Rodriguez 2002). Récemment, il a aussi été démontré que le SCI-IDS pouvait impliquer une
augmentation de 1’expression de protéines inhibitrices & la membrane des lymphocytes T
comme PD-1, marqueur d’épuisement lymphocytaire T (Zha et al. 2014). La pneumonie
bactérienne est la complication précoce majeure faisant suite a un SCI-IDS, et elle est
associée a ’augmentation de la mortalité chez les patients atteints d’une lésion médullaire
ainsi qu’a un moins bon devenir neurologique (Failli et al. 2012 ; Roquilly et al. 2015). Dans

notre modéle SCI-IDS de souris, ces différentes caractéristiques ont été validées.
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2- Molécules activatrices du systéme immunitaire inné pour traiter I’IS du patient de

réanimation

2.1 Thérapies classiques en traumatologie : IFN-y, GM-CSF, MPLA, hydrocortisone

Face a I’émergence de bactéries multirésistantes, de nouvelles thérapies ont été
évaluées ; elles ont pour but I’activation du systéme immunitaire, et elles permettraient de

diminuer I’incidence des infections chez les patients traumatisés séveres ou septiques.

2.1.1 L’IFN-y

L utilisation d’IFN-y a pour but d’activer la réponse immunitaire, et d’améliorer
I’élimination des pathogeénes. L’efficacité de I’IFN-y recombinant a été démontrée chez des
patients traumatisés séveéres (Polk et al. 1992). La thérapie par I’IFN-y chez les patients

présentant un sepsis permet aux monocytes de retrouver leur fonction en terme :

1) de reconnaissance et d’élimination du pathogéne par la restauration de 1’expression
du CMH-11 (ou HLA-DR)

2) de réversion des phénoménes de tolérance : production de TNF-o suite a une

stimulation par du LPS de cultures de sang total ex vivo,

3) de fonction de phagocytose entrainant une clairance bactérienne
(Docke et al. 1997).

Il convient de signaler que de nombreuses études et d’essais cliniques ont montré une
inefficacité de I’'TFN-y probablement du fait de mauvais criteres de sélection des patients
traumatisés selon 1’expression d’HLA-DR, de dose administrée variable, ou encore de

fréquences d’administration inadéquates (Turina et al. 2006).
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2.1.2 Le GM-CSF

Le GM-CSF (« Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor ») est un
important facteur de croissance hématopoiétique immuno-modulateur (Burgess and Metcalf
1980). Le GM-CSF stimule la prolifération, la différenciation, la maturation des monocytes
et des granulocytes (Hamilton 2002). Dans un mode¢le de choc septique murin, I’exposition au
GM-CSF de souris immunodéprimées entraine une augmentation de 1’expression du TNF-a
par les macrophages, aprés une stimulation au LPS (Flohé et al. 2008). Comme mentionné
préecédemment, 1’une des caractéristiques principales de 1’IS en traumatologie est la
diminution de I’expression du CMH-II sur les monocytes sanguins. La thérapie par le facteur
de croissance GM-CSF permet de restaurer I’immunocompétence des monocytes par
I’augmentation de I’expression de HLA-DR chez des patients atteints de sepsis, et permet de
diminuer la durée de ventilation mécanique et la durée de séjour en réanimation (Meisel et al.
2009). Le GM-CSF administré ex-vivo sur des cultures cellulaires restaure également la
production de cytokines pro-inflammatoires des monocytes en augmentant 1’expression des
récepteurs TLR2 et TLR4 (Meisel et al. 2009). Cependant, les données publiées restent

encore insuffisantes pour recommander 1’utilisation du GM-CSF chez les patients traumatises.

2.1.3 Le MPLA

L’adjuvant vaccinal monophosphoryl lipid A (MPLA). Le MPLA est un fragment
purifié de LPS, agoniste du TLR-4, contenant un adaptateur protéique induisant la production
d’TFN de type | et la maturation des cellules dendritiques. Le MPLA a été étudié dans un
modele de choc hémorragique chez la souris et son action permet la restauration des capacités
de présentation d’antigéne des cellules dendritiques, et inhibe la surexpression de I’ARNm de
I’TIL-10 dans les cellules NK, suite a une pneumonie a Staphylococcus aureus (Roquilly et al.
2013).
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2.1.4 L’hydrocortisone

L’hydrocortisone qui est une hormone stéroide présente naturellement dans
I’organisme, a un effet anti-inflammatoire. Chez les patients intubés polytraumatisés, la
thérapie par I’hydrocortisone diminue le risque de pneumonie nosocomiale (Roquilly A et al.
2011). Une étude dans le modéle murin de choc hémorragique montre que 1’hydrocortisone
prévient I’IS en réduisant le niveau d’expression de 1I’IL-10 (Roquilly et al. 2014). Chez les
patients avec un traumatisme cranien, 1I’hydrocortisone a pour effet de diminuer le nombre de
lymphocytes B producteurs d’IL-10 (Chenouard et al. 2015). L’hydrocortisone, qui est
habituellement pergcue comme un immunosuppresseur, peut dans un contexte inflammatoire

s’avérer avoir des propriétés immunostimulantes.

2.2 Nouveau traitement : L’immunothérapie par anticorps bloquant anti-PD-1

2.2.1 L’immunothérapie en cancérologie

L’expression de PD-1L est corrélée a un mauvais pronostic pour différents types de
carcinomes : rénal (Thompson et al. 2006), gastrique (Wu et al. 2006), cancer du sein
(Ghebeh et al. 2006) et cesophage (Ohigashi et al. 2005). Les stratégies thérapeutiques
utilisant des anticorps anti-PD1 permettent la stimulation du systéme immunitaire en bloquant
I’interaction PD-1L/PD1, améliorent ainsi I'efficacité des traitements ciblés contre des cellules
cancéreuses (Figure 18). Les premieres eétudes sur le mélanome ont montré que
I’immunothérapie avec un anticorps bloquant anti-PD-1 induisait un bénéfice clinique durable
(Ott, Hodi, and Robert 2013).
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Figure 18: PD-1 et cancer. A- L’interaction de PD-1 avec B7-H1 induit I'inhibition de la fonction effectrice des
cellules T. B- Blocage de cette interaction par un anticorps anti-PD1 ; les lymphocytes T maintiennent leur
fonction anti-tumorale (Sznol and Chen 2013)

2.2.2 L’immunothérapie en traumatologie

Au cours du choc septique, les cellules mononuclées sanguines (PBMC) des patients
expriment le récepteur PD-1 (Boomer et al. 2011). A I’heure actuelle, seules des études sur
des modeles animaux de sepsis démontrent I’efficacité de 1’immunothérapie par anticorps
anti-PD-1 ou anti-CTLA-4. Dans un modéle de sepsis bactérien murin, 1’administration de
I’anticorps anti-PD-1 réverse le dysfonctionnement immunitaire et permet d’améliorer la
survie des souris (Brahmamdam et al. 2010 ; Hotchkiss, Monneret, and Payen 2013). Une
autre étude, cette fois-ci sur un modéle murin de sepsis fongique, montre 1’effet bénéfique sur
la survie des animaux de I’immunothérapie avec différents anticorps immunomodulateurs :
I’anti-PD-1, I’anti-PD-1L et I’anti-CTLA-4 (Chang et al. 2013). Le but de notre travail a été
de développer une nouvelle stratégie thérapeutique contre 1’IS par 1’utilisation d’un anticorps

anti-PD-1  dans un modeéle de traumatisme médullaire chez la  souris.
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Problématique/Objectifs de 1’étude

La premiére partie de notre travail a consisté en la mise en place du modéle murin de lésion
médullaire aigué au sein du laboratoire, et a sa validation en terme de dysfonction
immunitaire. En effet, il était nécessaire de retrouver des criteres anatomiques,
physiologiques, moléculaires et cellulaires similaires a ceux retrouvés en clinique. Pour les
critéres moléculaires et cellulaires, nous nous sommes focalisés sur la réponse immunitaire
suite au traumatisme médullaire compliqué d’une pneumonie a S. aureus. La majorité des
criteres ont été étudiés a différents temps post-opératoires, avec et sans pneumonie a S.

aureus, dans le but de déterminer le temps le plus propice a la mise en place de I’IS.

Suite a cette validation, nous avons cherché a savoir si nous retrouvions 1’expression de
PD-1 sur les cellules immunitaires spléniques, suite a 1’IS. Puis, nous avons utilisé une
thérapie innovante en traumatologie par I’immunothérapie par anticorps anti-PD-1, dans le

but de stimuler le systéme immunitaire et d’éviter cette IS délétére face aux pathogenes.

La partie résultat est présentée en deux parties: la premiére partie correspond a la
validation de notre modele de souris de traumatisme médullaire, et la seconde partie

correspond a I’évaluation du traitement par immunothérapie par I’anticorps anti-PD1.
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MATERIEL ET METHODE

1- Soins aux animaux

Les expériences ont été menées en conformité avec les principes de protection des
animaux de laboratoire (National Institutes of Health, 1985). Le comité d’éthique en
expérimentation animale des Pays de la Loire a approuvé toutes les expériences sur les
animaux dans cette étude, avec la saisine N°02275-01 pour la validation du modele murin de
traumatisme meédullaire, ainsi que la saisine N° 5225 pour ’immunothérapie sur ce méme
modele animal. Les souris femelles SWISS agées de 4 semaines (17-20g), et les souris
BALBc agées de 8 semaines mais de méme poids que les souris SWISS (17-20g) sont
fournies par le laboratoire JANVIER (Le Genest Saint Isle, France). Les souris BALBc sont
congeéniques et sont utilisées pour 1’étude du CMH-II. Les souris sont maintenues sur un cycle
lumiére / obscurité de 12 h avec un acces libre a la nourriture dans la litiére, et a I’eau dans un
couvercle de boite de Pétri, disposées directement dans la litiere. Apres la procédure de

chirurgie, la litiere est changée tous les 2 jours afin d’éviter toute infection.

2- Analgésie et euthanasie des animaux

La buprénorphine (morphinomimétique, Buprécare, 0,3mg/mL) est injectée en sous-
cutanée a une concentration de 60ug/mL (ou 0,1mg/kg), 30 min avant la chirurgie et 6h post-
opératoire, ce qui permet de prolonger I’effet de 1’analgésique durant les 24 premieres heures.
En suivant les recommandations pour les modeles animaux séveres, les souris ont recu deux
injections par jour de buprénorphine a 60pg/mL pendant 3 jours. L’euthanasie est effectuée

par inhalation continue d’isoflurane, puis par dislocation cervicale.

3- Protocole chirurgical de lésion médullaire (SCI)

La dislocation rachidienne est faite sous anesthésie génerale par isoflurane inhalé en
continu (2,5% d’isoflurane, 1L/min d’oxygene). La durée de I’intervention chirurgicale est
d’environ 10 & 15 minutes par souris. La surface cutanée dorsale au niveau des vertébres
thoraciques a été désinfectée avec une solution antiseptique iodée afin de réduire les risques

d’infection. Une incision longitudinale d’environ 2 cm de la peau est alors effectuée avec un

52



scalpel. II s’en suit une incision au niveau du muscle du trapéze, proche de la limite du muscle
dorsal central permettant un acces sous le trapéze. La veine dorsale a été partiellement
thermo-coagulée afin d’éviter toute hémorragie. Puis, avec un ciseau de dissection
d’iridectomie, une lésion médullaire mécanique est induite entre les vertébres thoraciques T3
a T9. Pour étre certain que la lésion médullaire est réalisée, une rétraction des membres
inférieurs est observée durant I’incision. Enfin, la peau est refermée par des sutures simples
séparées avec du fil Dafilon 5/0, DS19 bleu, non-résorbable (B. Braun Medical SAS,
Boulogne-Billancourt, France). Durant et aprés la procédure chirurgicale, les souris sont
placées sur un tapis chauffant pour éviter 1I’hypothermie. En post-opératoire, les souris SCI
(ayant la Iésion médullaire) présentent une paraplégie bilatérale. Dans 2 & 3% des cas les
souris SCI sont monoplégiques, et elles sont alors exclues de 1’étude. Les souris témoins
Sham ont subi la méme procédure chirurgicale que les souris SCI, a I’exception de I’incision

entre les vertébres thoraciques conduisant a la 1ésion médullaire.

4- Protocole de pneumonie

La souche ATCC 29213 de Staphylococcus aureus sensible a la méticilline (SASM) est
mise en culture dans un bouillon cceur-cervelle (BCC) pendant 18h a 37°C, sous agitation.
Apres avoir effectué 2 lavages (2500 rpm pendant 10 min a 20°C) avec de 1’eau
physiologique stérile, la charge bactérienne est calibrée par néphélométrie a 7.0 McF,
correspondant & une turbidité bactérienne de 5,0x102 UFC/mL. La charge bactérienne de
SASM est ensuite concentrée 10 fois, pour obtenir un inoculum a 5,0x10° UFC/mL. 75uL de
cette solution sont injectés par sonde intratrachéale de 24 gauges, sous anesthésie par
isoflurane inhalé. La charge bactérienne injectée par souris correspond environ & 2,6x102 UFC
La concentration de la charge bactérienne est contr6lée par culture quantitative sur géloses
Trypticase Soja, ou sur gélose Chapman qui permet de mieux identifier les colonies de

Staphylococcus aureus qui sont jaunes sur ce milieu de culture.
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5- Groupes d’animaux durant I’étude

Deux groupes ont été étudiés : le groupe « SCI » avec les animaux ayant subi la lésion
médullaire, et le groupe « Sham » qui a exactement la méme procédure chirurgicale que les

souris SCI, mais sans lésion médullaire.

6- Coupe histologique et plugin SIOX dans le logiciel Fiji

Les poumons des souris sont prélevés a différents temps suite a la mise en place du
traumatisme médullaire (24h, 48h, 72h, 96h) en présence ou non d’infection a SASM
(24h, 48h post-infection), et immédiatement fixés dans du paraformaldéhyde (PFA) 4%
durant 48h. La plateforme MicroPICell a effectué les coupes de poumons avec une coloration
par Hematoxyline-Phloxine-Safran (HPS). Les lames sont ensuite passées au scanner de lame
Nanozoomer HAMAMATSU, et analysées par le logiciel NDPview (Nano Zoomer Digital
Pathology). Pour chaque coupe histologique, entre 6 a 8 champs ont été collectés et analysés
par la fonction SIOX (Single Integrative Object Extraction) du logiciel Fiji. Le tissu et les
vaisseaux sanguins (foreground) sont différenciés de 1’espace alvéolaire (background). Le
pourcentage d’espace alvéolaire a été calculé a partir du nombre de pixels d’espace alvéolaire,

par rapport au pourcentage de pixel total de I’image.

7- Croissance et dissémination bactérienne

Les poumons et la rate ont été broyés mécaniquement en condition stérile dans 1mL
d’eau physiologique. L’homogénat des organes a été¢ soumis a des séries de dilution d’un
facteur 100, et mis en culture & 37°C. Le milieu Chapman est utilisé pour identifier les
colonies de Staphylococcus aureus. Quarante-huit heures apres incubation, les colonies sont
comptees et les résultats sont exprimes en logio unité formant colonies (UFC) par gramme

d’organe.
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8- Préparation de I’homogénat de poumons et de rate pour test ELISA et détermination

du niveau de cytokine par échantillon

Les poumons et la rate sont homogénéisés mécaniquement dans du tampon de lyse a 4°C
(PBS 1X 0,1% de Triton X-100) contenant 1% de cocktail d’inhibiteur de protéases (Sigma,
Paris, France). Les homogénats sont ensuite centrifugés a 12000 rcf pendant 20 min a 4°C,
aliquotés et stockés a -80°C. Les concentrations d’IL-1, de TNF-a, d’IL-12, d’IL-10 et
d’IFN-y sont quantifiées par ELISA (eBioscience affymetrix, Paris, France), ainsi que la
chimiokine KC (R&D Systems, Lille, France). La concentration de protéines dans les

échantillons est déterminée en utilisant la méthode de Bradford.

