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Résumé

Les brhlures induisent une activation inflammatoire intense menant a un épuisement du
systtme immunitaire des patients. Ceci génere une phase anti-inflammatoire
immunosuppressive ouvrant la porte aux infections nosocomiales. Il a déja été observé
dans notre laboratoire, a partir d’échantillons de 25 patients grands brilés (GB), une
altération des monocytes, des niveaux de cytokines pro- et anti- inflammatoires et des
fonctions des lymphocytes B (LB). Nous émettons I'hypothése que les brilures
conduisent a une hyperactivation des cellules présentatrices d'antigenes (APC) qui
génerent un état immunosuppresseur. Nous proposons également que I'état inflammatoire
des patients soit influencé par le microbiome. Nos objectifs sont d'évaluer la modulation
immunologique des leucocytes périphériques, en particulier les APC, d'optimiser les
techniques d'analyse du microbiome sanguin et d'étudier les populations bactériennes

périphériques des patients.

Nos expériences in vitro révelent qu'en présence de sérum de patients GB, les monocytes
adoptent un profil régulateur de I'inflammation; et les LB proliférent moins et produisent
moins d'IgA, IgG et IgM. Les monocytes stimulent la prolifération des LB par des
interactions cellulaires mais inhibent la sécrétion d'anticorps. La concentration de BAFF
soluble chez les patients GB augmente 5 jours post-brilure et ceci pourrait établir un lien
entre les monocytes et la dérégulation des LB. Les techniques d'extraction et de détection
de I'ADN bactérien a partir du sang et de la peau ont été optimisées. La quantité d'ADN
total en circulation varie post-briilure mais la quantité d'équivalents bactériens dans le

sang des patients GB n'est pas modifié.

Une meilleure compréhension de 1’état d’activation du systéme immunitaire aprés une
brllure et son interaction avec le microbiome est trés importante. Ceci permettra de
développer de nouveaux traitements afin de supporter les fonctions immunitaires des

patients afin de réduire les infections sévéres résultant de 1’épuisement immunologique.

Mots clés: Brilure, inflammation, immunosuppression, infection, monocyte,

macrophage, lymphocyte B, microbiome, bactérie, ADN.



Abstract

Burns induce an intense inflammatory activation leading to the exhaustion of patients'
immune system. In turn, this phenomenon generates an immunosuppressive anti-
inflammatory phase that opens the floodgates to nosocomial infections. Our laboratory
has already analyzed samples of 25 patients with severe burns and has observed an
alteration of monocytes, pro- and anti-inflammatory cytokine levels and functions of B
cells. We hypothesize that burns lead to the hyperactivation of antigen-presenting cells
(APCs) which subsequently generates an immunosuppressive state. We also propose that
the inflammatory state of patients is influenced by the microbiome. Our objectives are to
evaluate the immunological activation of peripheral leukocytes, APCs in particular;
optimize the analysis techniques of blood microbiome and study peripheral bacterial

populations in burned patients.

Our in vitro experiments reveal that, in the presence of burned patient serum, monocytes
adopt a regulatory profile of inflammation; whereas B cells proliferate less and produce
less IgA, IgG and IgM. Monocytes stimulate the proliferation of B cells through cellular
interactions but also inhibit antibody secretion. Soluble BAFF concentration in burned
patients increases 5 days post-burn and this could establish a link between monocytes and
B cell deregulation. Extraction and detection techniques of bacterial DNA from blood
and skin have been optimized. The amount of circulating total DNA is modulated post-

burn but the amount of bacterial equivalents in the blood of burned patients is unchanged.

It is crucial to obtain a better knowledge on the activation status of the immune cells and
their interactions with the microbiome. This will allow the development of novel immune

therapy to correct the immune exhaustion present in burn patients.

Key words: Burn, inflammation, immunosuppression, infection, monocyte, macrophage,

B lymphocyte, microbiome, bacteria, DNA.
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Chapitre 1. Introduction

1.1 La problématique des patients grands briilés

1.1.1 L'épidémiologie des briilures dans le monde

Malgré les nombreux avancements des traitements des patients grands brilés au cours
des derniers décennies, les brilures séveres demeurent un traumatisme dévastateur, trés
commun dans le monde et difficile a gérer. Malgré la baisse de la mortalité, la morbidité
causée surtout par des infections nosocomiales restent toujours une complication

majeure.

Aujourd'hui a I'échelle mondiale, on estime plus que 11 millions d'incidents de brilures
et plus de 180 000 déces a chaque année [1]. Il s'agit une baisse par rapport a 2008-2009
qui a vu plus que 300 000 déces a cause des brilures [2, 3]. La majorité des cas se
produisent dans les pays a faible revenu et les pays en voie de développement [4]. En
fait, I'Asie du sud-est compte pour elle seule plus que la moitié des morts reliées aux
brhlures [5]. Cependant, ces nombres au niveau mondial reflétent une sous-estimation de
la réalité vu que les pays en développement ne collectent pas les données statistiques

d'une maniere fiable et consistante.

Aux Etats-Unis, aux alentours de 450 000 cas de brilures nécessitent une attention
médicale a chaque année, dont 40 000 sont hospitalisés et environ 3400 a 4000 décedent
[6]. Toutefois, les traitements de brilures aux FEtats-Unis coutent $1 milliard
annuellement et ne préviennent pas complétement les infections bactériennes qui
s'ensuivent suite aux brhlures [6]. Au Canada, 3200 cas de brhlures séveres ont été
signalés en 2005-2006 selon I'Alliance Canadienne des Patients en Dermatologie
(ACPD). D'apres la fondation des pompiers du Québec, environ 300 patients grands
brilés (GB) sont admis et traités dans les deux centres des grands briilés du Québec a

chaque année [7].



Les statistiques montrent que 70% des victimes de brilures sont de sexe masculin, mais
les victimes de sexe féminin ont un taux de survie moins ¢levé [8, 9]. Des études
montrent également que les personnes agées ont une mortalité plus élevée que les jeunes
adultes [9]. Au Canada, les adultes agés de 40 a 49 ans sont les victimes les plus
communes suivis par les enfants. L'ACPD compte plus que 10 000 enfants briilés ayant

¢té admis aux hopitaux canadiens entre 1994 et 2003.

Différents types de brilures peuvent se produire selon I'insulte thermique. Il existe les
brhlures par les liquides chauds qu'on observe le plus souvent, les brilures de contact
avec un objet chaud, les brilures par flamme ou explosions, les brilures chimiques, les
brhlure par électricité et enfin par les radiations des coups de soleil. La briilure peut
entrainer plusieurs complications comme la défaillance multiviscérale; 1'hypoxie due a
l'inhalation de fumée; l'insuffisance respiratoire, I'insuffisance rénale, et/ou les infections
comme la cellulite, la pneumonie et le sepsis. En outre, le pronostic et les risques de
morbidité et mortalité sont largement influencés par des facteurs comme l'age, le sexe, la

surface de brilure et la profondeur des brilures chez les patients [10, 11].