9- Evaluation de la production de TNF-a par les cellules du sang en présence de LPS

La stimulation par lipopolysaccharide (LPS, agoniste TLR4) de cultures cellulaires de
sang total a déja été décrite (Asehnoune et al. 2006). Un prélévement de sang total (0,5mL)
est réalisé par ponction intracardiaque avec une seringue contenant de 1’héparine sur animal
anesthésié, puis dilué au 1/5°™ dans du milieu RPMI-1640 (Glutamax®, Gibco-
LifeTechnologies, Paisley, UK) supplémenté avec des antibiotiques (pénicilline: 100 U/mL,
Panpharma, Luitré-Fougéres, France et streptomycine : 100pg/mL, Sigma, Saint Quentin-
Fallavier, France). Deux cents microlitres de sang dilué sont ensuite déposés dans chaque
puits d’une plaque 96 puits et mis en culture en présence ou non de LPS [1ng/mL] (E. coli
0111:B4, Sigma, 38297 Saint Quentin-Fallavier, France) a 37°C, 5% de CO? pendant 24h.
Les échantillons sont ensuite centrifugés a 2100 rpm pendant 2 min a 4°C, et le surnageant est

stocké a -80°C, pour une analyse de la production du TNF-a par la méthode ELISA.

10- Détermination de 1’expression des ARNm IL-12, IFN-y et IL-10 par gqRT-PCR dans

les cellules CD11c spléniques

Les cellules spléniques CD11c ont été isolées par selection positive avec des billes
magnétiques anti-CD11c incubées pendant 15 min a 4°C (Miltenyi Biotec, Paris, France). La
totalité des ARN de ces cellules a été isolé grace au réactif Trizol (Invitrogen, Cergy Pontoise,

France). Du chloroforme est ajouté aux cellules qui sont dans du Trizol. Aprés 2 min a
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température ambiante puis centrifugation (12000g, 15min a 4°C), trois phases se forment :
une phase rouge (inférieure) contenant les protéines, une phase blanche (intermédiaire)
contenant I’ADN et une phase translucide (supérieure) contenant les ARN. La phase
translucide est transférée dans un nouveau tube, et 0,5mL d’alcool isopropyl par millilitre de
Trizol sont ajoutés, pendant 10min a température ambiante, puis centrifuger (12000g, 10min
4°C). Le surnageant est enlevé, et ImL d’éthanol 75% par millilitre de Trizol est ajouté, puis
centrifuger (12000g, Smin a 4°C). L’alcool est retiré, il reste le culot d’ARN a laisser sécher,
puis le mettre dans 20uL d’eau ultra-pure.

Un microgramme d’ARN a été utilisé pour la rétro-transcription avec la transcriptase
reverse Supercript III (Invitrogen) et 1uL d’ADN complémentaire de la solution a été utilisé
pour la PCR quantitative en temps réel dans le BioRadiCycleriQ en utilisant le Quantitect
SYBR Green PCR kit (Qiagen, France). Cette procedure de PCR quantitative consiste a
45 cycles de 30 secondes a 95°C suivis de 30 min a 60°C. Les séquences des primers ont été
sélectionnées par “pick primer”, logiciel NCBI, pour I’'I[FNy, L’IL-10, L’IL-12p40 et la
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Les séquences correspondantes sont :
5’-CATCGGCTGACCTAGAGAAGAC-3* et 5-GCAGTGTGTAGCGTTCATTGTC-3’
(mIFN-y-F et mIFN-y-R), 5’-TGGCATGAGGATCAGCAGGG-3’ et 5’-
GGCAGTCCGCAGCTCTAGG-3’ (mIL10-S et mIL10-R), 5’-
TGTGGAATGGCGTCTCTGTCTG-3’ et 5’-CAGTTCAATGGGCAGGGTCTCC-3’
(mIL12p40-F et  miL12p40-R), 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3> et 5’-
ACCTTGCCCACAGCCTTG-3* (mGAPDH-F et mGAPDH-R) (Sigma-Aldrich, France).
L’expression de GADPH a été utilisée comme valeur de référence pour la normalisation du
niveau d’expression de chaque gene. L’expression quantitative génique a été calculée avec la
méthode 2-AACt (Livak and Schmittgen 2001) en les calibrant avec les cellules spléniques

CD11c" des souris Sham.
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11- Suspension cellulaire de splénocytes

Aprés euthanasie des animaux, les cellules de la rate sont isolées comme précédemment
décrit (Broquet et al. 2014). Les rates sont prélevees, puis dissequées en petits morceaux avec
des ciseaux, et digérees avec 2mg/mL de collagenase D (Roche Diagnostics, Meylan, France)
dans 10mL de milieu RPMI-1640 10% SVF a 37°C pendant 30min. Dans chaque échantillon,
100uL d’EDTA sont ajoutés pour stopper 1’action de la collagénase. Les rates sont ensuite
broyeées sur un filtre de nylon de 70um (Dutscher ref 352350). Les cellules sont lavées dans
du PBS1X-EDTA-BSA 0,1% et centrifugées (2100rpm, 10min a 4°C). Afin de lyser les
érythrocytes, le culot cellulaire est incubé avec 3mL de tampon de lyse des globules rouges
1X (Ozyme cat 420301), pendant 5 minutes a température ambiante, et 7mL de PBS1X-
EDTA-BSA 0,1% sont ajoutés pour stopper la réaction de lyse. Les échantillons sont
centrifugés (2100rpm, 10min a 4°C). Une fois le surnageant retiré, 1mL de PBS1X-EDTA-
BSA 0,1% est ajouté aux cellules. Dans une plaque 96 puits, 100uL d’échantillon de cellules
de souris Sham, ou 200uL d’échantillon de cellules de souris SCI, sont disposés par puits prét
a étre marqués par des anticorps, pour les expériences de cytométrie en flux. Le volume
d’échantillon des cellules Sham utilisé est plus petit que pour les souris SCI a 48h et 72h post-

opératoire, car il y a beaucoup plus de cellules chez les souris Sham.

12- Marquage des splénocytes pour la cytométrie en flux

Tous les échantillons sont incubés avec les anticorps anti-souris monoclonaux de
marquage membranaire extracellulaire pendant 20 min a 4°C. Les anticorps anti-souris
utilisés dans le marquage membranaire extracellulaire sont les suivants : CD3g-BV711
(clone 145-2C11), CD4-BV711 (clone RM4-5), CD8-BV510 (clone 53-6.7), CD11c-BV421
(clone HL3), CD11b-BV737 (clone M1/70), NK1.1-BV421 (clone PK136), NKp46-BV421
ou PE (clone 29A1.4), CD48R-PE-CF594 (B220, clone RA3-6B2), CD69-BV510 (clone
H1.2F3), CD28-PE-CF594 (clone 37.51), et CD274-BV711 (PD-L1, clone MIH5) de BD
Horizon; CD4-A700 (clone RM4-5), KLRG1-A488 (clone 2F1), CD279-APC (PD-1, clone
J43), NKp46-A700 (clone 29A1.4), CD80-FITC (clone 16-10A1) CD86-PE (clone GL1) de
BD Pharmingen; CD11c-PECy7 (clone N418), IA[d]-BV421 (clone M5/114.15.2) de
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Biolegend; CD3-PE et APC (clone 145-2C11), CD8-A488 (clone 53-6.7), NK1.1-PE (clone
PK136), CD107a-A488 (clone biolD4B) d’eBioscience. Les cellules mortes ont été exclues
par I’utilisation de colorant de viabilit¢ eFluor780 de chez eBioscience. Si I’analyse par
cytométrie en flux n’est pas effectuée le jour méme du marquage par les anticorps, les cellules
sont fixées avec du PBS 1X paraformaldehyde 4% (10 minutes a 4°C), lavées et resuspendues
dans du PBS 1X BSA 0,1%.

Le kit de fixation et perméabilisation (BD Bioscience) a été utilisé pour le marquage de
molécules en intracellulaire. Les échantillons ont été ensuite incubés avec les anticorps
monoclonaux anti-souris pour le marquage intracellulaire pendant 30 min a 4°C, avec les
anticorps suivants : CTLA-4-PE (clone UC10-4F10-11) de BD Pharmingen; IL-10-BV421
(clone JES5-16E3) de BD Horizon; IFN-y-APC (clone XMG1.2) et IL-10-APC
(clone JES5 16E3) d’eBioscience.

Les cellules ont ensuite été lavées avec du PBS 1X BSA 0,1%. Enfin, apres
centrifugation, 90uL de billes de comptage (BD Bioscience) sont mises dans 15mL PBS 1X
BSA 0,1% et 200uL de cette solution sont ajoutées aux cellules afin de déterminer par
I’analyse au cytometre le nombre de cellules présentes dans chaque échantillon. Les cellules
ont été analysees en utilisant le cytometre LSRII de chez BD, et quantifiées grace au logiciel

Flow Jo.

13- Traitement anticorps anti-PD1

A 24 heures et 48 heures post-opératoires, 500uL d’anticorps anti-PD1 (clone RMP1-14,
BioXCell, Euromedex, Souffelweyersheim, France), ou d’anticorps de rat isotype control Ig2a
sont injectés 1 fois par jour & une concentration de 0,2mg/kg ou & 10mg/kg, en intrapéritonéal.
La dose de 0,2mg/kg (correspondante a 4pg/souris) a été utilisée pour ’ensemble des
expériences. Dans 1’expérience de survie, deux doses ont éte testées : 0,2mg/kg et 10mg/kg

(correspondante a 200pg/souris).

58



14- Analyse statistique

Toutes les données expérimentales sont représentées en mediane écart interquartile
(25%-75%), et ont été reproduites de deux a trois fois de maniere indépendante. Le nombre
d’animaux utilisé pour chaque expérience est indiqué dans la légende des figures. Les tests
statistiques non paramétriques utilisés sont le test de Mann-Whitney pour la comparaison de
deux groupes, et le test de Kruskal-Wallis pour la comparaison de plusieurs groupes avec
utilisation du test post-hoc de Dunn pour les comparaisons entre deux groupes intragroupes en
cas de significativité du test de Kruskal-Wallis. Le logiciel Graph Pad prism version 6
(San Diego, CA, USA) est utilis¢é pour I’analyse statistique. Une valeur de p < 0,05 est

considérée comme statistiquement significative.
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RESULTATS

1- La lésion médullaire thoracique haute sensibilise a une pneumonie & SASM

1.1 La lésion médullaire haute (SCI)

La présence ou non de la l1ésion médullaire a été observée en utilisant 1’imagerie par
résonnance magnétique (IRM) (Figure 19 A et B). Le groupe Sham ne présente pas de
dislocation médullaire, la colonne vertébrale apparait intacte et normale (Figure 19 A). La
présence d’un hématome prés de la lésion médullaire chez les souris SCI permet de mettre en
évidence cette Iésion au niveau de la moelle épiniére (Figure 19 B). Le succés de la procédure
chirurgicale par la présence de la lésion médullaire thoracique haute est visible grace a la
présence d’une paraplégie bilatérale, apres le réveil des animaux. Au cours du temps, suite a
une lésion médullaire, les animaux perdent jusqu’a 20% de leur poids initial, certainement dl
a I’atrophie des muscles des membres postérieurs. En conséquence, cela ne représente pas un

point limite qui nécessiterait 1’euthanasie systématique des animaux.

A.

Figure 19: Observation par Image a Résonnance Magnétique (IRM) du profil droit de souris Sham et SCI. (A)
IRM de souris Sham (B) A gauche, IRM de souris SCI ; A droite, un zoom de I'IRM SCI avec la dislocation
médullaire et I'edéme entouré en rouge. SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la lésion
médullaire ; Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans Iésion médullaire.
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1.2 Le traumatisme meédullaire sensibilise les animaux & une pneumonie a
SASM

Il a été montrée que le traumatisme médullaire induit un syndrome
d’immunodépression (SCI-IDS) qui augmente la sensibilité aux infections comme la
pneumonie (Brommer et al. 2016). Nous avons étudié la sensibilité des souris SCI a une
pneumonie induite par SASM. Trois temps d’induction de I’infection ont été étudiés : 1 jour
post-opératoire (D1), 3 jours post-opératoires (D3) et 8 jours post-opératoires (D8), puis la
survie des souris a été déterminée sur 10 jours, correspondant a 240 heures (Figure 20).
Lorsque I’infection est induite a D1, 20% de mortalité est observé dans les deux groupes,
Sham et SCI (Figure 20 A). Une différence significative de mortalité entre les deux groupes
de souris Sham et SCI est observée lorsque la pneumonie est induite a D3, avec
respectivement 20% et 50% de mortalité (Figure 20 B). Aprés induction a D8, les deux
groupes Sham et SCI ont un taux de survie de 100% (Figure 20 C). La pneumonie a SASM a
donc été induite a 3 jours post-opératoires (D3) pour 1’ensemble des expériences comprenant

une infection pulmonaire.
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Figure 20: Survie des souris suite @ une pneumonie a SASM. Survie des souris suite a une pneumonie induite a
SASM a différents temps : (A) 1 jour post-opératoire (D1), (B) 3 jours post-opératoires (D3) et (C) 8 jours post-
opératoires (D8). Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes, pour chaque groupe
N=10. SASM (=MSSA), Staphylococcus aureus sensible a la méticilline ; SCI, souris anesthésiée ayant eu la

procédure chirurgicale et la lésion médullaire ; Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale
sans lésion médullaire. (B)*p=0,04 test de Mantel-Cox.



2- Inflammation du tissu pulmonaire suite & une pneumonie a SASM avec ou sans

Iésion médullaire préalable

2.1 (Edeéme /infiltration cellulaire et charge bactérienne

Apres la pneumonie, le poids des poumons augmente significativement dans les deux
groupes de souris Sham et SCI, et reste élevé pendant 2 jours aprés I’infection (données non
montrées). Des coupes histologiques de poumons de souris Sham et SCI infectées et non
infectées ont été étudiées et aucune différence dans la morphologie du tissu n’a pu étre
observée (Figure 21 A). L’cedéme pulmonaire et I’infiltrat cellulaire ont été quantitativement
déterminés par : 1’espace alvéolaire (marqueur indirect de 1’aération pulmonaire), par la
fonction SIOX du logiciel Fiji (Jacqueline et al. 2014). Sans infection, I’espace alvéolaire est
similaire dans les deux groupes de souris, a 24 heures et 48 heures post-opératoires (Figure
21 B, a gauche). En revanche aprés I’infection, les souris SCI ont un espace alvéolaire qui
diminue de maniere plus précoce par rapport aux souris Sham, avec respectivement 18%
[16.1%-25.2%)] et 29% [28.6%-30.1%] d’espace alvéolaire a 24 heures post-infection (Figure
21 B, a droite). Apres 48 heures post-infection, I’espace alvéolaire des deux groupes de

souris est identique.
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Figure 21: Présence d’un eedéme et d’une infiltration cellulaire pulmonaire suite & une pneumonie & SASM
au 3™ jour post-opératoire, dans des souris Sham et SCI. (A) Images de sections histologiques de poumons
chez des souris Sham et SCI, avant et apres analyse par SIOX dans le logiciel Fiji, avec ou sans infection a
SASM (10X, marquage au HPS). (B) A gauche, pourcentage d’espace alvéolaire (poumon aére) apres [’analyse
par SIOX chez les souris Sham et SCI sans infection a SASM aux temps H24 et H48 post-opératoires ; A droite,
pourcentage d’espace alvéolaire apres ['analyse par SIOX chez les souris Sham et SCI infectées a SASM, aux
temps H24 et H48 post-infection. N=8 champs par souris, avec 3 a 5 souris par temps. Les données sont
représentatives de trois expériences indépendantes. SASM (=MSSA), Staphylococcus aureus sensible a la
méticilline ; SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la Iésion médullaire ; Sham, souris
anesthésiee ayant eu la procédure chirurgicale sans Iésion médullaire (B) ***p=0,0002 test non paramétrique
de Mann-Whitney.

La charge bactérienne a été évaluée dans les poumons, suite a I’infection induite par le
SASM (Figure 22). A 24 heures post-infection, la charge bactérienne est élevée et identique
dans les deux groupes de souris Sham et SCI (Figure 22). Cependant, 48 heures post-
infection une clairance bactérienne est observée dans les poumons des souris Sham et SCI

sans différence significative entre les deux groupes.
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Figure 22: Charge bactérienne dans les poumons a 24h, 48h et 96h post-infection (correspondant aux temps
96 heures, 120 heures et 144 heures post-opératoire). Pour chaque groupe, N=5, sauf pour le groupe SCI au
temps H48 N=3. Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes. SASM (=MSSA),
Staphylococcus aureus sensible a la méticilline ; SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la
Iésion médullaire ; Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans lésion médullaire.
##p<0,0013 & ###p=0,0006 test non paramétrique de Kruskal-Wallis ; **p<0,01 test de Post-hoc Dunn’s pour
la comparaison entre deux groupes intragroupe.

2.2 Augmentation de I’expression de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a dans les

poumons, suite a une pneumonie a SASM, 3 jours apres une lésion médullaire.

La production des cytokines inflammatoires TNF-a et IL-1f, ainsi que la molécule
chimio-attractante des neutrophiles KC, ont été étudiées dans les poumons par la méthode
ELISA (Figure 23). Pour ces trois molécules, en absence d’infection pulmonaire, leur
production dans les souris Sham et SCI est sous le seuil de détection des kits ELISA (< 3
pg/mg de protéine de poumons pour TNF- a et IL-1pB, < 25 pg/mg de protéine de poumons
pour KC). Six heures aprés I’infection a SASM, la production de TNF-a est augmentée dans
les deux groupes de souris étudiés, et de maniére significativement plus importante dans les
poumons des souris SCI (Figure 23 A et B). Dans les deux groupes, la production de TNF-a
diminue des 24 heures post-infection, puis revient progressivement a un état basal, sous le

seuil de détection du kit EKISA. La production d’IL-1p et de KC est augmentée précocement
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aprés I’infection, dans les groupes de Sham et SCI, mais il n’y a aucune différence entre les
deux groupes (Figure 23 C). La production de TNF-a en plus grande quantité dans les souris

SCI suggere une réponse inflammatoire plus importante induite par la Iésion médullaire.
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Figure 23: Etat inflammatoire des poumons suite & une pneumonie induite & SASM au 3™ jour post-
opératoire, dans les souris Sham et SCI (A) Production de TNF-a aprés infection a SASM (B) Production d’IL-
1f3 apres infection a SASM (C) Production de KC aprés infection a SASM ; chez les souris Sham et SCI aux
temps H6, H24, H48 post-opératoires. Pour chaque groupe N=5. Les données sont représentatives de trois
expériences indépendantes. ns, non significatif ; SASM (=MSSA), Staphylococcus aureus sensible a la
méticilline ; SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la Iésion médullaire ; Sham, souris
anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans lésion médullaire (A) *p=0.0292 test non paramétrique de
Mann-Whitney ; (A) ###p=0,0006 chez les SCI test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

Dans cette partie nous avons observé la présence d’un traumatisme médullaire dans nos

souris SCI, et validé la sensibilité a une pneumonie a SASM par :

- une surmortalité de souris SCI a une pneumonie induite & SASM 3 jours post-
opératoires

- par une diminution de 1’espace alvéolaire plus précoce dans les souris SCI par
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rapport aux Sham
- par une augmentation de la réponse inflammatoire traduite par une surproduction
de TNF-a chez les souris SCI.

Par ailleurs, la charge bactérienne ne semble pas responsable de la réponse
inflammatoire exacerbée observée dans le groupe SCI par rapport au groupe Sham.

Toujours dans le but de faire un paralléle avec le scénario clinique des patients
traumatisés, I’objectif a ensuite été d’évaluer la présence des deux phases de la réponse du
systeme immunitaire consécutives a un traumatisme : 1) une phase précoce inflammatoire et
2) une phase plus tardive d’immunosuppression. Ces phases seront étudiées dans 1’organe

lymphoide majeur chez la souris : la rate.

3- Réponse precoce inflammatoire suite au traumatisme médullaire

Aprés un traumatisme sévére, les patients présentent une phase de réponse inflammatoire
exacerbée précoce nommée SIRS (Syndrome de réponse inflammatoire systémique). Pour
étudier ce phénomene dans notre modéle de lésion médullaire haute, 1’expression des
molécules de CMH-II sur les cellules dendritiques (DC) spléniques, I’expression et la

production des cytokines pro-inflammatoires IL-12 et IFN-y ont été étudiées dans la rate.

L’étude de I’expression des molécules de CMH-II sur les DC CD11c""CMH-II* a été
effectuée par la technique de cytométrie en flux. Pour identifier ces cellules, la stratégie de

gating est représentée dans la Figure 24.
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Figure 24: Stratégie de gating des cellules dendritiques (DC) spléniques CD11cM"CMH-I1* par le logiciel
Flow Jo. (A) De gauche a droite : Sélection des splénocytes; Sélection des cellules seules (élimination des
doublets); Sélection des cellules vivantes par le marqueur de viabilité ; Sélection négative des cellules
dendritiques CD3'NK1.1'B220" afin d’éliminer les lymphocytes T, les cellules Natural Killer (NK) et les
lymphocytes B ; Sélection des DC CD11c"I"CMH-11*,

La formation du complexe peptide-CMH-II est augmentée suite a des stimuli
inflammatoires induisant la maturation des DC (Cella et al. 1997). A 6 heures post-
opératoires, 1’expression membranaire des molécules du CMH-II est significativement
augmentée sur les DC spléniques CD11cM9" MHC-II* des souris SCI par rapport aux souris
Sham, avec respectivement 29781 [25990-34614] gMFI et 17159 [12645-19625] gMFI de
molécules du CMH-II (Figure 25 A). Le traumatisme rachidien induit donc une phase
précoce inflammatoire par la surexpression des molécules du CMH-II dans les DC de la rate.
Dans le but de confirmer ce résultat, ’expression des ARNm des cytokines pro-
inflammatoires IL-12 et IFN-y a été évaluée par qRT-PCR dans les cellules spléniques
CD11c* (Figure 25 B et C). Les cellules dendritiques produisent la cytokine 1L-12 suite a un
stress, ce qui va activer la réponse pro-inflammatoire des cellules NK par la production
d’TFN-y (Vivier and Ugolini 2009). Nos résultats confirment ce phénomeéne, car I’ARNm IL-
12 est exprimé de maniére précoce, 6 heures post-opeératoires, et augmente chez les souris SCI
par rapport aux souris Sham (Figure 25 B). Puis, il s’en suit une surexpression de I’ARNm

IFN-y chez les SCI comparées au Sham, 24 heures post-opératoires (Figure 25 C).
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Figure 25: Phase précoce hyper-inflammatoire suite a une lésion médullaire haute. (A) Intensité moyenne de
fluorescence géométrique (gMFI) des molécules du CMH-1I (MHC-II) exprimées par les cellules dendritiques
spléniques (DC) CD11c"9"MHC-11* chez les souris Sham et SCI, H16 post-opératoire ; pour chaque groupe
N=6 (B) Expression relative d’ARNm IL-12 (C) Expression relative d’ARNm IFN-y chez les souris Sham et SCI,
a H6, H24 et H48 post-opératoire ; pour chaque groupe N=3. Les données sont représentatives de trois
expériences indépendantes. SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la lésion médullaire ;
Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans lésion médullaire; (A) **p=0,0025 (B)
*p<0,05, (C) **p=0,0095 test non paramétrique de Mann-Whitney ; (B) ns (non significatif), (C) ns (non
significatif) pour le groupe Sham et ####p<0,0001 pour le groupe SCI avec le test non paramétrique de
Kruskal-Wallis  (C)*p<0,05 et **p<0,01 test de Post-hoc Dunn’s pour la comparaison entre deux groupes
intragroupe.
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Chez les patients traumatisés, aprés une phase de SIRS, une réponse de type CARS
(Syndrome compensatoire de la réponse anti-inflammatoire) tardive correspondant a la phase
d’IS se met en place. Afin de poursuivre la validation de notre modéle de traumatisme
médullaire, la présence de marqueurs d’IS seront analysés, comme précédemment décrits chez
des patients avec un traumatisme médullaire ou aprés d’autres types de traumatismes (Riegger
et al. 2009; Boomer et al. 2011).

4- Réponse tardive anti-inflammatoire et mise en place d’une immunosuppression suite

a la lésion médullaire

4.1 Diminution de la taille et du poids des rates, et lymphopénie des animaux lésés

Nous avons vu dans I’introduction qu’il existe une relation étroite entre le systeme
nerveux et le systeme immunitaire. Suite au traumatisme médullaire, une importante
diminution de la taille des rates des souris SCI est observée par rapport aux souris Sham

(Figure 26).

Sham SCI

Figure 26: Images de taille des rates en mm chez des souris Sham et SCI, 72h post-opératoires. SCI, souris
anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la lésion médullaire ; Sham, souris anesthésiée ayant eu la
procédure chirurgicale sans Iésion médullaire.

71



Le poids des rates des souris Sham reste stable, contrairement au poids des rates des
souris SCI qui diminue significativement au cours du temps, avec un poids de 109,4 [92,3-
1127,2] mg a 24 heures post-opératoires, et de 50,3 [42,0-61,8] mg a 96 heures post-
opératoires (Figure 27 A). La perte de poids et de taille des rates, suite au traumatisme
médullaire, est associée a la présence d’une lymphopénie des lymphocytes T CD3", qui ne
débute que 24 heures post-opératoires (données non montrées). A 72 heures post-opératoires,
il y a une diminution importante du nombre de lymphocytes T CD3" spléniques dans les
souris SCI comparées aux souris Sham, avec respectivement 2,03 x10° [1,04x10°-2,5610°] et
6,76x10° [4,47x10°-7,96x10°] lymphocytes T CD3* (Figure 27 B).
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Figure 27: Immunosuppression chez les souris SCI suite au traumatisme. (A) Poids des rates apres le
protocole chirurgical des souris Sham et SCI, a 24H, 48H, 72H et 96H post-opératoires ; chaque groupe N=10
(B) Nombre de lymphocytes T spléniques CD3* viables, 72h post-opératoires sans infection dans les souris
Sham et SCI ; chaque groupe N=6. Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes. SCI,
souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la Iésion médullaire ; Sham, souris anesthésiée ayant eu
la procédure chirurgicale sans lésion médullaire; (A) ****p<0,0001 et (B) **p=0,0043 test non paramétrique
de Mann-Whitney ; (A) ns (non significatif) pour le groupe Sham et ####p<0,0001 pour le groupe SCI avec le
test non paramétrique de Kruskal-Wallis.
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4.2 Augmentation de la cytokine anti-inflammatoire IL-10

Une augmentation de la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 est un
marqueur de la phase immunosuppressive, retrouvée chez des patients atteints d’AVC
ischémique (Chamorro, Urra, and Planas 2007), ou encore chez des patients apres un
traumatisme cranien (Woiciechowsky et al. 1998 ; Chenouard et al. 2015) et dans des modeles
murins de choc hémorragique (Roquilly et al. 2013). La mise en place « tardive » de I’IS est
suggerée par une augmentation significative de I’expression d’ARNm IL-10 par rapport aux
souris Sham, 48 heures post-opératoires (Figure 28 A), ainsi qu’une augmentation de la
production d’IL-10 chez les souris SCI comparées aux souris Sham, avec respectivement
323,6 pg/mg [248,8-378,6 pg/mg] et 161,3 pg/mg [132,2-183,4 pg/mg], au méme temps
(Figure 28 B).
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Figure 28: Expression et production de la cytokine IL-10 dans les rates des souris Sham et SCI. (A)
Expression relative d’ARNm IL-10 dans les splénocytes CD11c* aux temps H6, H24 et H48 post-opératoires des
souris Sham et SCI ; chaque groupe N=3 (B) Production d’IL-10 dans la rate aux temps H24, H48, H72, H96 et
H120 post-opératoires des souris Sham et SCI ; chaque groupe N=6. Les données sont représentatives de trois
expériences indépendantes. SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la Iésion médullaire ;
Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans lésion médullaire ; (A) *p=0,0286 (B)
**p=0,0022 test non paramétrique de Mann-Whitney. (A) ns (non significatif) pour le groupe Sham et
##p=0,0012 pour le groupe SCI (B) ##p=0,0011 pour le groupe Sham et ##p=0,0066 pour le groupe SCI avec
le test non paramétrique de Kruskal-Wallis.
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4.3  Diminution de la production de TNF-a aprés stimulation ex vivo par du LPS de

cultures de sang total

Aprés un stress aigu de 1’organisme, il est admis qu’une hyporéactivité cellulaire aprés
stimulation par du LPS de culture de sang total est le signe d’une IS (Asehnoune et al. 2006).
Afin de démontrer I’existence d’une immunodépression post-traumatique, un dosage du taux
de TNF-a sur des cultures de sang total avec ou sans stimulation par du LPS a éte réalisé par
méthode ELISA. Apres stimulation, la production de TNF-a est fortement augmentée dans le
groupe Sham avec 738 ng/mL [654,8-1199 ng/mL], 48 heures post-opératoires. Mais le
niveau d’induction de TNF-a est significativement plus faible dans le groupe SCI avec une
diminution de production: 451,6 ng/mL [206,9-623,8 ng/mL], 48 heures post-opératoires
dans le groupe SCI (Figure 29).
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Figure 29: Diminution de production du TNF-a aprés stimulation par du LPS chez les souris SCI suite au
traumatisme. Production de TNF-a aprés une stimulation de cultures de sang total par du LPS durant 24 heures
ex-vivo, dans les souris Sham et SCI, aux temps 24H, 48H et 72H post-opératoires ; chaque groupe N=4. Les
données sont représentatives de trois expériences indépendantes. SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure
chirurgicale et la Iésion médullaire ; Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans lésion
médullaire; *p=0,019 test non paramétrique de Mann-Whitney.
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4.4  Epuisement lymphocytaire et surexpression de PD-1 sur les lymphocytes T

spléniques apres une lésion médullaire.

L’expression de molécules marqueurs d’épuisement lymphocytaire T a été trés peu
étudiée dans le contexte du traumatisme medullaire. L’épuisement lymphocytaire a un réle
essentiel dans la mise en place de 1’lS. Dans le but d’évaluer le niveau d’épuisement cellulaire
dans le modele SCI, les cellules dendritiques (DC), les lymphocytes T (LT ou T-cells) et les
cellules Natural Killer (NK) ont éeté étudiés, 16h post-opératoires. Nous nous sommes
intéressés a 1’état de maturation (expression de KLRG1) et d’activation (expression de CD69)
des cellules, et également aux marqueurs d’épuisement cellulaire tels que PD-1, PDL-1 et
CTLA-4. Le phenotype utilisé pour identifier les 3 groupes de cellules d’intérét a été le
suivant : CD3'NKp46'CD11c*CD8 pour les DC, CD3'NKp46°CD11c* pour les NK, et
CD3"NKp46™ pour les LT. Pour les DC, aucune différence n’est observée dans le pourcentage
de DC, ni dans le nombre de DC, ni dans I’expression des récepteurs CD80, CD86 et PD-L1
entre le groupe Sham et SCI (données non montrées). Pour les cellules NK, aucune différence
significative n’est observée entre le groupe Sham et SCI au niveau du pourcentage de NK
dans la rate, mais aussi au niveau de I’expression des molécules KLRG-1 (données non
montrées), CD69 et PD-1 (Figure 30 A).