1.1.2 Les caractéristiques cliniques

A) Surface de brilure

Un des parametres de sévérité les plus importants a déterminer chez les patients GB est le
pourcentage de la surface corporelle totale briilée (en anglais "% TBSA": Total Body
Surface area). Ce pourcentage est typiquement calculé avec la régle des "neuf" de
Wallace qui vise les adultes. Cette méthode stipule que la téte correspond a 9% de la
surface corporelle, les faces antérieure et postérieure du tronc comptent pour 18%
chacune, les jambes 18% chacune, les bras 9% chacun, et enfin le périnée est de 1%. En
revanche cette régle n'est pas assez précise considérant que ces pourcentages peuvent
varier selon I'age de 1'individu, surtout dans le cas des enfants. Par contre la table de Lund
et Browder est adaptée aux variations corporelles qui viennent avec 1'age et est donc la
méthode la plus précise pour calculer le pourcentage de surface brilée. Il existe aussi la

méthode de "palmar surface area" (PSA) dont 'estimation se base sur la paume comme



étant 1% de la surface corporelle [12]. Cependant le PSA est uniquement fiable pour les
petites brilures de moins de 15% TBSA et est sujet a des variations selon l'indice de
masse corporelle surtout chez les personnes obeses [13]. 11 est primordial d'estimer de
facon précise le % TBSA afin de déterminer le volume de liquide nécessaire pour la
réanimation. Dans notre présente étude, une des critéres d'inclusion des patients GB est

un TBSA de 20% et plus.

B) Profondeur et degrés de briillure

En plus du TBSA, la profondeur de la brilure constitue un parameétre essentiel pour le
diagnostic, le traitement et le besoin d'une intervention chirurgicale chez les patients. I1
existe trois degrés de brilure selon l'atteinte des trois couches de la peau: 1'épiderme, le

derme et I'hypoderme [14].

La brhlure du premier degré touche uniquement la couche cutanée externe de la peau
qu'on nomme I'épiderme. Ces brilures superficielles sont causées fréquemment par
I'exposition prolongée au rayonnement ultraviolet du soleil. Ces briilures peuvent exiger
une attention médicale, mais guérissent typiquement en une semaine et ne nécessitent que
rarement une hospitalisation. Ainsi les individus atteints de brilures du premier degré ne

sont pas considérés comme patients grands bralés.

La brilure du deuxieme degré se divise en 2 types: la brilure superficielle et la brilure
profonde. La brhlure du deuxiéme degré superficielle est généralement la plus
douloureuse. Elle endommage non seulement I'épiderme, mais s'attaque aussi a la
deuxiéme couche appelée le derme. Dans ce cas, seulement la partie superficielle du
derme est touchée, donc la cicatrisation est minimale et la guérison prend 2 a 3 semaines.
Par contre, la brilure du deuxieme degré profonde détruit une plus grosse partie du
derme et I¢se les capillaires sanguins, les follicules pileux et les glandes sébacées. La

guérison peut prendre jusqu'a deux mois et les greffes de peau sont envisageables.

La brhlure du troisieme degré détruit entierement I'épiderme et le derme en atteignant
aussi la troisieme couche de la peau: I'hypoderme. Les patients briilés au troisieme degré

n'éprouvent pas de douleur a cause de la destruction des terminaisons nerveuses. Ce cas



sollicite souvent une intervention chirurgicale sous forme d'une greffe de peau. Les cas
les plus extrémes conduisent potentiellement au besoin d'amputation s'il existe un

compromis vasculaire.

E pld(-nm'( S
Derme (
Hy |xulvmu-{‘ e e
Peau Briilure au Brilure au Briilure au Brilure au
normale premier degré  second degré second degré  troisieme degré
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Figure 1. Les degrés de brilures

Tiré de MedEspoir, disponible: https://www.medespoir.ca/traitement-brulures-tunisie/ [ 15]

1.1.3 Conséquences physiologiques d'une briilure.

Le traumatisme inflammatoire chez les patients brilés est médié via plusieurs
phénomeénes physiologiques post-brilure. La nécrose tissulaire est une des
caractéristiques les plus évidentes suite au choc thermique. La plaie est typiquement
divisée en trois parties: la zone de coagulation au centre, la zone de stase autour du centre
et la zone d'hyperémie [16]. La zone centrale de coagulation constitue la partie la plus
nécrosée d'une maniére irréversible due a la destruction des vaisseaux sanguins et a
l'ischémie. La zone de stase correspond a une partie endommagée avec une réduction de
la circulation et de la perfusion tissulaire. Cette zone peut étre récupérée si la réanimation
est adéquate. Dans le contraire, une nécrose permanente s'installe. Enfin, la zone
d'hyperémie se rétablit généralement grace a l'augmentation du flux sanguin et de la

perfusion a cet endroit [10].

Le choc thermique induit des effets locaux et systémiques sur les mécanismes cellulaires.
Le dysfonctionnement des membranes cellulaires conduit a la réduction du potentiel
transmembranaire. D'ou la dérégulation de l'activité des protéines transmembranaires

comme la pompe Na-K ATPase qui a pour effet de favoriser 1'influx de sodium et d'eau
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intracellulaire et I'efflux extracellulaire de potassium [10]. Les briilures séveres stimulent
la relache de facteurs vasoactifs et inflammatoires comme ['histamine, les
prostaglandines, les leucotrienes et le thromboxane. Ces médiateurs meénent a "une
vasoconstriction locale, une vasodilatation systémique et une augmentation de la
perméabilité capillaire" [17]. Ces altérations au niveau cellulaire et vasculaire jouent un
role important dans la réduction du débit cardiaque, I'hypovolémie et la formation
d'eedéme observés chez les patients GB [17]. L'eedéme est un gonflement des tissus
provoqué par le transfert de liquide du plasma circulant vers le milieu interstitiel. Ce
phénomene est aussi amplifié¢ avec la réanimation liquidienne avec des liquides a faible
pression oncotique [18]. La perte du plasma intravasculaire et son transfert vers les tissus
endommagés sont liés a I'augmentation de la perméabilité des capillaires et a

I'augmentation de la pression interstitielle post-bralure [19].