Concernant les lymphocytes T, il n’y a aucune différence ni de pourcentage des LT, ni
dans I’expression de la molécule KLRGI entre les groupes Sham et SCI (données non
montrées). En revanche, I’expression de CD69 (marqueur d’activation) sur les lymphocytes T
spléniques est augmentée dans les souris SCI par rapport aux souris Sham, avec
respectivement 3,8% [3,2-5,4%] de LT CD69" contre 2,5% [2,0-3,0%] de LT CD69" (Figure
30 B, graphe central droit). Comme dans I’article de Zha et al sur un modele SCI thoracique
chronique (Zha et al. 2014), I’expression de PD-1 est significativement augmentée sur les
lymphocytes T du groupe SCI avec 8,0% [7,5-13,0%] de LT PD-1", par rapport aux souris
Sham avec 3,5% [2,8-6,0%] de LT PD-1* (Figure 30 B, graphe de droite).
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La surexpression de PD-1 sur les lymphocytes T spléniques des souris SCI, laisse
supposer un état d’épuisement lymphocytaire T. Ce phénomene est trés étudié dans les
infections chroniques notamment virales et en cancérologie, mais tres peu en traumatologie.
Nous nous sommes intéressés aux effets de I’immunothérapie par ’anticorps anti-PD1 dans le
modele de traumatisme medullaire compte tenu de la surexpression de PD-1 a la membrane

des lymphocytes T aprés un traumatisme médullaire.
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Figure 30: Expression de marqueurs membranaires de surface sur les cellules Natural Killer (NK) CD3"
NKp46* et les lymphocytes T (T-cells ou LT) CD3*NKp46™ spléniques, 16 heures post-opératoires dans les
souris Sham et SCI. (A) A gauche, pourcentage de cellules NK qui expriment CD69 ; A droite, pourcentage de
cellules NK qui expriment PD1 dans les souris Sham et SCI. (B) A gauche, pourcentage de LT qui expriment
CD69; A droite, pourcentage de LT qui expriment PD1, dans les souris Sham et SCI. N=6 ou 9 dans le groupe
Sham, et N=9 ou 12 dans le groupe SCI. SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la lésion
médullaire ; Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans lésion médullaire. (B) A gauche
**p<0,0013 CD69, A droite ***p<0,0010 PD1 test non paramétrique de Mann-Whitney.
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5- Marqueurs d’immunosuppression chez les souris SCI aprés une pneumonie a

SASM

5.1 Balance IFN-y et IL-10 apres une lésion médullaire suivi d’une pneumonie a
SASM

Aprés avoir identifié que le traumatisme a lui seul engendrait une IS, nous nous
sommes intéressés aux modifications que pouvaient procurer cette IS sur une pneumonie a
SASM ultérieure. La production des cytokines IL-10 et IFN-y ont été analysées aprés une
pneumonie & SASM (Figure 31 A et B). Aprés I’infection au 3™ jour post-opératoire, la
production d’IL-10 augmente significativement dans les souris SCI par rapport aux souris
Sham dés 6 heures post-infection, avec respectivement 234,6 pg/mg [104,3-352,4 pg/mg] et
142,6pg/mg [138,6-165,6 pg/mg] (Figure 31 A). La production d’IL-10 reste élevée 48
heures aprés D’infection chez les souris SCI avec 226,6 pg/mg [220,5-229,3 pg/mg],
contrairement aux souris Sham avec 137,4 pg/mg [119,4-145,7 pg/mg]. En revanche, la
production d’IFN-y est significativement plus élevée, suite a la pneumonie a SASM, dans les
souris Sham par rapport aux souris SCI a 48 heures post-infection, avec respectivement
16,71pg/mg [10,11-37,18pg/mg] contre 3,43pg/mg [3,22-3,65pg/mg] (Figure 31 B). Ces
deux derniers graphes montrent une balance d’expression cytokinique pro-inflammatoire dans

le groupe Sham, et anti-inflammatoire dans le groupe SCI.
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Figure 31: Immunosuppression chez les souris SCI suite & une pneumonie & SASM. (4) production d’IL-10
dans la rate des souris Sham et SCI suite a une pneumonie & SASM a 6 heures, 24 heures et 48 heures post-
infection (correspondant respectivement & H78, H96 et H120 post-opératoires)); chaque groupe N=6 (B)
production d’IFN-y dans la rate des souris Sham et SCI suite a une pneumonie a SASM, a H78, H96 et H120
post-opératoires (correspondant respectivement a 6 heures, 24 heures et 48 heures post-infection); chaque
groupe N=6. Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes. SASM (=MSSA),
Staphylococcus aureus sensible a la méticilline ; SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la
Iésion médullaire ; Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans Iésion médullaire; (A)
*p=0,0252 et ***p=0,0007 ; (B) *p=0,0159 test non paramétrique de Mann-Whitney ; (A), (B) ns (non
significatif) avec le test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

5.2 Diminution de I’expression du CMH-II aprés une lésion médullaire et une

pneumonie a SASM

L'IS est egalement caractérisée par une diminution de la capacité a présenter l'antigéne
via une diminution d’expression des molécules du CMH-II & la surface des monocytes dans le
sang périphérique de patients atteints de traumatismes médullaires (Riegger et al. 2009), ou de
traumatisme cranien (Roquilly et al. 2017), ou atteints de sepsis (Boomer et al. 2011). Ce
phénomeéne est aussi retrouvé dans des modeles souris de choc hémorragique ou de
traumatisme médullaire (Roquilly et al. 2010 ; Riegger et al. 2007). LIS par la diminution de
I’expression du CMH-1I sur les DC CD11cM"MHC-II* spléniques n’est visible qu’aprés une
infection par SASM, dans les souris SCI par rapport aux souris Sham a 24 heures post-
infection, avec respectivement 10918 [8208-15425] gMFI contre 18687 [17460-20698] gMFI
(Figure 32).
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Figure 32: Expression des molécules du CMH-I1 a la membrane des cellules dendritiques spléniques chez les
souris SCI suite a une pneumonie a SASM. Intensité moyenne de fluorescence géométrique (gMFI) des
molécules du CMH-11 (=MHC-11) sur les cellules dendritiques spléniques (DC) CD11cM"MHC-II* des souris
Sham et SCI, 24 heures post-infection (correspondant a 96 heures post-opératoires; pour chaque groupe N=6
Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes. SASM (=MSSA), Staphylococcus aureus
sensible a la méticilline ; SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la lésion médullaire ;
Sham, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale sans lésion médullaire; (C)*p=0,035 test non
paramétrique de Mann-Whitney ; (C) ns (non significatif) avec le test non paramétrique de Kruskal-Wallis
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6- L’ immunothérapie par un anticorps anti-PD1 dans le modele de traumatisme médullaire

Cette immunothérapie par anti-PD-1 a pour but de rétablir I’activation du systéme
immunitaire, et ainsi de diminuer la survenue d’infections lors de I’IS, suite a un traumatisme

sévere. Cette immunothérapie a été testée sur notre modéle de souris SCI.

6.1 Effet dose de ’immunothérapie par 1’anticorps anti-PD1

L’immunothérapie par un anticorps anti-PD1 a déja été étudiée dans des modeles de
de sepsis ou de Iésion médullaire chronique (Zha et al. 2014), mais jamais dans un modele de
Iésion médullaire aigué pour diminuer I’IS post-traumatique et les conséquences des
infections bactériennes secondaires. Le traitement par 1’anticorps anti-PD-1 (Figure 33), ou
par son anticorps isotype contrdle, a été effectué avec deux doses distinctes : 10mg/kg de
facon similaire aux articles utilisant des modeles de sepsis (Brahmamdam et al. 2010, Chang
et al. 2013); ou a une dose de 0,2mg/kg, proche de la dose efficace la plus faible testée en

cancérologie (Topalian et al. 2012).
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Figure 33: Protocole d” immunothérapie par I'anticorps anti-PD-1. Mise en place du protocole chirurgical a
HO ,; une injection par jour d’anti-PD1 ou isotype contrble en IP & 24h et & 48h post-opératoires, suivi d’une
pneumonie induite a SASM a 72h post-opératoires. Les souris sont suivies 7 jours (= 168h post-opératoire) suite
a linfection. IP, intrapéritonéal ; SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la lésion
médullaire.

La survie des souris SCI traitées par un anticorps anti-PD-1 (SCI anti-PD1), ou traitées
par I’anticorps isotype controle (SCI isotype), a été étudiée sur 7 jours (168 heures) suite a la
pneumonie induite a SASM (Figure 34). Avec une dose d’anticorps de 10mg/kg (200ug par
souris) (Brahmamdam et al. 2010, Chang et al. 2013), la mortalité des souris SCI avec 1’anti-
PD1 est plus élevée avec 9,1% des souris qui ont survécu a I’infection a SAMS, alors qu’avec
I’anticorps isotype contrdle, 45,4% des souris ont survécu (Figure 34 A). L’anticorps anti-
PD-1 a forte dose montre un effet délétere sur la survie des souris SCI. Une dose cinquante
fois plus faible d’anticorps anti-PD1 (0,2mg/kg, 4j1g par souris) a eté testée. Avec cette plus
faible dose, I’anticorps anti-PD-1 a une action significativement bénéfique sur la survie des
souris SCI suite a la pneumonie & SASM avec 83,3% de souris anti-PD-1 vivantes pendant les
six premiers jours, contre seulement 46,7% de survie chez les souris isotype contréle (Figure
34 B).
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Figure 34: Survie des souris SCI traitées par anticorps anti-PD1, ou par un anticorps isotype controle, suite a
la pneumonie & SASM (A) survie des souris avec un traitement par anticorps a la dose de 10mg/kg
(correspondant & 200ug/souris) (B) Survie des souris SCI survie des souris avec un traitement par anticorps a la
dose de 0,2mg/kg (correspondant a 4pug/souris) Les données sont représentatives de trois expériences
indépendantes, pour chaque groupe N=8. SASM (=MSSA), Staphylococcus aureus sensible a la méticilline ;

SCI, souris anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la Iésion médullaire ; (A) p=0,0619 (B) *p=0,0220
test de Mantel-Cox.
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6.2  L’anticorps anti-PD1 augmente la population des lymphocytes NKT spléniques et la
production d’TIFN-y par les NKT chez les souris SCI

Nous avons voulu tester 1’effet de I’immunothérapie par I’anticorps anti-PD1 sur les
cellules spléniques et sur la réversibilité de 1’épuisement lymphocytaire. Dans le modele de
sepsis de Brahmamdam et collaborateurs., 1’administration de 1’anticorps anti-PD-1 a pour
effet d’augmenter le nombre des splénocytes dont les lymphocytes T (LT) CD4" et CD8", les
lymphocytes B, les cellules NK et les cellules dendritiques (Brahmamdam et al. 2010).

Nous nous sommes intéressés au pourcentage et au nombre des différentes cellules
spléniques suivantes : lymphocytes T (CD3"NK1.1) CD4"CD8", CD4'CD8" et CD4"CD8";
les lymphocytes NKT (CD3*NK1.1") CD4*CD8", CD4'CD8*, CD4 CD8 et CD4"CD8"; et les
cellules NK (CD3'NK1.1%) (Figure 35).
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Figure 35: Stratégie de gating des cellules lymphocytes T, des NKT et des cellules NK spléniques. Gating de
gauche a droite: cellules spléniques, cellules seules, cellules viables, populations des lymphocytes T/NKT/NK,
sous-population en CD4/CD8 des LT a gauche et des NKT a droite.
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Suite au traitement par 1’anticorps anti-PD1 (4pg/souris), seuls les lymphocytes T
CD4" et les cellules NKT CD8" augmentent en pourcentage (Figure 36 A et B, Figure 37).
Les souris SCI anti-PD-1 ont une augmentation significativement plus importante de
lymphocytes T CD4* avec 72,4% [71,0%-74,4%] de LT CD4+ spléniques contre 67,2%
[65,1%-70 ,5%] de LT CD4" dans les souris isotype (Figure 36 A). En comparant les deux
groupes de souris SCI anti-PD-1 et isotype, le pourcentage des cellules NKT CD8" spléniques
augmente de maniére significative chez les souris anti-PD-1 avec 13.1% [10.5%-17.6%] de
NKT CD8" contre 7.39% [3.62%-9.75%] de NKT CD8" chez les souris isotype, **p=0.0093
(Figure 36 B). De¢ plus, les cellules NKT produisent de maniére significative plus d’IFN-y
chez les souris SCI traitées par anti-PD1 avec 16,3% [15,1%-17,4%] de cellules produisant de
I’IFN-y, contre 10,8% [9,4%-13,4%] pour les NKT spléniques des souris SCI isotype (Figure
36 C). Les cellules NKT CD8* ont tendance a produire plus d’IFN-y chez les souris traitées

par anticorps bloquant anti-PD-1 par rapport aux souris isotype contréle (Figure 36 D).
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Figure 36 : Effet de I'immunothérapie anti-PD1 sur les cellules spléniques et sur I’épuisement lymphocytaire,
72 heures post-opératoires. (A) Pourcentage des cellules spléniques lymphocytes T (LT) CD4+ viables ; (B)
Pourcentage des cellules spléniques NKT CD8* viables, dans les souris SCI traitées par [’anticorps anti-PD-1
ou lisotype controle (4dug/souris), 72 heures post-opératoires. (C) Pourcentage de cellules NKT vivantes
produisant de [’ITFN-y (D) Pourcentage de cellules NKT CD8* vivantes produisant de [’[FN-y, dans les souris
SCI traitées par [’anticorps anti-PDI1 ou [’isotype contréle (4dug/souris), 72 heures post-opératoires. Dans
chaque groupe N=3. Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes. SCI, souris
anesthésiée ayant eu la procédure chirurgicale et la lésion médullaire. (A) *p=0,0245 (B) **p=0,0093 (C)
*p=0,028 et (D) p=0,057 avec le test non paramétrique de Mann Whitney.
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Figure 37: Pourcentage des populations spléniques de lymphocytes T (T-cells), NKT et NK chez les souris
SCI traitées par Panticorps anti-PD-1 ou par Uisotype contrdle, 72 heures post-opératoires. (A) En haut,
pourcentage de lymphocytes T (T) CD3" NK1.1 viables ; au milieu, pourcentage de lymphocytes T CD8*CD4
parmi les T viables ; en bas a gauche, pourcentage de lymphocytes T CD4-CD8 parmi les T viables ; en bas a
droite, pourcentage de lymphocytes T CD4*CD8" parmi les T viables, dans les souris SCI anti-PD-1 ou isotype.
(B) En haut, pourcentage de lymphocytes NKT CD3*NK1.1* viable ; au milieu, pourcentage de NKT CD4*CD8
parmi les NKT viables ; en bas a gauche pourcentage de NKT CD4°CD8" parmi les NKT viables ; en bas & droite
pourcentage de NKT CD4*CD8* parmi les NKT viables, dans les souris SCI anti-PD-1 ou isotype. (C)
Pourcentage de cellules NK CD3'NK1.1* viables dans les souris SCI anti-PD-1 ou isotype. Chaque groupe
d’étude N=6. Ces données sont représentatives de deux expériences indépendantes. SCI, souris anesthésice
ayant eu la procédure chirurgicale et la 1ésion médullaire. Ns : non significatif
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DISCUSSION

L’objectif de ce travail a été de décrire et de valider un modele de traumatisme
médullaire comportant un syndrome d’immunosuppression (SCI-IDS) suivi d’une pneumonie
a Staphylococcus aureus, mimant ainsi le scénario observé en clinique. Nous avons dans un
premier temps validé notre modele de souris de lésion médullaire. Les résultats obtenus dans
ce modéle montrent d’une part une sensibilité plus importante des animaux a une pneumonie

a SASM et d’autre part une SCI-IDS caractérisée par :

une lymphopénie en lymphocytes T (CD3")

- une diminution de I’expression des molécules du CMH-II sur les cellules
dendritiques spléniques

- une diminution de production du TNF-a suite a la stimulation de cultures de sang
total par du LPS

- une augmentation de la production de I’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire),

- une augmentation d’expression de PD-1 (marqueur de 1’épuisement

lymphocytaire).

Dans un second temps, nous avons montré 1’efficacité du traitement par anticorps anti-
PD-1 sur la survie des souris avec une lésion médullaire suivie par une pneumonie a SASM.
Le blocage de la co-stimulation négative du récepteur PD-1 entraine un effet bénéfique sur la
stimulation de systéme immunitaire, comme la production d’IFN-y par les cellules NKT.
L’intérét de notre étude, utilisant un anticorps monoclonal bloquant anti-PD-1 qui cible un
checkpoint immunologique, a été de montrer que les thérapies innovantes actuelles en
cancérologie pourraient étre envisagées comme une nouvelle approche thérapeutique en
traumatologie, pour I’ensemble des traumatismes sévéres dans le but de prévenir les infections

secondaires.
1- Le modéle murin d’immunosuppression suite a une Iésion médullaire haute

Le modele de traumatisme médullaire est fréquemment utilisé pour étudier la réponse
immunitaire au niveau de la moelle épiniere. Seules quelques études ont utilisé ce modele de

traumatisme severe pour etudier 1’lIS post-traumatique et en reproduire les principales
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caractéristiques qui sont : une sensibilité accrue aux pneumonies, dans les premieres 24
heures suivant la lésion médullaire une diminution importante en nombre des monocytes, des
lymphocytes T et B, et une diminution de I’expression des molécules du CMH-II

(Montgomerie 1997 ; Campagnolo et al. 2008 ; Riegger et al. 2009 ;).