Les brilures induisent une augmentation dramatique du stress oxydant due a la
production de dérivés réactifs de I'oxygene ("Reactive oxygen species’ : ROS) et d'azote
("Reactive Nitrogen species" : RNS) [20]. Des études montrent que l'activation et
I'accumulation de neutrophiles dans plusieurs tissus apreés la brilure sont associées a la
production de ROS. Malgr¢ leurs effets bénéfiques antimicrobiens contre les pathogénes,
les ROS causent des dommages substantiels aux cellules via la peroxydation des lipides
membranaires et la dégradation de I'ADN. Ainsi, une concentration ¢levée de ROS
inflige des blessures aux globules rouges et aux organes comme les poumons, menant
possiblement a une défaillance multiviscérale [21]. Les études sur I'augmentation des
RNS comme I'oxyde nitrique (NO), un médiateur vasoactif, montrent un effet régulateur
de l';edéme et des événements vasculaires post-brilure, chez 'homme comme que dans

les modeles animaux [22, 23].

Les brtlures, surtout lorsqu'elles sont accompagnées d'une inhalation de fumée, infligent
des dégats importants sur les poumons et le cerveau. Les gaz toxiques et asphyxiants
comme le monoxyde de carbone et le cyanure d'hydrogéne sont souvent impliqués dans
l'attaque aux poumons chez les patients briilés. Les effets nocifs incluent I'obstruction du
flux d'air, 'eedéme pulmonaire, le bronchospasme, I'atélectasie, la broncho-constriction,
la pneumonie, et peuvent mener au syndrome de détresse respiratoire aigu et

l'insuffisance respiratoire. [6, 10, 16].



Un des traits flagrant chez les patients GB est I'augmentation dramatique du métabolisme
de base. Le besoin calorique s'accroit et la dépense énergétique peut doubler [24]. Ainsi
la consommation d'oxygene, le catabolisme des muscles et la dégradation de protéines
augmentent significativement suite aux brilures. Le catabolisme et la perte dramatique
de protéines meénent a la diminution de la masse maigre des patients GB [25]. Les
patients sont également hyperglycémiques dus a une augmentation de la résistance a
l'insuline. L'hypermétabolisme des patients GB est largement associé aux complications
infectieuses comme la pneumonie et le sepsis [25]. Cette condition d'hypermétabolisme
peut persister méme apres le congé du patient. Dans le cas des patients pédiatriques, cette

situation peut durer jusqu'a 3 ans [26].

D'autres modifications pathophysiologiques observables incluent une dérégulation de

l'activité cérébrale, hépatique, rénale et gastro-intestinale [6, 16].

1.1.4 Le systéme immunitaire et les infections chez les patients grands
briilés.

Les brilures séveéres brisent les barriéres physiques constituant la peau et exposent les
tissus et la circulation a l'infiltration de pathogénes externes. En plus des événements
physiologiques mentionnés ci-dessus, une cascade de modulations immunologiques est
également déclenchée et elles varient tout au long de 1'hospitalisation des patients. Les
chocs thermiques déclenchent ainsi un état pro-inflammatoire appelé le syndrome de
réponse inflammatoire systémique (SIRS). Cette réponse pro-inflammatoire se
caractérise par une hyperactivation du systéme immunitaire tellement importante qu'elle
est suivie par le syndrome de réponse compensatoire anti-inflammatoire (CARS) [24].
Cette réponse compensatoire est caractérisée par une fatigue importante du systéme
immunitaire entrainant un état d'immunosuppression chez le patient GB [27]. Durant
cette phase, les patients sont susceptibles aux infections nosocomiales et a la défaillance
multiviscérale. Les patients GB sont donc souvent victimes de différents types
d'infections bactériennes ou fongiques. En effet, les infections sont jusqu'a aujourd'hui la

principale cause de morbidit¢é et de mortalit¢ chez les patients GB [28, 29].
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Staphyloccocus aureus et Pseudomonas aerignosa sont parmi les especes bactériennes
les plus causales des infections chez les patients GB [26]. Les propriétés nocives et
invasives de ces especes bactériennes comprennent la motilité accordée par les flagelles,
ainsi que la production de toxines, d'enzymes protéolytiques et d'hémolysines qui tuent
les globules rouges [30, 31]. Parmi les infections fongiques retrouvées chez les patients

GB, Candida spp et Aspergillus spp sont les levures les plus communes [32].

Les infections majeures pouvant survenir chez les patients GB sont les infections de la

plaie, la pneumonie et le choc septique, complication plus sévere.

L'infection de la plaie est souvent l'initiatrice des infections systémiques qui surviennent
par la suite comme le sepsis. Une invasion de pathogénes au niveau des Iésions ralentit le
processus d'epithélialisation et peut s'étendre a travers le derme et I'hypoderme. Les
infections de la plaie peuvent toucher les sites non excisés, excisés et greffés [33]. Dans
le cas d'une cellulite, I'infection bactérienne envahit méme la peau saine et donc propage
I'inflammation au-dela du site bralé. Un prélévement par écouvillon ou une biopsie
tissulaire peuvent étre effectués pour suivre le développement de l'infection des plaies
[32]. Notons qu'il existe des différences entre la colonisation de la plaie et I'infection de
la plaie selon 'ABA (American Burn Association). L'infection de la plaie est défini
comme ayant une concentration de bactéries assez élevée, soit 10° bactéries/g de tissu
[24]. Une évaluation histologique des biopsies permettent de déterminer s'il s'agit d'une

colonisation ou d'une infection de la plaie [34].

Une pneumonie est une insulte inflammatoire causée par une infection des voies
aériennes inferieures par des microorganismes. Les pneumonies se manifestent
fréquemment chez les patients GB, surtout chez les patients ayant soufferts de blessures

pulmonaires par inhalation [26, 35].

Le choc septique correspond au dysfonctionnement des organes suite a I'hypoperfusion a
cause d'une bactériémie et est la cause principale de mortalité des patients GB aux soins
intensifs [29, 32, 36, 37]. L'apparition du choc septique est souvent 'effet secondaire des
stress immuns cumulés dont la dérégulation du systéme immunitaire, les infections
initiales au niveau de la plaie et la pneumonie. L'infection associée aux cathéters

intraveineux est trés fréquemment une source de sepsis chez les patients GB [38-40]. En
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effet, plusieurs études montrent l'utilit¢ de mesures antiseptiques dans l'utilisation des
cathéters veineux centraux qui sont souvent une source d'infection et de mortalité chez

les patients GB [41, 42].
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Early MOF/DS Immunosuppression Late MOF/DS
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SIRS: systemic inflammatory response syndrome
MOF/DS: multiple organ failure/dysfunction syndrome
CARS: compensatory anti-inflammatory syndrome
MARS: mixed anti-inflammatory response syndrome

Figure 2. La modulation inflammatoire des patients GB au cours du temps.

1.2 La prise en charge des patients grands briilés

1.2.1 Réanimation liquidienne

La réanimation liquidienne est essentielle pour compenser la contraction et la fuite de
plasma en circulation pour les brilures avec TBSA > 20%. Les formules les plus
communes en clinique sont Parkland, Brooke, Evans et Monafo. Parmi ces options, la

formule de Parkland a été la stratégie la plus utilisée pendant des décennies [43, 44].

Deux types de solutés sont envisageables pour I'expansion volumique, les cristalloides et

les colloides. Les cristalloides sont des solutions salines pouvant étre hypotoniques,
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isotoniques ou hypertoniques selon le besoin, mais a faible pression oncotique. La
solution "normal salin" est isotonique, donc ayant une osmolarité similaire au sang, soit
une concentration de 154 mmol/L de chlorure de sodium. Mais le cristalloide le plus
prévalent chez les patients briilés est la solution de Lactate Ringer (RL) qui contient un
mélange de sodium, chlorure et lactate. Le volume de RL utilisée selon la méthode de
Parkland est de 4mL/Kg/%TBSA chez les adultes dans les 24h initiales post-briilures
[44]. Malgré¢ le fait que le RL permet I'augmentation rapide du volume intravasculaire, ce
soluté est une solution isotonique, voire méme légeérement hypotonique, qui induit une
dilution considérable de l'albumine. D'ou la possibilité d'effets secondaires graves tels
que l'aggravation de l'cedéme suite a la fuite vers le milieu interstitiel, 1'oligurie,
l'insuffisance rénale, des troubles cardiorespiratoires et 1'acidose. De plus, la formule de
Parkland sous-estime souvent le volume de liquide requis et donc la quantité injectée en
pratique est souvent supérieure aux prédictions théoriques. Ainsi, la réanimation
excessive peut mener au syndrome du compartiment [45], et activer les neutrophiles
favorisant 'apparition du syndrome de détresse respiratoire aigué chez les patients GB
[46]. Une des alternatives implique I'utilisation de solutés salins hypertoniques qui
permettraient d'augmenter l'osmolalité du plasma et réduire I'eedéme cellulaire [17].
Cependant, certains études révelent que les solutions hypertoniques sont associées a un
plus haut risque d'insuffisance rénale et de mortalité¢ chez les patients GB [47]. L'autre
solution est l'utilisation de colloides en tandem des cristalloides, souvent aprés les 24h
initiales post-brilure. Les colloides utilisés en clinique sont typiquement de I'albumine ou
du plasma frais congelé, et permettent de maintenir une pression oncotique suffisamment
¢levée. Théoriquement les colloides, en tant que solutions oncotiques, font augmenter le
volume intravasculaire, sans augmenter le volume interstitiel responsable des cedémes
[48, 49]. En combinaison, les colloides peuvent ainsi limiter l'extravasation des
cristalloides vers le milieu interstitiel. En revanche, les colloides sont beaucoup moins
utilisés que les cristalloides a cause des cotts plus €levés et des études qui contestent les

effets bénéfiques des colloides par rapport au cristalloides [50-53].



1.2.2 Traitements

A) Traitements antimicrobiens

A cause de l'immunosuppression et des infections bactériennes et fongiques chez les
patients GB, ['utilisation de substances antimicrobiennes est primordiale. Les

antimicrobiens peuvent étre donnés d'une fagon topique ou systémique.

Les antibiotiques topiques sont employés localement sur les plaies sous forme de
pommade afin de contréler la colonisation bactérienne. Le choix des antibiotiques
dépend des especes bactériennes ciblées et du type d'infection. Les antibiotiques
systémiques sont surtout administrés de fagon prophylactique chez les patients GB pour
éviter les infections systémiques, souvent juste avant une intervention chirurgicale.
Toutefois, un traitement prophylactique prolongé risque d'accorder aux pathogénes une

résistance plus importante contre les antibiotiques [32, 54].

B) Autres traitements

Les patients bralés séveérement, surtout ceux au deuxieéme degré, éprouvent une douleur
intense. Ainsi, les centres de GB ont fréquemment recours aux analgésiques pour
controler la douleur [26, 55]. De plus, les opioides peuvent potentiellement interférer
dans le processus de réanimation et déréguler le systéme cardiovasculaire en réduisant la

pression artérielle [17].

Comme vu précédemment, la peroxydation des lipides membranaires et la production
accrue de ROS sont observées chez les patients GB, ce qui favorise I'utilisation des

antioxydants tels que le gluthatione, zinc, le sélénium et les vitamines C et E [17, 20].

Comme mentionné auparavant, les patients GB présentent un hypermétabolisme qui
accroit le besoin énergétique, la consommation d'oxygene, la lipolyse, la résistance a
l'insuline et la perte de poids. Le Propanolol est un béta-bloquant utilisé chez les patients
GB pour son activit¢ anti-catabolique [26]. Ce médicament inhibe la lipolyse
périphérique, fait obstacle a l'accumulation de gras hépatique, stimule la synthése

protéique et réduit la quantité¢ d'insuline nécessaire pour controler la glycémie [46]. 11
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existe d'autres possibilités comme I'Oxandrolone, un agent anabolique qui permet de
contrecarrer les effets de 1'hypermétabolisme chez les patients GB [26, 46]. Le soutien
nutritionnel est également essentiel pour combler les besoins caloriques des patients.
L'alimentation peut étre fournie par la voie parentérale (voie intraveineuse) ou par la voie
entérale (voie orale) [26]. L'utilisation précoce de I'alimentation par la voie entérale
améliore 1'état des patients en limitant le catabolisme anormal et réduit la translocation
bactérienne [56, 57]. De plus, des études montrent que la voie parentérale peut augmenter

les risques d'infections fongiques [58].