Au sein du laboratoire, le modéle murin de traumatisme par un choc hémorragique a été
le premier modéle d’étude de 1’lS post-traumatique (Roquilly et al. 2013). Dans ce modeéle,
I’IS induite par le choc hémorragique est caractérisée par une diminution de 1’expression de
I’ARNm TNF-a, une diminution de la production d’IFN-y et augmentation de la production
d’IL-10, et une diminution de I’expression des molécules du CMH-I1I. La mise en place de
nouveaux modeles de traumatismes séveres et fréquents, tel que la l1ésion médullaire semblait
étre une évidence pour étudier I’IS et la comparer aux données disponibles. Le modéle de
lésion médullaire aigué décrit dans ce travail réunit pour la premiére fois les principales
caractéristiques de I’'IS observée chez les patients traumatisés ou atteints de sepsis :

- Une sensibilité a une pneumonie a SASM
- A un temps précoce suivant le traumatisme médullaire, la présence d’une réponse
immunitaire inflammatoire (SIRS : syndrome de la réponse inflammatoire)
- A un temps tardif suivant le traumatisme, la présence d’une IS compensatrice de la
réponse inflammatoire (CARS : réponse anti-inflammatoire compensatrice)
Plusieurs critéres de la présence d’une IS sont aussi retrouvés dans le modéle et dans
I’ensemble des études de patients atteints de traumatisme médullaire ou d’autres
traumatismes :
- Présence d’une lymphopénie
- Diminution de I’expression des molécules du CMH-I1I
- Diminution de la production de TNF-a
- Augmentation de la production d’IL-10

- Augmentation de I’expression de PD-1
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J’ai fait une synthése de plusieurs études regroupant les criteres décrivant la présence
d’une IS chez les patients avec un traumatisme meédullaire, avec d’autres types de
traumatismes ou atteints d’un sepsis (Tableau 4), et dans les modéles murins du traumatisme

médullaire (Tableau 5).

Le modele de traumatisme cranien mis en place depuis peu au sein du laboratoire est un
modele plus simple, moins contraignant, plus rapide a effectuer et a mettre en place par
rapport au modéle de traumatisme médullaire. 1l complétera utilement le modéle de lésion
médullaire aigué pour 1’étude des pathologies aigués du systeme nerveux central entrainant
une IS. En effet, dans les suites du traumatisme cranien, les souris sont normales dans leur
comportement et leur déplacement. Il n’y a donc pas de contraintes liées au mode

d’alimentation ou d’accés a 1’eau contrairement au modéle de traumatisme médullaire.
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Tableau 4: Synthése des principales caractéristiques d’une immunosuppression retrouvés chez les patients avec un traumatisme médullaire, de multi-traumatisme, un traumatisme créanien,
une ischémie ou atteints d’un sepsis. (Mono : monocytes ; poly : polynucléaires)

Pneumonie

| Cellules immunes

| Molécules

Traumatisme médullaire (SCI)

(DeVivo et al. 1989)

1% cause de mortalité

(Cruse et al. 1992)

v fonction des lymphocytes T et cellules NK

(Montgomerie 1997)

21 des pneumonies

(Soden et al. 2000)

71 pneumonie

(Cotton et al. 2005)

2 du risque de pneumonie

(Campagnolo et al. 2008)

2 des lymphocytes T CD3* CD4*
N de la fonction des cellules NK

(Riegger et al. 2009)

N des monocytes, des lymphocytes T et B
2 des granulocytes

N HLA-DR

(Failli et al. 2012)

21 des pneumonies

(Laginha et al. 2016)

N\ de la fonction des cellules NK

Multi-trauma

(Muehlstedt, Lyte, and Rodriguez 2002)

2 des pneumonies

N HLA-DR 2 IL-10

(Timmermans et al. 2016)

2 des pneumonies

N TNF-aetIL-6 ~HLA-DR 2 IL-10

Trauma cranien

(Woiciechowsky et al. 1998)

NHLA-DR 2 IL-10

(Bronchard et al. 2004)

2 les pneumonies

Ischémie

(Chamorro, Urra, and Planas 2007)

| N des mono, des poly et des lymphocytes

| ™ IL-10

Sepsis

(Ertel et al. 1995)

N TNF-o et IL-6

(Boomer et al. 2011)

N des lymphocytes T et B

N HLA-DR

2 de PD-1 sur les lymphocytes T CD4*
2 PD-1L et PD-2L sur les cellules
dendritiques plasmacytoides

2 de CD69 sur les lymphocytes T
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Tableau 5: Synthése des principales caractéristiques d’une immunosuppression retrouvées dans des modéles de souris de traumatisme médullaire (SCI), mimant le scénario clinique.

Souris

Systéme
nerveux/Systéme
immunitaire

Pneumonie

Cellules immunes

Molécules

Traumatisme
médullaire (SCI)

(Riegger et al. 2007)

N des cellules dendritiques,

des monocytes, des
granulocytes, des
lymphocytes T CD8* et
lymphocytes B

N CMH-II

(Lucin et al. 2007)

2 de la Norépinephrine

(Lucin, Sanders, and
Popovich 2009)

N Poids/taille des rates

71 de ’apoptose

(Zhang et al. 2013)

2 de la Norépinephrine

N Poids/taille des rates

N des lymphocytes B

(Zha et al. 2014)

2 de la Norépinephrine

N de production d’IFN-y et de TNF-a par les
lymphocytes T CD8*

2 PD-1L sur les macrophages et les lymphocytes B

2 de PD-1 sur les lymphocytes T CD8+

(Brommer et al. 2016)

N du poids/taille des rates

A de la sensibilité
aux pneumonies

(Wang et al. 2016)

2 des MDSC qui ont la capacité de bloquer la
prolifération des lymphocytes T
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Nous avons choisi une approche manuelle de la section medullaire avec des ciseaux
placés entre deux vertebres, dans la région la plus communément étudiée entre les vertébres
T3 a T9, avec une incision faite par voie dorsale. La technique utilisée pour la lésion
médullaire ne permet pas de déterminer précisément la localisation de la section effectuée
entre les vertébres thoraciques T3 & T9. La rétraction des membres postérieurs, qui survient
tout de suite apres la lésion médullaire, permet seulement de confirmer que la section a bien
été effectuée. Dans la partie introduction, il a été décrit qu’une lésion traumatique au niveau
thoracique peut altérer le systeme nerveux sympathique (SNS), et en fonction du niveau de la
Iésion, I’innervation du SNS sur la rate peut étre interrompue. Récemment, Brommer et
collaborateurs. ont démontré qu’une lésion au niveau de la vertébre T9 n’entrainait pas
d’atrophie de la rate contrairement a une lésion au niveau T3 (Brommer et al. 2016). Dans
notre étude, une atrophie de la rate a été observée dans I’ensemble des animaux avec le
traumatisme médullaire, suggérant que la lésion a été effectuée plus prés de T3 que de T9. La
méthode chirurgicale pour la mise en place de la lésion médullaire que nous avons utilisée
permet une exécution rapide et simplifiée, avec une excellente reproductibilité de 1’atrophie
splénique par interruption de I’innervation sympathique. La mise en place ainsi que la

validation du modéle représente les deux-tiers du temps du projet de doctorat.

Deux especes bactériennes qui sont une cause majeure de pneumonies en soin intensif
chez les patients traumatisés, ont été évaluées : Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus. Le choix s’est porté sur Staphylococcus aureus. En effet, la mortalité des souris SCI
infectées a Pseudomonas aeruginosa (PAO1) était de 80%, et de « seulement » 50% pour les
souris SCI infectées a SASM. En plus d’étudier I’IS suite au traumatisme médullaire, un des
objectifs de ce travail était aussi d’étudier la présence de I’IS suite & une pneumonie apres un
traumatisme. Il était donc important que ’effectif des souris SCI vivantes suite a la
pneumonie reste suffisamment élevé. Enfin, si on considere la phase post-traumatique
précoce, Staphylococcus aureus est 1’une des premiéres causes de pneumopathie acquise a

1I’hdpital apres un traumatisme séveére.

93



L’objectif principal a été de déterminer le temps le plus approprié montrant la présence
d’une IS, réunissant un maximum des critéres qui lui sont caractéristiques. Plusieurs temps
ont été testés en post-opératoire, du plus précoce aux plus tardifs: 16h, 24h, 48h, 72h, 96h et
120h.

2- Résultats principaux

2.1 La validation du modele de traumatisme médullaire

Suite a un traumatisme séveére, il y a deux phases de réponse du systeme immunitaire :
la premiére phase consiste en une hyper activation du systeme immunitaire inné
correspondant au syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), la seconde phase a
pour but de restaurer I’homéostasie par une réponse immunitaire anti-inflammatoire (CARS)
(Oberholzer, Oberholzer, and Moldawer 2001; Osuchowski et al. 2006; Hotchkiss et al.
2009). Nous avons retrouvé cette dynamique de réponse du systéme immunitaire dans le

modele souris de Iésion médullaire aigué décrit ici.

Suite a un traumatisme séveére, la destruction cellulaire s’accompagne de la libération
de composants intracellulaires nommés « danger-associated molecular patterns » (DAMP) qui
vont directement stimuler les « pattern recognition receptor » (PRR), présents sur les cellules
de I’'immunité innée (Zhang et al. 2010). Cette reconnaissance initie la réponse immunitaire,
entrainant alors la maturation des cellules dendritiques avec une augmentation précoce de
I’expression des molécules CMH-II, de la production de cytokines pro-inflammatoires
notamment I’1L-12 par les cellules dendritiques et I'IFN-y par les cellules CD11c¢* spléniques
dans le modele de traumatisme médullaire présenté ici. Suite au traumatisme médullaire dans

notre modele, une réponse hyper-inflammatoire est mise en place de maniére précoce.

La pneumonie est I'une des principales causes de mortalité et de complications chez
les patients atteints de lésion médullaire (Failli et al. 2012), elle est associée a un mauvais
devenir neurologique. Lorsque la pneumonie est induite a un temps tardif, 3 jours post-

traumatiques, correspondant alors a la phase d’IS, on observe une survie de 50% des animaux
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traumatisés contre 80% chez des animaux sains. Cette IS a eté caracterisée par différentes

altérations du systéme immunitaire au niveau de 1’organe majeur lymphoide des souris :

une diminution du poids des rates

- une lymphopénie splénique

- une augmentation de la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10

- une diminution de I’expression de la molécule du CMH-II sur les cellules

dendritiques spléniques suite a la pneumonie.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer la lymphopénie retrouvée au cours de 1’IS
post-traumatique. Tout d’abord, il pourrait y avoir une migration massive des lymphocytes
spléniques vers le site de la lésion médullaire. Ou encore les lymphocytes spléniques ne
recevraient plus de message normal du systeme nerveux central suite au traumatisme
médullaire, les faisant migrer vers d’autres organes. La derniere hypothése serait que la
lymphopénie serait due & une augmentation de 1’apoptose des lymphocytes spléniques suite au

traumatisme.

Nous avons étudié cette derniere hypothéese par un marquage par immunofluorescence
des cellules de la rate par la caspase-3 sous sa forme active dans les groupes Sham et SCI
(Figure 38), post-opératoire. Le marquage des cellules en apoptose est principalement situé

dans la zone de la pulpe blanche, qui est composée de lymphocytes.
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Sham

Cellule
en apoptose

Pulpe
blanche

SCI

Pulpe
blanche

Cellules
en apoptose

Figure 38: Coupe histologique de rates de souris Sham et SCI 48 heures post-opératoires. En marron : marquage da la caspase 3
(forme active). Grossissement (x20)
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Figure 39: Nombre de cellules Caspase 3+ par champs analysé, dans les souris Sham et SCI 48 heures post-opératoires. 9
champs sont analysés par rate de souris, avec un grossissement (x20). ***p=0.0002 test non paramétrique de Kruskal-
Wallis.

Nous confirmons [’hypothése de la présence significative d’une apoptose
lymphocytaire dans les rates des souris SCI par rapport aux souris Sham, a 48 heures post-

opératoires (Figure 39).

Tout comme dans D’article de Chamorro et al, ’expression de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 augmente 48 heures aprés le traumatisme (Chamorro, Urra, and Planas
2007). Plusieurs travaux ont montré que 1’activation du SNS entrainait une augmentation de la
production d’IL-10 apres un stress aigu (van der Poll et al. 1996, Woiciechowsky et al. 1998).
Dans I’étude de van der Poll et collaborateurs., des patients sains ont été perfusés en continue
pendant 3 heures ou 24 heures avec de 1’épinéphrine, afin d’étudier son effet sur la réponse
immunitaire par la production d’une cytokine inflammatoire (le TNF-o) et anti-
inflammatoire (I’IL-10). Pour cela, les cellules mononuclées du sang (PBMC) de ces patients
ont été étudiées suite a une injection intra-veineuse de LPS in vivo, ou par la mise en contact
des cellules mononuclées sanguines avec du LPS in vitro. En temps normal, I’injection de
LPS sur les PBMC d’individus sains augmente la production de TNF-a. Suite a une
stimulation par ’adrénaline (épinéphrine), les cellules mononuclées sanguine diminuent leur
production de TNF-o et augmentent leur production d’IL-10 (van der Poll et al. 1996).

L’hypothése serait que dans notre modéle de traumatisme médullaire, la Iésion medullaire
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entrainerait un arrét du rétrocontréle négatif du systeme nerveux sympathique, et provoquerait

un relargage constant des catécholamines (comme la norépinephrine ou I’épinephrine

notamment) entrainant une réponse immunitaire anti-inflammatoire par une diminution de

I’expression du TNF-a et une augmentation d’IL-10.

Nous avons également observé une diminution de I’expression des molécules de CMH-II

pendant la phase d’IS. Deux hypothéses pourraient expliquer ce phénomeéne :

Fumeaux et collaborateurs. ont montré que les molécules du CMH-II sont
endocytées et retenues en intracellulaire dans les monocytes des patients atteints de
choc septique, et ce phénomene est partiellement médié par 1’IL-10 (Fumeaux et
al. 2002). Dans notre modéele murin de traumatisme médullaire, 1’IL-10 est
produite en grande quantité a partir de 48 heures suivant le traumatisme.
L’hypothése serait que dans le modele de traumatisme médullaire, I’IL-10
favoriserait le phénoméne d’endocytose du CMH-II et de sa retenue dans le
cytoplasme des cellules dendritiques.

Le phénotype des cellules dendritiques (DC) considérées comme matures
comporte une augmentation de la régulation de CD80, CD83, CD86 et les
molécules du CMH-1I (Sousa 2006). La stimulation du récepteur f2-AR sur les
DC inhibe la translocation vers le noyau du facteur de transcription NF-xB (Herve
et al. 2013). Or, NF-«xB est essentiel pour les cellules dendritiques matures car il
permet : une augmentation d’expression des molécules de co-stimulation CD80,
CD86 et CD40, I’'augmentation de la production de la cytokine IL-12 et une
augmentation de la capacité de cross-présentation (Yoshimura et al. 2001). Une
stimulation du récepteur B2-AR catécholergique entraine une diminution de
I’expression des molécules CD80, CD86, CD40. Dans le modele murin de choc
hémorragique, il est observeé une diminution du nombre de cellules dendritiques
matures (Roquilly et al. 2013). L’hypothése serait que la sur-activation des
récepteurs B2-AR sur les DC entrainerait une inhibition de la translocation du
facteur de transcription NF-xB entrainant a son tour une diminution des marqueurs
du phénotype mature des DC : CD80, CD86 et CMH-II. Il y aurait donc alors plus
de cellules DC avec un phénotype immature, d’ou une diminution de 1’expression

des molécules du CMH-II.
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La présence du syndrome d’IS tardif touche aussi le systeme immunitaire adaptatif, avec
une diminution de 1’expression d’un marqueur d’épuisement lymphocytaire T, PD-1. C’est
suite & ce dernier résultat que nous avons mis en place des essais d’immunothérapie par

anticorps anti-PD-1 dans notre modele de traumatisme médullaire.