1.2.3 Débridement précoce et greffes de peau chez les patients grands
briilés.

Les tissus nécrosés aux sites de brilures font obstacle a la cicatrisation des plaies et
amplifient 1'état inflammatoire et les infections chez les patients. Ainsi, les couches de
peau morte sont généralement excisées dans les premiers jours suite aux brilures séveres.
Cette procédure de débridement de la peau permet de limiter la colonisation de la plaie,
réduire la chance de développer un sepsis et d'avoir une bonne adhérence des greffes de
peau. Dans le cas des brilures du troisieme degré, les excisions se font a un niveau aussi
profond que les fascias musculaires [59]. Pendant une grande partie du 20eme siécle, les
excisions chirurgicales précoces et les greffes n'aboutissaient pas a une amélioration de
I'état des patients. Selon la méthode traditionnelle d'avant les années 80, les greffes
¢taient réalisées apres avoir attendu la séparation spontanée des tissus nécrotiques [60].
Or, plus récemment, les améliorations des techniques opératoires et les meilleures
connaissances de la pathophysiologie des patients GB ont permis aux excisions
chirurgicales précoces de réduire la morbidité et la mortalit¢ des patients [59]. La
combinaison de I'excision de la peau brilée et les thérapies antimicrobiennes ont fait
diminuer le nombre de déces dues aux infections [34, 60]. Le raffinement des méthodes
d'excisions sont surtout basées sur la minimisation de la perte de sang et de la chute de
température corporelle. Notons que seulement 20% du TBSA peut étre excisée pour

chaque opération de 2 heures au maximum [61, 62].
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La fermeture des plaies se fait avec différents types de greffes de peau ou remplacements
artificiels. Les greffes procurent une barriére physique pour protéger I'organisme contre
les bactéries exogenes et les traumas physiques. Les greffes autologues venant de la peau
saine du patient GB est la meilleure option. La peau saine, constituée de couches
épidermique et dermique, peut tre étirée pour couvrir une surface plus grande que le site
d'origine [63]. Le plus grand avantage des autogreffes et des isogreffes est la
compatibilité qui réduit la chance d'un rejet par le systéme immunitaire. Cependant, dans
les cas de TBSA trés ¢€levées, les sites de peaux saines ne sont pas suffisants pour
effectuer une greffe autologue. Dans ces situations, l'utilisation de couvertures
temporaires des plaies est requise. Les allogreffes biologiques issues de cadavres et
préservés dans une banque de peau, sont souvent utilisés dans ces cas. Contrairement aux
greffes autologues, les donneurs des allogreffes présentent des complexes majeurs
d'histocompatibilit¢ (CMH) différents des receveurs, ce qui mene au rejet éventuel du
greffon. Toutefois, l'avantage des allogreffes par rapport aux xénogreffes est leur
vascularisation qui persiste pendant un certain temps, prolongeant la demi-vie avant le
rejet. Il est préférable d'utiliser des allogreffes fraiches, mais celles qui sont congelées
peuvent quand méme servir de couverture temporaire [62]. Les xénogreffes, souvent
issues du derme de porc, sont aussi utilisées de fagon temporaire suite a l'excision de la
blessure. Les xénogreffes peuvent adhérer et humidifier les sites de bralures mais de
manicre temporaire, car elles ne se vascularisent pas et se nécrosent apres quelques jours
[64]. Derniérement, les remplacements de peau synthétiques sont aussi une alternative
pour couvrir les plaies suite au débridement. Un exemple de matériel synthétique est le
Biobrane, un pansement composé d'une membrane de silicone li¢ a une couche de
collageéne de type 1 porcine qui favorise I'adhérence, la croissance du réseau de fibrine et
I'épithélialisation de la peau bralée [62, 65]. Il existe d'autres moyens qui impliquent la
culture de kératinocytes et de fibroblastes pour former une peau artificielle épidermique

et dermique [63].
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1.3 Le systéme immunitaire inné

1.3.1 Qu'est ce qui constitue le systéme immunitaire inné?

La peau constitue la barriére anatomique a faire obstacle aux pathogénes externes. Suite a
la rupture de la peau par le choc thermique, le systtme immunitaire intervient pour
défendre 1'organisme face aux microorganismes qui infiltrent les tissus et la circulation
sanguine. La réponse immunitaire est constituée de deux composantes. La premicre
phase constitue I'immunité innée, premiere ligne de défense contre les infections tout de
suite apres le trauma. Quelques jours apres I'insulte, I'immunité adaptative prend le relai
de I'immunité innée et permet une réponse efficace a long terme. L'immunité innée est
mobilisée suite a la détection de signaux de danger endogenes DAMPs (Danger-
Associated Molecular Patterns) et exogeénes PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Patterns). Les cellules de I'immunité innée reconnaissent ces signaux avec les récepteurs
PRR (Pattern Recognition Receptors) [66]. Les leucocytes du systéme immunitaire inné
que nous allons aborder dans ce mémoire sont les monocytes et les macrophages, ainsi
que les cytokines et chimiokines majeures qui leur sont associ¢es. Ces deux cellules
immunitaires sont des phagocytes qui phagocytent les pathogeénes et les digerent a

l'intérieur grace aux lysosomes en plus de moduler la réponse immunitaire.

Les monocytes et les macrophages sont également des cellules présentatrice d'antigeénes
(APC ou CPA) et des producteurs de facteurs régulant l'inflammation. Notons que les
APC ne font pas partie exclusivement a I'immunité innée vu que les lymphocytes B (LB)
de I'immunité adaptative sont aussi des APC. La présentation d'antigénes par
l'intermédiaire de complexes majeur d'histocompatibilité de classe II (CMH-II) permet
d'activer d'autres cellules immunitaires, notamment les lymphocytes T (LT) de
I'immunité adaptative. Les APC posseédent en plus de molécules de co-stimulation CD80
et CD86 de la famille B7 qui se lient au récepteur CD28 des LT pour permettre leur
activation [67]. Ainsi la combinaison des signaux CMH-II:antigéne et B7:CD28

engendre plus tard la participation de I'immunité adaptative contre les pathogénes.

La sécrétion de cytokines et chimiokines peut étre pro-inflammatoire ou anti-

inflammatoire. Cela signifie que certains facteurs libérés par les monocytes et les
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macrophages accentuent la réponse immunitaire contre les microorganismes ou
augmentent les dommages tissulaires, tandis que d'autres favorisent I'immunosuppression
et la réparation des tissus. Mais il existe d'autres acteurs de l'immunité inné¢ comme les
"natural killer cells" (NK), basophiles et ¢osinophiles que nous n'allons pas aborder en

détail.

1.3.2 Les monocytes

Les monocytes sont des cellules immunitaires mononuclées produits initialement dans la
moelle osseuse [68]. Les monocytes se déplacent vers la circulation sanguine et se
différentient en macrophages et cellules dendritiques dans les tissues apres quelques jours
[69]. Les monocytes sont subdivisés en trois sous-groupes et sont déterminés selon la co-
expression des récepteurs de surface CD14 et CD16. Le premier groupe correspond aux
monocytes classiques qui sont CD14* CD16" et sont retrouvé normalement en majorité,
soit 80% environ de la population monocytaire. Le deuxiéme décrit des monocytes dits
non-classiques qui sont CD14"°% et CD16". Enfin nous retrouvons les monocytes
intermédiaires CD14" CD16", définis comme la sous-population transitoire entre les
monocytes classiques et non-classiques. Un consortium international soutenu par 1'TUIS
et le WHO a ¢laboré la nomenclature de ces trois sous-populations de monocytes [70].
Beaucoup d'études sur les fonctions de chacun des sous-groupes de monocytes présentent

des résultats contradictoires.

A) Monocytes classiques

Les monocytes classiques CD14" CD16™ sont des phagocytes et des APCs, ainsi que des
producteurs de facteurs solubles. Ils produisent une quantité élevée des chimiokines
Interleukine-8 (IL-8) et Chemokine ligand 2 (CCL2) suite a une stimulation par LPS
(lipopolysaccharide) [71]. Le LPS est une molécule exprimée sur la surface de bactéries
gram negatifs et donc permettent de simuler l'activation de leucocytes face a des
bactéries. L'IL-8 (ou CXCLS) produit par les monocytes classiques est une chimiokine

dont la fonction est de recruter les neutrophiles du sang vers les tissus [72, 73]. CCL2 (ou
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MCP-1: Monocyte chemattractant protein 1) est aussi une chimiokine qui recrute des
monocytes, macrophages, neutrophiles et lymphocytes envers les sites enflammés [74].
Les monocytes classiques secrétent des hauts niveaux d'IL-6, une cytokine a la fois pro-
inflammatoire et anti-inflammatoire. Ses actions pro-inflammatoires sont associés a une
maturation des LB, activation des LT cytotoxiques, et 1'inhibition de 1'apoptose des LT
[75, 76]. Or IL-6 possede des fonctions anti-inflammatoires en méme temps. Elle réduit
I'expression de E-sélectine sur les cellules épithéliales et donc inhibe le recrutement de
neutrophiles vers les tissus [77]. En plus, des souris IL-6 - manifestent une inflammation
hépatique et une résistance a l'insuline [78]. L'expression de CD36 et CDI163, des
récepteurs impliqués dans la reconnaissance et la phagocytose de microorganismes [79,
80], est largement supérieur pour les monocytes classiques et intermédiaires par rapport
aux monocytes non classiques. Donc les monocytes classiques et intermédiaires ont un

pouvoir de phagocytose naturellement élevé [81].

B) Monocyvtes intermédiaires

Les monocytes intermédiaires partage les fonctions des deux autres sous-types de
monocytes vis a vis la présentation antigénique et la production de facteurs solubles.
Parmi les trois sous-populations, les monocytes intermédiaires expriment les plus haut
niveaux des Toll-Like Receptors TLR 2, 4 et 5, signalant une capacité¢ a reconnaitre les
intrus bactérien et a monter une réponse inflammatoire. Il est donc suggéré qu'ils soient
les plus sensibles a la stimulation par le LPS et produisent des facteurs pro-
inflammatoires comme TNF-a et IL-1B [71]. Le TNF (Tumor Necrosis Factor) est une
cytokine pro-inflammatoire avec un effet pléiotropique et précoce affectant la majorité
des acteurs du systéme immunitaire en régulant une multitude de parametres comme les
marqueurs d'activation, la prolifération et la migration [82]. Or son effet répandu
affectant multiples organes fait en sorte que le TNF est souvent associé au choc septique
[75]. IL-1PB est une cytokine pro-inflammatoire essentielle dans la défense initiale contre
les infections et peut activer certaines sous-populations monocytaires et induire la
production d'IL-8 [73, 83]. Mais les monocytes sont aussi connus pour leur capacité a
produire IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, surtout en présence de cellules

apoptotiques [84, 85]. Les actions de 1'[L-10 incluent la suppression des LT et la
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diminution de la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires. Certaines études
démontrent qu'lL-10 est majoritairement produite par les monocytes intermédiaires [81,
86], tandis que d'autres observent une sécrétion plus ¢levée par les monocytes classiques
[71, 87]. Ainsi, il est encore difficile a dire avec toute certitude quel sous-type est le
principal producteur de signaux anti-inflammatoires. Néanmoins, les monocytes
intermédiaires ont un potentiel anti-inflammatoire. Comme mentionnés ci-dessus, les
monocytes intermédiaires possédent une activité phagocytaire plus élevée par rapport aux
monocytes non-classiques. Les études sur la présentation antigénique des monocytes
intermédiaires sont contradictoires. Certaines montrent que la population intermédiaire
manifeste une capacité de présentation d'antigéne inferieur aux autres sous-types [86]. Or
d'autres études contraires montrent que 1'expression de CMH de type II est la plus élevée
chez les monocytes intermédiaires, suggérant qu'ils sont les meilleurs APC et

stimulateurs des LT [88].

C) Monocytes non-classiques

Le monocyte non-classique est la forme la plus mature parmi les trois sous-types. Les
monocytes non-classiques sont dans un état antiprolifératif [89], et expriment fortement
des inhibiteurs du cycle cellulaire comme CDKNI1C [88]. Plusieurs études ont suggerent
que la population non-classique est en effet 1'état le plus différencié [88, 90]. Des études
ont aussi démontré la faible activit¢é phagocytaire des monocytes non-classiques.
Cependant, la majorité des observations indiquent que cette sous-population secréte les
plus hauts niveaux des médiateurs pro-inflammatoires TNF-a, IL-1p et le CCL3 [71, 81,
88]. Or encore une fois, certaines études contredisent ces observations en montrant que
TNF-a et IL-1B sont surtout produit par les monocytes classiques et intermédiaires et que
faiblement par les non-classiques [91]. Contrairement aux monocytes intermédiaires et
classiques, les non-classiques ne produisent pas d'IL-10 et donc sont supposément des

acteurs plutot pro-inflammatoires [86].

Beaucoup d'études présentent des observations contradictoires sur les sous-types de
monocytes. Ces contradictions sont en partie dues a des différences de méthodologie et

de stratégies de "gating" en cytométrie en flux. Notons qu'il serait inexact de définir
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certaines populations de monocytes comme exclusivement pro-inflammatoires ou
exclusivement anti-inflammatoires. La fonction est trés dépendante de la situation
inflammatoire, du contexte pathologique et le microenvironnement qui entourent les

monocytes.