2.2 PD-1 marqueur d’épuisement lymphocytaire T

Nos résultats sont concordants avec ceux retrouves chez les patients présentant un
sepsis sévere a Candida (Spec et al. 2015), ainsi qu’avec ceux de 1’étude de Zha utilisant un
modéle « souris » de traumatisme médullaire chronique (Zha et al. 2014) ; le récepteur PD-1
est surexprimé sur les lymphocytes T suite a un traumatisme sévére, tout comme dans notre
modele de souris de traumatisme meédullaire. Mais d’autres cellules que les lymphocytes T
peuvent présenter une modulation de 1’expression de PD-1. Par exemple 1’étude de Yao et al,
sur des souris avec une lésion médullaire, montre que la déficience en PD-1 induit une
polarisation des macrophages microgliaux vers un phénotype cellulaire pro-inflammatoire de
type M1 (Yao et al. 2014). Dans I’é¢tude de Huang et al, la surexpression de PD-1 joue un role
cl¢é dans I’altération de la fonction de phagocytose des macrophages et dans la modulation de
la clairance de pathogénes et la réponse inflammatoire innée au sepsis (Huang et al. 2009).
L’expression de PD-1 n’est pas toujours un signe d’altération des lymphocytes T, et il n’est
pas exclusivement un marqueur d’épuisement lymphocytaire T. Chez des individus sains, PD-
1 est impliqué dans des processus normaux de différenciation, de maturation et d’activation
des lymphocytes T (Marraco et al. 2015). L’expression de PD-1 n’est peut-étre pas un
marqueur suffisant a lui seul pour établir un « épuisement lymphocytaire » de mauvais
pronostic, et pour mettre en place une immunothérapie par anti-PD-1. La compilation de
plusieurs marqueurs d’épuisement lymphocytaire T chez un patient en analysant ses PBMC
par cytométrie en flux, pourrait étre la solution afin d’envisager une approche thérapeutique

individualisée.

D’autres marqueurs montrant le niveau hiérarchique d’épuisement lymphocytaire T
apres une lésion méedullaire ont été étudiés comme : ’apoptose globale de cellules immunes

spléniques, ou la diminution de I’expression de LAG-3. De plus, nous pourrions en paralléle
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analyser la production de la cytokine 1L-2, dont la diminution est un marqueur précoce

d’épuisement lymphocytaire T.
2.3 L’immunothérapie par anti-PD-1

Avec ce résultat de la surexpression de PD-1 sur les lymphocytes T dans les suites
d’une réponse inflammatoire induite par la Iésion médullaire, nous proposons une nouvelle
approche thérapeutique par immunothérapie visant a restaurer les fonctions de I'immunité
adaptative (lymphocytes T) en traumatologie. Cette immunothérapie a consisté a administrer
des anticorps anti-PD-1 aprés une lésion médullaire (SCI), ce qui a permis la restauration
d’une réponse immunitaire propice a la protection contre une infection a SASM, et donc une

amélioration de la survie des souris SCI infectées.

L’efficacit¢é de I’immunothérapie par I’anticorps anti-PD1 a été démontrée sur le
mélanome malin métastasé (Brahmer et al. 2010 ; Ott, Hodi, and Robert 2013). L’anticorps
anti-PD1 a aussi été étudié dans un modele de sepsis de souris, et des résultats ont montré que
cette thérapie permettait d’inverser le dysfonctionnement immunitaire lors de I’IS
(Brahmamdam et al. 2010; Chang et al. 2013 ; Hotchkiss, Monneret, and Payen 2013). Il est
intéressant de noter que I’immunothérapie a été débutée 24 heures apres la Iésion médullaire
aigué et apres la surexpression des molécules de PD-1 sur les lymphocytes T, dans notre
modele de traumatisme médullaire. Ces résultats concernant ’effet de I’anti-PD1 sur des
souris SCI complétent le travail de Brahmamdam et collaborateurs., qui a montré que les
anticorps anti-PD1 améliorent la survie des souris atteintes d’un sepsis sévere. En utilisant
une concentration d’anticorps de 10mg/kg d’anti-PD1 (Brahmamdam et al. 2010), nos
résultats montrent un effet néfaste sur la mortalité de nos souris SCI traitées, la mortalité plus
élevée par rapport aux souris SCI non-traitées, suite a une pneumonie a SASM. La
concentration de I’anticorps anti-PD1 a donc été réduite de cinquante fois (0,2mg/kg)
correspondant a la dose la plus faible testée dans les travaux d’immunothérapie en
cancérologie (Topalian et al. 2012 ; Harvey 2014). A cette concentration plus faible,
I’anticorps anti-PD1 a un effet bénéfique en améliorant la survie des souris SCI, suite & une
pneumonie a SASM. Notre étude montre bien I’importance de 1’effet dose en immunothérapie

dans le cas de I’inhibition de PD-1 en traumatologie. Des doses intermédiaires d’anticorps
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anti-PD-1 pourraient étre évaluées dans notre modeéle de traumatisme médullaire afin de

connaitre la dose idéale pour une efficacité optimale.

Concernant la surmortalité avec la forte dose d’anticorps anti-PD1, 1’hypothése
soulevee est qu’a cette dose de 10mg/kg la majorité des interactions entre PD-1 et ses ligands
seraient bloquées, ayant alors pour conséquence la sur-activation des cellules immunitaires,
accentuant le phénomene de réponse pro-inflammatoire déja présent au temps ou le traitement
est débuté, soit 24 heures apres le traumatisme medullaire. Nous ne ferions que prolonger le
temps de la réponse hyper-inflammatoire suite au traumatisme médullaire et une fois le
traitement terminé afin de retourné vers une homéostasie immunitaire I’IS serait alors plus
importante. Les animaux traités a cette dose meurent probablement d’un dysfonctionnement
de la réponse immunitaire face a la pneumonie, suite a une réponse hyper-inflammatoire du
systeme immunitaire trop longue engendrant une réponse anti-inflammatoire importante

augmentant I’amplitude de I’IS.

L’efficacité du traitement par immunothérapie de 1’épuisement lymphocytaire peut
étre améliorée par la combinaison de plusieurs immuno-modulateurs comme 1’anti-PD1 avec :
I’anti-CTLA-4, I’anti-PD-1L (Ott, Hodi, and Robert 2013; Binder and Schreiber 2014), ou
I’anti-LAG-3 (Woo et al. 2012). Des combinaisons similaires ont été étudiées dans un modele
murin de sepsis fongique (Chang et al. 2013). Dans cette étude, les auteurs ont travaillé sur un
modele de sepsis double hit avec un CLP (cecal ligation and puncture), consistant a ligaturer
et perforer deux fois le caecum avec une aiguille. Une infection a Candida albicans a été
pratiquée 3 jours apres. Quarante-huit heures apreés le second hit, les animaux ont été traités
par un anticorps anti-PD-1, ou anti-PD-1L ou anti-CTLA-4. Ces traitements ont pour
conséquence un bénéfice sur la survie des animaux car ils augmentent la production d’TFN-y
et d’IL-6 (cytokines pro-inflammatoires) et 1’expression des molécules du CMH-1I. De
récents résultats ont montré un meilleur effet de I’anti-PD1 contre I’IS in vitro avec les co-
stimulateurs d’activation des lymphocytes T qui sont : I’'IL-7 chez des patients atteints de
sepsis séveres in vitro (Monneret and Venet 2012), et I’'IL-15 dans des modéles de souris
atteintes de sepsis (Inoue et al. 2010). Comme le suggére Hutchins et collaborateurs. , ces co-

stimulateurs pourraient potentialiser la réponse immunitaire chez des patients
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immunodéprimés mais les modalités d’utilisation de ces molécules, aux effets secondaires
potentiellement sévéres, reste encore a déterminer (Hutchins et al. 2014). Dans notre modeéle
de traumatisme médullaire, nous pourrions tester si I’ajout d’IL-7 ou d’IL-15 avec I’anticorps
anti-PD-1 aurait un meilleur effet sur la restauration de la réponse immunitaire contre une

pneumonie a SASM, et donc une augmentation de la survie des animaux traumatisés.

Nous nous sommes intéressés a l’effet de I’anticorps anti-PD1 sur le phénomene
d’épuisement lymphocytaire T, et plus particuliérement sur la restauration de 1a production de
I’IFN-vy, cytokine qui joue un réle important dans la lutte contre les infections virales mais
également bactériennes. Comme dans 1’étude de sepsis fongique de Chang et al,
I’immunothérapie par anti-PD1 entraine une augmentation de la production de I’IFN-y par les
lymphocytes spléniques (Chang et al. 2013). De maniére intéressante, nos résultats montrent
que les cellules NKT jouent un rdle critique suite au traitement par 1’anticorps anti-PD-1, qui
leur permet de restaurer leur capacité a produire de I’'IFN-y (Wong et al. 2011).

Dans notre modele souris de traumatisme médullaire suivi par une pneumonie & SASM,
I’objectif du traitement par D’anticorps anti-PD-1 était de rétablir une réponse pro-
inflammatoire et les cellules NKT pourraient jouer un réle majeur. Les cellules iNKT, par leur
production d’IFN-y, vont augmenter les capacités de phagocytose des macrophages et la
clairance bactérienne. La production d’IFN-y va induire I’expression des molécules du CMH-
| et CMH-II sur les cellules présentatrice d’antigénes (Keskinen et al. 1997 ; Ulevitch et al.
1991), permettant ainsi d’activer les lymphocytes T dans le but d’avoir une réponse pro-
inflammatoire permettant d’éliminer le pathogéne responsable de la pneumonie. Dans 1’étude
de Chang et collaborateurs. Utilisant un modéle de souris de mélanome métastasique,
I’anticorps anti-PD-1 est administré un jour avant I’injection d’aGalCer (agoniste spécifique
permettant de stimuler les cellules iNKT) sur I’ensemble des splénocytes. L’anticorps anti-
PD-1 permet dans ce modéle de restaurer la fonction des iINKT en augmentant leur sécrétion
de cytokines IFN-y, IL-2 et IL-4, et leur fonction anti-tumorale (Chang et al. 2008). 1l serait
intéressant de regarder dans notre modéle de lésion médullaire si I’'immunothérapie module la
production des cytokines IL-2 et IL-4 par les cellules NKT. La sécrétion d’IL-2 permet la
prolifération des lymphocytes T et leur activation. L’anticorps anti-PD-1 pourrait restaurer
une réponse pro-inflammatoire par I’intermédiaire des cellules iNKT via les phénomenes

précédemment cites.
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Il est probable que I’anticorps anti-PD-1 permet de restaurer les capacités des cellules
NKT a détecter les infections aprés une 1ésion médullaire. Avec la faible dose d’anti-PD1, il
n’y a pas d’augmentation de la proportion des lymphocytes et des cellules dendritiques de la
rate tels qu’ils sont décrits dans les résultats de Brahmamdam et al. Nous pourrions envisager
dans un futur proche de tester des doses intermédiaires de D’anticorps anti-PD1, afin
d’observer des effets plus importants sur 1’augmentation des cellules immunes de la rate et sur

la réponse inflammatoire, dans notre modele de traumatisme médullaire chez la souris.
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3. Perspectives

Ces travaux ouvrent la voie sur 1’évaluation de 1’effet dose de I’'immunothérapie qui doit
étre adaptée au type de traumatisme, et a chaque individu. Une étude de Guignan et
collaborateurs. a montré qu’il existait une corrélation entre 1’augmentation de I’expression de
PD-1 et la mortalité des patients avec un choc septique (Guignant et al. 2011). Par la suite, il
s’est avéré que dans le cas de sepsis, de meilleurs résultats étaient obtenus pour prédire la
mortalité des patients avec 1’expression de PD-1L sur les monocytes, et non de PD-1 sur les
lymphocytes (Monneret, Gossez, and Venet 2016). Des études cliniques chez des patients
atteints de sepsis sont envisagées avec un traitement par immunothérapie par anti-PD-1L.
Mais une fois de plus, il faudra adapter la dose ainsi que le traitement en fonction du patient.
A T’avenir, ces molécules pourraient étre un biomarqueur évaluable par cytométrie en flux,
permettant d’identifier une déficience immunitaire d’un patient aprés un traumatisme. LeS
anticorps monoclonaux bloquants ces molécules inhibitrices seraient des candidats idéaux
pour une immunothérapie par des molécules constituant des « checkpoints » contrdlant
I’homéostasie immunitaire. Ces biomarqueurs (CTLA-4, PD-1, PD-1L, LAG-3, IFN-y, IL-2)
pourront peut-étre étre généralisés a I’ensemble des traumatismes séveres pour identifier un
¢tat d’épuisement lymphocytaire T permettant la mise en place rapide d’'une immunothérapie
correctrice. Enfin, d’autres résultats concernant I’immunothérapie dans le cas du sepsis,
suggerent un meilleur effet de I’anticorps anti-PD1 pour lutter contre 1I’IS en présence de
cytokines co-stimulateurs de D’activation des lymphocytes T telles que I’IL-7 et IL-15,
(Hutchins et al. 2014).

En parallele, ces travaux permettent d’envisager de nouvelles études sur 1’effet direct ou
indirect de 1’anti-PD-1 sur les cellules NKT, a partir du modéle murin de traumatisme
médullaire ou avec les autres modeles de traumatisme sévere qui existent au sein du
laboratoire. L’effet direct de I’anticorps anti-PD-1 sur les cellules NKT sera évalué ex vivo de
la maniére suivante: en isolant les cellules NKT du foie de souris SCI par billes
magnétiques, ou en utilisant un trieur, puis en les mettant en culture avec de I’'TL-2 et en
présence ou non d’anticorps anti-PD-1.L’effet indirect de 1’anticorps anti-PD-1 par

I’environnement cellulaire sur les cellules NKT sera évalué ex vivo en prenant I’ensemble des
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cellules immunitaires du foie pour les mettre en culture en présence ou non d’anticorps anti-
PD-1. Dans les deux cas nous étudierons la réponse pro-inflammatoire par la production
d’IFN-y.

D’autres travaux en paralléle pourront étre effectues pour étudier le lien entre le systéeme
nerveux central et le systtme immunitaire suite a un traumatisme sévere. Les niveaux des
catécholamines pourront étre analysés chez nos souris SCI, et des antagonistes des récepteurs
B2-adrénergiques pourront étre testés pour savoir s’ils ont des conséquences sur la restauration
d’une réponse inflammatoire par la production de cytokines TNF-a ou IFN-y. Des tests sur
I’effet des catécholamines sur la modulation de 1’expression des molécules du CMH-I11 sur les

cellules dendritiques pourraient étre réalises.

Une autre étude pourrait étre faite sur le r6le du microbiote dans le traumatisme
médullaire. Avec 10 fois plus de bactéries que de cellules eucaryotes composant le corps
humain, le microbiote joue un réle majeur dans I’interaction avec son hote. Il est de plus en
plus étudié¢ dans les maladies humaines, car son rdle s’est révélé étre trés important dans son
interaction avec son environnement. L’étude de Gungor et collaborateurs. a montré que les
patients atteints d’une lésion médullaire, qui présentent fréguemment des dysfonctionnements
du systeme gastro-intestinal, avaient un important changement dans leur composition de leur
microbiote intestinal (Gungor et al. 2016). Les bactéries Firmicutes et Bacteroides ssp sont le
phylum le plus prédominant dans I’intestin. Ils fermentent des polysaccharides et générent des
métabolites comme le butyrate, I’acétate ou le propionate qui peuvent étre utilisés comme
énergie par 1’hote. Le butyrate est 1’acide gras a chaine unique qui a des effets sur la
modulation de la croissance et la différenciation des cellules épithéliales, et la fonction
immunitaire (Arpaia et al. 2013). Les phylums producteurs de butyrate sont spécifiguement
réduits chez les patients atteints de traumatisme medullaire (Gungor et al. 2016). L’hypothése
émise est que le microbiote aurait un réle central dans le dysfonctionnement immunitaire
aprés un traumatisme médullaire. D’ailleurs Li et collaborateurs. , ont traitées un patient
atteint d’un sepsis sévere par transplantions de microbiote fecal d’un donneur sain (Li et al.