1.3.3 Les macrophages

Les monocytes circulants, lorsque activés par divers stimuli, transmigrent dans le tissus
et se différencient en macrophages. Le macrophage est un phagocyte primordial dans la
réponse immunitaire inné face aux insultes inflammatoires et aux infections. La
phagocytose des envahisseurs externes, de débris cellulaire et des cellules mortes
constitue la fonction primaire des macrophages. Toutefois, comme les monocytes, les
macrophages jouent également un réle important dans la régulation de la réponse
immunitaire par l'intermédiaire de cytokines et chimiokines. Selon la circonstance et des
cytokines du microenvironnement en question, les monocytes peuvent se polariser en
macrophages classiques nommés M1 ou en macrophages alternatifs appelés M2. Les
macrophages M1 ayant des fonctions antimicrobiennes, contribuent surtout a la clairance
des pathogénes et la destruction tissulaire. C'est ainsi que les M1 favorisent un
environnement pro-inflammatoire. Par contre, la tache des macrophages M2 est de
promouvoir la réparation des tissus, l'angiogenese et la cicatrisation des plaies [92, 93].
Pour ce faire, les M2 générent des signaux anti-inflammatoires favorisant un état
immunosuppresseur [75]. Par conséquent, la sécrétion des facteurs solubles varient selon
la polarisation en macrophages M1 ou M2. Il existe plusieurs sous-types de macrophages
comme les M2a, M2b et M2c¢ qui ne seront pas aborder dans le contexte de ce mémoire

[94].

A) Macrophage M1

La polarisation en macrophages M1 pro-inflammatoires implique une exposition des
monocytes aux stimuli tels DAMP/PAMP, LPS, TNF, IFN-y et GM-CSF [75, 95].
Comme les monocytes, les macrophages M1 sont capables de synthétiser les cytokines

pro-inflammatoires TNF, IL-1B et IL-6 [75, 96]. Le processus de phagocytose et la
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sécrétion de TNF par les macrophages se font simultanément. En fait, les macrophages
économisent le transport et 1'exocytose membranaire pour phagocyter des pathogenes et
libérer TNF en méme temps [97, 98]. Les macrophages M1 secrétent d'autres médiateurs
pro-inflammatoires tels qu'lL-12 [75, 96]. L'IL-12 stimule la différentiation des LT naifs,
la production d'TFN-y et la cytotoxicité des LT et les NK [75, 99]. Les macrophages M1
libérent entre autres les chimiokines suivantes: CCL2, CCL5 (RANTES) et CCL8 (IL-8).
Ces molécules jouent un réle important dans le recrutement de divers leucocytes au site
d'inflammation, en particulier les LT, les neutrophiles et les monocytes [75, 100-103]. En
outre, des ¢tudes montrent bien que les macrophages M1 expriment fortement CMH-II,
ce qui les rend des APC efficaces [92]. La molécule de co-stimulation CD80 est

spécifique aux macrophages M1 et donc permet de les discerner des M2 [104].

B) Macrophage M2

La formation des macrophages M2 est induite par différentes combinaisons d'IL-4, IL-10,
IL-13, TGF-B (Transforming Growth Factor-p) et glucocorticoides [75, 95, 105]. Les
molécules de surface CD206 (ou récepteur du mannose), CD23 (ou FceRII) et CD163
sont suggérés étre des marqueurs des macrophages M2 [93, 94, 106]. Comme certains
sous-types de monocytes, les macrophages M2 secrétent la cytokine anti-inflammatoire
IL-10 qui a un effet autorégulateur sur les macrophages eux-mémes [94]. L'IL-10 attenue
l'activation des macrophages M1 microbicides et par conséquence réduit la production
des protéines pro-inflammatoires TNF, IL-1p, IL-6 et IL-12 [107, 108]. En outre, 1'l[L-10
réduit I'expression de CMH-II des macrophages et donc inhibe leur fonction d'APC
[109]. Les macrophages traités par IL-10 phagocytent davantage les cellules apoptotiques
et produisent le "B cells activating factor of the TNF family" / "B lymphocyte stimulator"
(BAFF/BLyS) [110]. Comme son nom l'indique, BAFF fait partie de la famille des TNF
et est exprimé par les monocytes, macrophages et DC. BAFF est impliqué dans la
prolifération, la différentiation et la survie des LB entre autres. En tandem avec I'IL-10,
les macrophages M2 secrétent TGF-f, une autre cytokine anti-inflammatoire qui inhibe
la production de médiateurs inflammatoires et favorise l'activité des LT régulateurs
(Tregs) [75, 111]. Les macrophages M2 incitent aussi I'angiogenése via leur production

de VEGF (Vascular endothelial Growth Factor), une molécule impliquée dans la
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formation de vaisseaux sanguins ainsi que la prolifération et la survie des cellules
épithéliales [92, 93]. Ce processus assisté par les macrophages M2 est essentiel pour la
réparation des tissus et la fermeture des plaies. Les macrophages activés, ainsi que les
cellules endothéliales et épithéliales apoptotiques libérent la molécule MFG-ES8 (Milk fat
globule epidermal growth factor-8), aussi appelé lactadhérine [93, 112]. MFG-ES est une
protéine anti-inflammatoire qui entraine la polarisation des macrophages en M2, la

phagocytose des cellules apoptotiques, I'angiogenése et la fermeture des plaies [93, 113].
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Figure 3. Représentation des sous-types de monocytes et des macrophages M1 et M2.

1.3.4 Les cellules myéloides suppressives

Les MDSC (Cellules my¢loides suppressives ou myeloid-derived suppressor cells) sont
des cellules immatures immunosuppressives impliquées dans plusieurs pathologies dont
le cancer, les brilures et le sepsis [114, 115]. Les MDSC constituent des populations
hétérogenes. Elles peuvent étre mononucléaires comme les MDSC monocytaires ou bien
polynucléaires comme les MDSC granulocytaires [114]. Les MDSC utilisent plusieurs
mécanismes pour induire l'immunosuppression des lymphocytes T en particulier [116].

Par exemple, les MDSC produisent 1'enzyme arginase qui métabolise I'acide aminé L-
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arginine. L'épuisement de L-arginine réduit l'expression des molécules de signalisation
comme le CD3( de surface qui est indispensable a la prolifération des lymphocytes T
[116, 117]. Les MDSC exercent leurs fonctions régulatrices également via l'oxyde
nitrique (NO), les ROS, les prostaglandines E2 et le TGF-3 pour réprimer l'activation des
lymphocytes T [114, 118]. Ainsi, les MDSC sont des cibles d'intérét dans

I'immunothérapie contre le cancer et les maladies infectieuses [119, 120].

1.4 Le systeme immunitaire adaptatif

1.4.1 L'activation de la réponse adaptative par les cellules dendritiques

Alors que le systétme immunitaire inné déclenche une réponse générale et immédiate, le
systéeme immunitaire adaptatif entraine une réponse tardive et spécifique. Contrairement
a l'immunité innée, l'immunité adaptative requiert 4 a 7 jours avant d'effectuer ses
fonctions. L'avantage ultime du systéme adaptative est son ciblage spécifique contre les
pathogénes et sa capacit¢ a se rappeler des agresseurs étrangers. Cette mémoire
immunitaire permet de reconnaitre l'antigéne subséquemment et d'agir beaucoup plus

rapidement et efficacement afin de I'éliminer.