2015).

En cancérologie, des études ont montré que des bactéries commensales comme

Bifidobacterium associée a I’immunothérapie par anti-PD-1L facilitait 1’efficacité anti-
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tumorale du traitement (Sivan et al. 2015). L’efficacité de I’'immunothérapie par anti-CTLA-4
chez des souris avec un mélanome était modifiee par la composition du microbiote, et plus
particuliérement par 1’espéce bactérienne Bacteroides fragilis ou Bacteroides thetaiotamicron
(Vétizou et al. 2015). L’administration de ces bactéries chez ces souris modifie I’activité de
I’anti-CTLA-4, et réduis la réponse inflammatoire initié par cet anticorps dans ’intestin. Il
serait intéressant d’étudier I’impact d’une transplantation fécale d’un donneur sain dans le

modéle de souris de lésion médullaire avec ou sans immunotherapie.
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ABSTRACT

Objective: In patients with spinal cord injury (SCI), SCI-immune depression syndrome (SCI-
IDS) induces pneumonia. We aimed to develop a new SCI-IDS mouse model and to test anti-
PD-1 therapy.

Design: Experimental study

Setting: Research laboratory

Subjects: RjOrl: SWISS and BALB/cJ mice

Interventions: Mouse model of SCI-IDS followed by a methicillin-sensitive Staphylococcus
aureus (MSSA) pneumonia. Lung injuries were assessed by histological analysis. Membrane
markers and intracytoplasmic cytokines were assessed by flow cytometry. Cytokine
production was assessed by quantitative polymerase chain reaction (mMRNA), and ELISA
(protein). Animals were treated with blocking anti-PD-1 antibodies (IP injection).
Measurements and Main Results: SCI mice were more susceptible to MSSA pneumonia
(increased mortality rate). An early inflammatory response was observed in SCI mice
characterized in lungs by a decreased % of aerated tissue, an increased production of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a). In spleen, an increased expression of major
histocompatibility complex class 11 (MHC-11) molecules on dendritic cells, and an increased
production of pro-inflammatory cytokines (IL-12, IFN-y) was observed. Following this
pulmonary and systemic inflammation, SCI-IDS was observed in spleens as acknowledged by
a decrease of spleen’s weight, a lymphopenia, a decrease of MHC-II expression on dendritic
cells. An increase of IL-10 production, and the increase of a cell exhaustion marker
expression, programmed cell death 1 receptor (PD-1) on T-cell were also observed. Blockade
of PD-1 molecules, improved survival of SCI infected mice and enhanced IFN-y production

by NKT cells as well as number of viable CD4" T cells.
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Conclusions: this model of SCI in mice mimics a clinical scenario rendering animals prone to
a secondary pneumonia. We show for the first time an acute T-cell exhaustion-like
phenomenon following an initial inflammatory response. Finally, inhibition of exhaustion
pathway should be considered as a new therapeutic option to overcome SCI-IDS and to

decrease the rate of nosocomial pneumonia.

Keywords: spinal cord injury; trauma; immunosuppression; immunotherapy; programmed

cell death 1 receptor; PD-1

Total words count; 2992
Total words count in abstract: 298

Total number of figures: 5
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INTRODUCTION

Nosocomial infections are the leading causes of death in the post-acute phase following spinal
cord injury (SCI) (1). SCI induces a severe initial systemic inflammatory response followed
by an intense period of immunosuppression which is recognized as an independent risk factor
for infection (1, 2). Studies in human and rodent SCI models have already investigated the
specific immunosuppression encountered after SCI which is called SCI-induced deficiency
syndrome (SCI-IDS) (3). However, few data have been published concerning the
consequences of SCI-IDS especially in regard to the leading cause of infectious complications
which is bacterial pneumonia (4). SCI-IDS is characterised by the following features:
decreased ability of monocytes to present antigens as assessed by the loss of membrane
expression of MHC-II molecules (3, 5), lymphopenia (6, 7) and increased anti-inflammatory
cytokine IL-10 production (8). Recently, it was also demonstrated that SCI-IDS may involve
an up-regulation of inhibitory proteins with an increased membrane expression of
programmed cell death 1 receptor (PD-1, exhaustion marker) in chronic SCI (9).

PD-1 is a member of the B7-CD28 family (10) which interacts with two ligands PD-L1
and PD-L2 (11) to inhibit T-cell activation and proliferation (12).

Blocking PD-1 and PD-L1 or 2 could be a new treatment to boost immunity in patients
hospitalized in intensive care units (13, 14). Indeed, anti-PD-1 antibody was able to reverse
sepsis-induced immunosuppression and to improve survival in bacterial and fungal sepsis
mouse models (15, 16).

In the present report, we describe a new easy-to-perform model of SCI-IDS with
subsequent bacterial infection to mimic a clinical scenario and propose new therapeutic
options. Finally, we evaluated whether blocking antibodies against PD-1 administered after

SCI could restore immune homeostasis and enhance the survival rate.
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MATERIALS AND METHODS

Full details are available in the supplemental material.

Animals

SWISS and BALBc female mice (17-20g) were purchased from Janvier Laboratory (France).
The mice were maintained on a 12h light/dark cycle with free access to food and water.
Spinal Cord Injury (SCI) and Sham Procedure

A medullar section was mechanically performed between the T3-T9 vertebrae. Except for the
medullar section, Sham mice underwent the same surgical procedure as the SCI mice. The
skin was closed by applying simple interrupted sutures. All of the procedures were performed
under aseptic surgical conditions.

Pneumonia Procedure

Pneumonia was induced by methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) (ATCC 29213 strain)
as previously described (17, 18), calibrated at 7.0 McF and concentrated ten times. Bacterial
concentration was controlled by quantitative culture.

Histological Analysis

Lungs were removed and immediately placed in 4% formalin. Tissues were stained with HPS
and analysed by NDP view software. For each histological section, eight fields of view were
collected and analysed by SIOX (Single Integrative Object Extraction) with Fiji software
(wwwe.fiji.sc). The tissue signal (foreground) was extracted from the alveolar space and blood
vessels (background) using Fiji. The tissue percentage was calculated from the number of
tissue pixels as a percentage of the total image pixels (17, 19).

Bacterial Growth and Dissemination
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Lungs and spleen were mechanically homogenised in 1 ml of sterile isotonic saline. Serial
dilutions were performed and cultured at 37°C on Chapman medium. After 48 hours of
incubation, colonies were counted and results expressed as logio CFU per gram/organ.

Lung and Spleen Homogenates for ELISA and Determination of Cytokine Levels

Homogenates were prepared as previously described (19). TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-10,
(eBioscience affymetrix, Paris, France) and KC (R&D Systems, Lille, France) were quantified
by ELISA. Protein concentration in each sample was determined using the BCA protein assay
kit (Pierce, Rockford, IL).

RT-Polymerase Chain Reaction

Splenic CD11c cells were isolated on separation magnetic columns (Miltenyi Biotec, Paris,
France). The total RNA of splenic CD11c" cells was isolated in Trizol reagent (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France).

Spleen Cell Suspension

Splenic cells were isolated as previously described (19).

Flow Cytometry Antibodies and Phenotypic Analysis

All sample were prepared as previously described (19). BALBc mice were used only for
MHC-II experiments. Cells were analysed using the BD LSRII flow cytometer and were
quantified using Flow Jo software (Treestar, Ashland, OR, USA). Dead cells were excluded
by fixable viability dye eFluor780 antibody from eBioscience.

Anti-PD-1 Antibody Immunotherapy

Anti-PD-1 antibody or rat Ig2a isotype were used at 0.2 mg/kg for all of the experiments
except for two survival experiments at 10 mg/kg (Clone RMP1-14 BioXCell, Euromedex,
Souffelweyersheim, France). Antibodies were administered by intraperitoneal route once a

day for 48 hours after surgical trauma.
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RESULTS

Clinical Evaluation of SCI in Mice

A MRI of a normal spinal cord (Sham mouse without dislocation) is presented in
Supplemental Fig. S1IA. SCI mice were subjected to a dislocation between the T3 and T9
vertebrae, supported by the presence of a haematoma in the MRI shown in Supplemental Fig.
S1B. Clinical success of the procedure for SCI was defined by the existence of bilateral
paraplegia.

SCI Increases the Mortality rate of MSSA Pneumonia

Two different time points (Days 1 and 3) were studied. Mouse survival was determined for 10
days (240 hours) after injury (Fig. 1). A significant difference in the mortality rate between
the Sham and SCI groups (20% and 50% respectively) was observed when MSSA pneumonia
was induced 3 days after SCI (Fig. 1B). Considering these results, MSSA pneumonia was
always induced 3 days after SCI in subsequent experiments.

SCI Induces an Early Inflammatory Response

SCI Alone does not modify the Inflammatory Response in Lungs

The aerated lung (Supplemental Fig. S2A) was not different between the Sham and SCI
groups (Fig. 2A, left panel). TNF-a, IL-1p and KC were under the detection limit of the
ELISA kit in the Sham and SCI groups (data not shown).

SCI Increases the Inflammatory Response in Lungs after MSSA Pneumonia

After MSSA pneumonia, the aerated lung was reduced at 24 hours in SCI compared with the
Sham mice (Fig. 2A, right panel), and this was not correlated with a bacterial burden
(Supplemental Fig. S2B). There was a significant increase of TNF-a in SCI mice compared

with the Sham group 6 hours after MSSA infection (Fig. 2B). 1l-1B and KC were not different
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in the Sham and SCI groups (data not shown). These data indicate that SCI acts as a trigger
that increases the inflammatory response after secondary MSSA pneumonia.

SCI Increases the Inflammatory Response in the Spleen

The formation of peptide-MHC class Il complex is boosted by inflammatory stimuli that
induce the maturation of dendritic cells (DC) (21). In non-infected animals, the expression of
MHC-II molecules increased on splenic DC in SCI compared with the Sham mice (Fig. 3A,
the gating strategy is presented in Supplemental Fig. S3). IL-12 mRNA was also increased in
SCI compared with the Sham group 6 hours after surgery (Supplemental Fig. S4). Following
this increase in IL-12, IFN-y mRNA was significantly higher at H24 in SCI compared with
the Sham group (Fig. 3B).

The Initial pro-inflammatory Response is followed by a SCI-IDS in Spleens after
SCI

Immunosuppression Response after SCI

We have previously described the role of IL-10 in the post-traumatic dysfunction of NK
cell/DC interactions in acute conditions (22). We have now found that IL-10 levels (MRNA
and protein) were significantly upregulated at H48 in the SCI group (Supplemental Fig. S5A,
and Fig. 4A). SCI spleen weight (Supplemental Fig. S5B) as well as spleen size
(Supplemental Fig. S5C) and the number of viable splenic T cells were decreased 72 hours
after SCI (Supplemental Fig. S5D). Overall, these results show an impairment of immune
functions.

Consequences of SCIl-induced Immunosuppression after MSSA-induced
Pneumonia

SCI Induces a Shift toward Higher IL-10 Production and a Decreased Expression of
MHC-I1 Molecules on Splenic DC Cells
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To further understand the role of the SCI-IDS, IFN-y and IL-10 protein production was also
analysed in total spleen after MSSA infection. The level of IL-10 was significantly higher
whereas the production of IFN-y remained dramatically low in the SCI group compared with
the Sham group from H48 to H120 (Supplemental Fig. S6A and B).
After MSSA pneumonia, the expression of MHC-class Il molecules was dramatically
decreased on splenic DC cells in SCI compared with Sham mice (Supplemental Fig. S6C).
T-cell Exhaustion after SCI
Activation of exhaustion pathways was first described in chronic virus infections and in
cancer (23, 24), conditions in which a chronic inflammatory response is observed. An initial
inflammatory response was also noted in our experiments (see above). We therefore evaluated
T-cell exhaustion in our model.
PD-1 is Upregulated on Splenic T Lymphocytes
The percentages of T lymphocytes and NK cells in lymphocyte cells were not different
between the SCI and Sham groups (data not shown). Afterwards, we studied the expression of
markers for maturation (KLRGL1), activation (CD69) and exhaustion (PD-1), and no
differences were observed on NK cells (data not shown).

In CD3" T-cells, KLRG1 expression (maturation marker) was not different in the Sham
and SCI groups (data not shown). Nevertheless, CD69 expression (activation marker) on T-
cells increased significantly in the SCI group (Supplemental Fig. S5E). Finally, and as
recently demonstrated in chronic thoracic SCI (9), the percentage of splenic T lymphocytes
expressing PD-1 significantly increased in the SCI mice (Fig. 4B).
Immunotherapy by anti-PD-1 Antibody Improves Outcome

Blocking PD-1 Pathway Decreases Mortality in SCI Mice
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Since PD-1 was upregulated on T lymphocytes after SCI, we investigated the effect of a
blocking anti-PD-1 antibody (Supplemental Fig. S7A). We first used a dose of 200ug per
mouse (10 mg/kg) (15, 16), and there was a trend toward a lower survival rate in the SCI-
treated mice compared with the SCI mice left untreated (Fig. 5A). With a lower concentration
(25) of anti-PD-1 antibody (4pg per mouse, 0.2 mg/kg), treatment led to a significant
improvement in the survival rate of the SCI mice (Fig. 5A).

Anti-PD-1 Antibody Increased the % of IFN-y* NKT Cells in SCI Mice

The percentage of CD4" T lymphocytes and CD8" NKT cells among viable T and NKT cells
respectively (the gating strategy is presented in Supplemental Fig. S8) was enhanced with
anti-PD-1 treatment (Supplemental Fig. S7B and Fig. 5B). The treatment had no effects on the
other cell populations (data not shown). Finally, the percentage of IFN-y" NKT cells increased
significantly in the SCI mice treated with anti-PD-1 antibody (Supplemental Fig. S7C), and
there was also a trend toward an increase in IFN-y* CD8" NKT cells (Supplemental Fig.

S7D).
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DISCUSSION

In the present study, we validated a new SCI-IDS mouse model mimicking the clinical
scenario of an SCI patient. Our results provided evidence that the expression of PD-1
increased on T lymphocytes after SCI. Blockade of PD-1 molecules during SCI-IDS
improved the survival of the SCI-infected mice and restored IFN-y production by NKT cells.

Since SCI patients are generally healthy and young, they should mount a robust immune
response to injuries but it is now widely accepted that they display an SCI-IDS consecutive to
injury (5). SCI-IDS has been proposed as a compensatory response to protect the spinal cord
from the deleterious effects of an overwhelming local inflammatory response. However,
excessive activation of the anti-inflammatory pathways increases susceptibility to nosocomial
pneumonia, one of the leading cause of death and of poor neurological outcome after SCI
(26). Few studies have documented the mechanisms and patterns of this specific
complication.

The sympathetic nervous system (SNS) can regulate the functions of the immune system
through the release of norepinephrine (27). In the present experiments, atrophy of the spleen
was observed in all of the animals, suggesting that SCI was performed near T3 rather than at
the T9 level. Indeed, no spleen atrophy was observed at the T9 level in a mouse model of SCI,
contrary to the T3 level ().

A rapid and dramatic decrease in monocytes, DC, T and B lymphocytes was
demonstrated in the SCI patients within 24 hours after SCI (5). These alterations were
observed for at least 1 week, the period in which we and others observed bacterial pneumonia
in SCI patients (4, 28). Our model should be close to the clinical situation since we observed a
SCI-IDS (down-regulation of MHC Class Il molecule, lymphopenia, increased IL-10,

increased expression of PD-1, high susceptibility to pneumonia).
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The first studies on T-cell exhaustion were performed during chronic infection with
LCMV or HIV, where PD-1 is upregulated on CD8" T-cells and T-cells become highly
sensitive to apoptosis whereas they alter their capacity to proliferate (29, 30). T-cell
exhaustion is therefore a process in which the T-cells lose their ability to kill cancer cells or
pathogen-infected cells. More specifically, T-cell exhaustion is characterised by a
downregulation of IL-2, IFN-y and TNF-a production, and an upregulation of the inhibitor
molecules expression such as PD-1 and lymphocyte activation gene 3 (LAG-3) in a
hierarchical manner (31). It has already been demonstrated both in sepsis patients (32) and in
an SCI mouse model (9) that PD-1 is up-regulated on splenic T lymphocytes. Another study
in a mouse model of SCI showed that a PD-1 deficiency induced the polarization of
macrophages/microglia to the M1 phenotype (33). It is important to consider that increased
expression of PD-1 on T cells occurs in circumstances for which a chronic antigen stimulation
leading to inflammatory response such as viral infection or cancer is present. In accordance
with this hypothesis, we first found an initial inflammatory response in the lungs and DCs of
SCI mice.

Immunotherapy against "exhaustion molecules” i.e. PD-1, PD-L1 or CTLA-4 was
recently used with success in cancer (34, 35) and, it is now widely accepted that blockade of
exhaustion molecules expressed on the cell membrane may restore T-cell functions. This
feature appears to be clinically relevant in our murine model since specific blockade of PD-1
improved the outcome of mice with SCI complicated by MSSA pneumonia.

In the context of ICU pathologies, anti-PD-1 antibodies reversed immune dysfunction in
a CLP sepsis model (15) and in a fungal sepsis model (16). The present study complements
the work of Brahmamdam et al. who noted that anti-PD-1 antibody improved the survival rate

in a mouse model of sepsis. With an injection of 10mg/kg of anti-PD-1 antibody per mouse
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(15), the mortality rate was higher in SCI mice than in mice left untreated. Survival was
improved when the anti-PD-1 antibody concentration was reduced fifty times (25). These
results show the importance of the dose used and underline the fact that blocking immune
checkpoint may lead to severe side effects (36).

Interestingly, our data suggest for the first time that splenic NKT cells are the major
producer of IFN-y following anti-PD-1 antibody therapy which is essential for monocyte and
macrophage functions. Considering their fast activation and recruitment, innate lymphoid
cells (ILCs) as NKT cells are primarily involved in the defence of the host against acute
stresses including CNS injuries and infections (37, 38). NKT cells present a repertoire of T-
cell receptors which is CD1d-restricted. NKT cells reside and patrol in the vasculature of the
spleen and liver in mouse (37). When stimulating NKT cells, in vivo, these cells can produce
large amounts of IFN-y. Considering the intravascular localization of NKT, these cells are
good candidates to detect distant tissue injury and to participate in systemic
immunomodulation (39). In this setting, Wong et al. demonstrated in a mouse model that
INKT cells are critically involved in the systemic immunosuppression following stroke (40).
The current results confirm the importance of NKT cells by showing that anti-PD-1 antibodies
improve the survival rate of SCI-IDS treated mice probably through an enhancement of IFN-
v" NKT cells and of CD4" T cells. IFN-y is a critical modulator in both innate and adaptive
immune responses including MHC-1 and MHC-II antigen presentation and CD4" T-helper
response. Moreover, IFN-y was an important mediator for defence against Staphylococcus
pneumonia in a mouse model of pneumonia (41). The alteration of IFN-y production may
therefore contribute to the impaired capacities of SCI mice to fight against infection, and we
propose that blocking PD-1 antibodies will restore the capacities of NKT cells to produce

IFN-y.
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Conclusions

The present results show that blockade of the negative co-stimulatory molecule PD-1
improved survival in a spinal cord injury mouse model probably through an increase of IFN-y
production by NKT cells. If studies in different models of trauma show its efficacy, clinical
trials with anti-PD-1 antibody should be conducted in trauma patients in an attempt to
decrease the rate of secondary bacterial pneumonia, a major cause of morbidity and mortality

after SCI.
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Legends of figures

Figure 1: Survival of Spinal Cord Injury mice after MSSA pneumonia. (A) Survival of
SCI animals, MSSA pneumonia induced 1 day after SCI. (B) MSSA pneumonia induced 3
days after SCI. Data are representative of three independent experiments (each group, n = 10).
Sham, mice with surgical procedure without medullar lesion; SCI, spinal cord injury mice
with surgical procedure and medullar lesion; MSSA, methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus. (B) Right panel, *P = 0.04 log-rank test.

Figure 2: Lung inflammation after MSSA pneumonia. (A) Percentage of aerated lung non-
infected mice 24 hours and 48 hours after surgery, and MSSA-infected mice 24 hours and 48
hours after infection (corresponding to H96 and H120 after surgery respectively). n = 8 fields
per mouse (3-5 animals/group). (B) TNF-a production during MSSA-induced pneumonia at
H6, H24, and H48 post-infection. Data are representative of two independent experiments
(each group, n = 5). Sham, mice with surgical procedure without medullar lesion; SCI, spinal
cord injury mice with surgical procedure and medullar lesion; MSSA, methicillin-susceptible
Staphylococcus aureus; ns, not significant. (A) ***P = 0.0002 and (B) *P = 0.0292 Mann-
Whitney non-parametric test; (B) ###P = 0.0006 Kruskal-Wallis non-parametric test;

Figure 3: Inflammatory response in spleen of non-infected SCI mice. (A) Geometric
Mean Fluorescent Intensity (QMFI) of MHC-II molecules on splenic CD11c"9" MHC-II*
dendritic cells in non-infected Sham and SCI mice, H16 after surgery (each group, n = 6). (B)
MRNA expression of IFN-y in Sham and SCI mice at H6, H24 and H48 after surgery (each
group, n = 3). Data are representative of three independent experiments. Sham, mice with
surgical procedure without medullar lesion; SCI, spinal cord injury mice with surgical

procedure and medullar lesion; MHC-II, Major Histocompatibility Complex class 1l
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molecule. (A) **P = 0.0025 and (B) **P = 0.0095 Mann-Whitney non-parametric test; (B)
####P < 0.0001 Kruskal-Wallis non-parametric test; (B) *P < 0.05 & **P < 0.01 Post-hoc
Dunn’s test for comparison between 2 groups.

Figure 4: Markers of SCI-IDS in spleen of non-infected SCI animals. (A) IL-10
production in the spleens of non-infected Sham and SCI mice at H24, H48, H72, H96 and
H120 after surgery (each group, n = 6). (B) Percentage of PD1* T-cells, in Sham and SCI
mice. n = 9-12 in Sham and SCI groups. Data are representative of two independent
experiments. Sham, mice with surgical procedure without medullar lesion; SCI, spinal cord
injury mice with surgical procedure and medullar lesion. (A) **P = 0.0022 and (B) PD-1
***P = 0.0010 Mann-Whitney non-parametric test; (A) ##P = 0.0011 for Sham group and
##P = 0.0066 for SCI group with Kruskal-Wallis non-parametric test.

Figure 5: Survival of mice treated with anti-PD-1 antibody and effects of
immunotherapy on splenic Natural Killer T lymphocytes (NKT). (A) Susceptibility of
SCI mice treated with anti-PD-1 or isotype control to MSSA infection with high dose of
antibody with 10mg/kg (200pug per mouse) or low dose with 0.2mg/kg (4ug per mouse). Each
group, n = 10. (B) Percentage of viable splenic CD8" NKT cells, among NKT cells, in Sham
and SCI non-infected mice with anti-PD-1 or isotype control antibody 72 hours after surgery
(each group, n = 6) Data are representative of two independent experiments. Sham, mice with
surgical procedure without medullar lesion; SCI, spinal cord injury mice with surgical
procedure and medullar lesion; MSSA, methicillin-susceptible Staphylococcus aureus. (A) At
high dose P = 0.0619, and at low dose *P = 0.0220 log-rank test; (B) **P = 0.0093 Mann-

Whitney non-parametric test.
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Supplemental material

Supplemental Figure S1: Magnetic resonance imaging (MRI) of Sham and SCI mice (A)
MRI of Sham mouse 72 hours after the surgical procedure without SCI, (B) MRI of a SCI
mouse.

Supplemental Figure S2: Lung and bacteria burden after MSSA pneumonia. (A) Lung
histopathologic examination of SCI mice, non-infected and infected by MSSA (10X, HPS
staining); Slides were analysed by SIOX with Fiji software. (B) Bacterial loads in MSSA-
infected lungs at 24 hours, 48 hours and 96 hours after infection. Data are representative of
two independent experiments (each group, n = 5). Sham, mice with surgical procedure
without medullar lesion; SCI, spinal cord injury mice with surgical procedure and medullar
lesion; MSSA, methicillin-susceptible Staphylococcus aureus; ns, not significant. (B) ##P =
0.0013 & ###P = 0.0005 Kruskal-Wallis non-parametric test; (B) **P < 0.01 Post-hoc Dunn’s
test for comparison between 2 groups.

Supplemental Figure S3: Splenic CD11c"" MHC-11* Dendritic Cells gating strategy. (A)
Gating of splenic CD11c"9" MHC-II" DC cells. Left to the right: Splenocyte-cell dot plot;
Single-cell dot plot; Viability-cell dot plot; Lineage neg CD3” NK1.1" B220 dot plot; CD11c
MHC-I1 dot plot.

Supplemental Figure S4: mRNA relative expression of IL-12 in spleen of non-infected
SCI mice. (A) mRNA expression of IL-12 in Sham and SCI mice at H6, H24 and H48 after
surgery (each group, n = 3). Sham, mice with surgical procedure without medullar lesion;
SCI, spinal cord injury mice with surgical procedure and medullar lesion. (A) *P < 0.05
Mann-Whitney non-parametric test; (A) ns (not significant) with Kruskal-Wallis non-

parametric test.
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Supplemental Figure S5: Supplemental Markers of SCI-IDS in spleen of non-infected
SCI animals. (A) mRNA expression of IL-10 in Sham and SCI mice at H6, H24 and H48
after surgery (each group, n = 3). (B) Spleen weight of non-infected Sham and SCI mice at
H24, H48, H72 and H96 after surgery (each group, n = 10). (C) Size of spleens of non-
infected Sham and SCI mice 72 hours after surgery. (D) Splenic viability of CD3" T
lymphocytes at 72 hours after surgery, without infection (each group, n = 6). (E) Percentage
of CD69" T-cells in Sham and SCI mice. n = 9-12 in Sham and SCI groups. Data are
representative of two independent experiments. Sham, mice with surgical procedure without
medullar lesion; SCI, spinal cord injury mice with surgical procedure and medullar lesion;
MHC-I11, Major Histocompatibility Complex class Il molecule; MSSA, methicillin-susceptible
Staphylococcus aureus. (A) *P = 0.0286 (B) ****P < 0.0001 (D) **P = 0.0022 (E) CD69
**P = 0.0013, Mann-Whitney non-parametric test; (A) ns (not significant) for Sham group
and ##P = 0.0012 for SCI group ns (B) ns for Sham group and ####P < 0.0001 for SCI group
with Kruskal-Wallis non-parametric test.

Supplemental Figure S6: MHC-II expression and production of IL-10 and IFN-y in
spleen after MSSA pneumonia. (A) IL-10 production in spleen of Sham and SCI MSSA-
infected mice at H6, H24, and H48 (each group, n = 10). (B) IFN- y production in spleen of
Sham and SCI MSSA-infected mice at H6, H24, and H48 (each group, n = 10) (C) Geometric
Mean Fluorescent Intensity (gMFI) of MHC-11 on splenic CD11c"" MHC-II* dendritic cells
(DC) in Sham and SCI MSSA-infected mice at H24 (each group, n = 6). Data are
representative of three independent experiments. Sham, mice with surgical procedure without
medullar lesion; SCI, spinal cord injury mice with surgical procedure and medullar lesion. (A)
*P = 0.0252 & ***P = 0.0007 (B) *P = 0.0159 (C) *P = 0.035 Mann-Whitney non-

parametric test; (A) and (B) ns with Kruskal-Wallis non-parametric test.
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Supplemental Figure S7: Immunotherapy protocol and effects of anti-PD-1 antibody on
splenic T lymphocytes (T-cells) and NKT cells. (A) Schema of immunotherapy protocol.
(B) Percentage of viable splenic CD4" T-cells in Sham and SCI non-infected mice with anti-
PD-1 or isotype control antibody 72 hours after surgery (each group, n = 6). (C) Percentage of
IFN-y* NKT cells and (D) Percentage of IFN-y" CD8" NKT cells, in Sham and SCI non-
infected mice with anti-PD-1 or isotype control antibody 72 hours after surgery without
infection. Data are representative of two independent experiments. Sham, mice with surgical
procedure without medullar lesion; SCI, spinal cord injury mice with surgical procedure and
medullar lesion. (B) *P = 0.0245, (C) *P = 0.028, and (D) P = 0.057 Mann-Whitney non-
parametric test.

Supplemental Figure S8: T lymphocytes, NKT and NK cells gating strategy. Left to the
right: to identify splenic lymphocyte populations, we first gated on cells based on forward
(FSC) and side scatter (SSC) properties; we excluded doublets and then dead cells. From this
gate, CD3"NK1.1" T cells, CD3*NK1.1" NKT cells and CD3'"NK1.1" NK cells were selected;

and each cell population was divided by using CD4 and CD8 expression.
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Validation d’un modeéle murin de traumatisme médullaire
entrainant une immunodépression, et évaluation d’'une

immunothérapie par un anticorps anti-PD-1
Validation of Spinal Cord Injury mouse model leading to immunosuppression
and evaluation of immunotherapy by an anti-PD-1 antibody

Résumé

Les traumatismes séveres représentent la premiére
cause de mortalité chez les moins de 30 ans et
constituent un probléme majeur de santé publique. La
pneumonie est I'infection majeure a l'origine de déces
précoces chez les patients atteints de Iésion médullaire.
Ces patients présentent une défaillance au niveau de
linteraction entre le systéme nerveux central et le
systeme immunitaire, induisant une
immunosuppression, responsable d’'une sensibilité
accrue aux infections. Notre travail a consisté a valider
un modéle murin de traumatisme médullaire (SCI), en
reproduisant le scénario vu en cliniqgue. Nous avons mis
en évidence dans notre modele i) la présence d’'une
Iésion médullaire ; ii) une sensibilité plus accrue a une
pneumonie a S. aureus; iii) une phase hyper-
inflammatoire a un temps précoce apres le traumatisme;
iv) une phase d'immunosuppression tardive associée a :
une lymphopénie, une diminution de production du TNF-
a, une diminution de I'expression des molécules du
CMH-II sur les cellules dendritiques, une augmentation
de la production d’IL-10, et une augmentation de
'expression de PD-1 sur les lymphocytes T.
Actuellement, chez les patients traumatisés médullaires,
il nN’existe encore aucune thérapie visant la stimulation
du systeme immunitaire adaptatif. Seules des études
sur des modéles de sepsis ont testé les effets de
'immunothérapie par anticorps anti-PD-1. Nous avons
testé cette approche novatrice dans notre modéle de
Iésion médullaire chez la souris. L’anticorps anti-PD1
augmente la survie des souris neurolésées et infectées
par S. aureus; le traitement restaure une réponse
immunitaire par l'augmentation de la production d'IFN-y
par les cellules NKT.
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Abstract

Severe trauma is the leading cause of death among
young people under 30 years old and is a major public
health problem. Bacterial pneumonia is the major cause
of death and poor neurological outcome in patients with
spinal cord injury. These patients undergo a balance
disruption between the central nervous system and the
immune system which results in the establishment of an
immunosuppression rendering patients prone to
secondary infections. Our work aimed at validating a
robust spinal cord injury (SCI) mouse model, by
reproducing the clinic scenario. We demonstrated in our
model i) the presence of spinal cord injury; ii) an
increase susceptibility to S. aureus pneumonia following
trauma; iii) the presence of an hyper-inflammatory
phase at an early stage after the trauma; iv) the
presence of a late immunosuppression phase
associated with: a lymphopenia, a decrease of MHC-II
expression on splenic dendritic cells, an increase of IL-
10 production, and an increase of PD-1 expression on T
lymphocytes (marker of T-cell exhaustion). Currently in
patients with severe trauma, were treated with innate
system activating drugs, but there is still no therapy
aiming at stimulating the adaptative immune system to
overcome immunosuppression. We decided to use this
novel approach in our SCI mouse model. Anti-PD1
antibody increased the survival rate of SCI mice infected
by S. aureus; and restored, at least in part the immune
response to secondary infection, through an increase of
IFN-y by NKT cells.
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