Les cellules dendritiques (DC) sont des APC professionnelles qui forment le pont entre la
réponse innée et la réponse adaptative. Les DC peuvent se trouver dans les tissus ou dans
le sang dans une forme immature [121]. Comme les monocytes et les macrophages, les
DC reconnaissent les pathogénes via les récepteurs PRR et TLR pour ensuite les
phagocyter et présenter l'antigéne avec le CMH-II [122-124]. Ce contact avec le
pathogéne induit l'activation et la maturation des DC afin d'exprimer les molécules
accessoires comme CD80/CD86 (B7) qui sont essentielles pour la fonction des APC
[125]. Les DC matures migrent vers les ganglions lymphatiques et rentrent en contact
avec les deux acteurs principaux du systéme immunitaire adaptatif: le lymphocyte T (LT)

et le lymphocyte B (LB). Les DC présentent le fragment antigénique aux LT et LB naifs
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pour les activer et pour déclencher une réponse immunitaire spécifique contre le

pathogéne d'intérét [121, 126].

Le LT exécute une immunité a médiation cellulaire, tandis que le LB déclenche une
immunité humorale mettant en action des anticorps. Chacun de ces lymphocytes sont

hétérogeénes et donc peuvent adopter différents formes et roles.

1.4.3 Les lymphocytes T

Les cellules progénitrices sont produites dans la moelle osseuse et se différencient en LT
naives au niveau du thymus. Ensuite, la maturation des LT suite au contact d'un antigéne
a lieu au niveau de la circulation lymphatique et les ganglions lymphatiques. Les LT
expriment un récepteur unique nomme le T Cell Receptor (TCR). Le TCR est constitué
d'une chaine a et d'une chaine B, ou d'une chaine y et d'une chaine 8. Le TCR de surface
reconnait deux ¢léments lors du contact avec les APC: le CMH et l'antigéne présenté par
ce CMH. Le TCR est li¢ au co-récepteur de surface CD3 qui, suite au contact avec
I'antigéne, déclenche la signalisation intracellulaire menant a I'activation du LT. Par
ailleurs, la présence de molécules accessoires comme le CD28 qui se lie aux molécules
de co-stimulation CD80/CD86 (B7) des APC, permet d'amplifier l'activation du LT [67,
127].

L'activation des LT CD4" induit l'expression de CD40 ligand (CD40L/CD154/ gp39),
une protéine appartenant a la famille des TNF et qui influence la biologie des APC. Le
CDA40L peut étre exprimé sur la surface des LT activés ou peut se trouver sous forme
soluble (sCD40L). Le CD40L se lie au récepteur CD40 exprimé constitutivement chez
les APC [67]. Une des fonctions principales de CD40L est la communication entre les LT
et les LB. La liaison de CD40L au CD40 stimule fortement la maturation, la prolifération
et la survie des LB. Dans ce dessin, les LT sont aussi impliqués dans l'initiation de
I'immunité humorale [128]. En fait, le CD40L active aussi les fonctions effectrices des
APC comme les monocytes, les macrophages et les DC. Plusieurs études sur des cellules

humaines et murines démontrent I'activation des APC par le signal CD40-CD40L. Par
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exemple, le CD40L stimule la production de TNF-a, IL-1B, IL-6 et IL-8 par les
monocytes [129], ainsi que la production de TNF-o et oxyde nitrique par les
macrophages [130, 131]. Particuliérement, le CD40L fait augmenter la sécrétion d'IL-12
par les monocytes, les macrophages et les DC, une cytokine indispensable a l'activation
des LT [128, 132-135]. Le CD40L présente également des effets sur la maturation des
DC en augmentant leur expression de CMH-II [136]. De plus, le CD40L accroit
davantage le pouvoir de présentation d'antigénes en augmentant I'expression des
molécules de co-stimulation B7 des APC [67, 128, 137, 138]. Etant donné que les LB
naifs ne présentent pas autant de molécules de co-stimulation que les autres APC, la
stimulation par le CD40L rend les LB des APC compétents [134, 138]. Ainsi, il s'agit
d'un circuit de rétroaction positive ou le CD40L amplifie le signal B7-CD28 et en retour
active les LT encore plus et induit une plus grande production de CD40L. D'ailleurs, la
participation primordiale du CD40L dans les interactions immunologiques le rend une
cible thérapeutique de choix dans le cas des maladies auto-immunes et des rejets de

greffes [137].

Les LT peuvent adopter différents formes et entreprendre différents fonctions. Les trois
types de LT abordés briévement ici sont : les cellules T auxiliaires CD4" ou "T helper

cells" (Th), les LT régulateurs (Tregs), et les LT cytotoxiques CD8".

Les cellules Th CD4+ ont pour fonction principale la sécrétion de cytokines qui régulent
la prolifération et la différentiation de plusieurs leucocytes incluant les LB, macrophages
et LT eux-mémes. Ils existent différents sous-types de LT CD4+ qui produisent
différentes cytokines et engendrent donc des réponses distinctes. Parmi ces sous-types
sont le Thl et Th2. Les Thl sont mis en action en présence des bactéries et virus
intracellulaires et favorisent une réponse a médiation cellulaire. Ils secrétent IFN-y, TNF-
B et IL-2 [139, 140]. IFN-y stimule les fonctions phagocytaires et antibactériennes des
macrophages qui permettent d'éliminer les infections intracellulaires. La combinaison
d'TFN-y et IL-12 favorise la polarisation en Thl dans un effet de boucle autocrine [141].
L'IL-2 produit par les Thl est un facteur de croissance essentiel a I'expansion clonale, la
différentiation et la survie des LT [142, 143]. Or, des études plus récentes illustrent une
image plus complexe d'IL-2 qui semble induire la formation de LT régulateurs (Tregs) et

donc contribue non seulement a la réponse immunitaire, mais aussi a l'auto-régulation
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[142, 144]. D'une autre part, les Th2 servent de défense contre les parasites
extracellulaires en favorisant I'immunit¢é humorale médiée principalement par les LB
[145]. 1ls produisent I1L-4, IL-6, IL-10 et IL-13. [139, 140] L'IL-4 et IL-6 agissent d'une
manicre autocrine et induisent davantage la différentiation des LT naifs en Th2 [141].
L'TL-4 et IL-13 relachées par les Th2 stimulent la production d'immunoglobulines E
(IgE) et G (IgG) par les LB [140, 146]. L'IL-10 inhibe la différentiation en Th1 et limite
donc la production d'TFN-y qui s'oppose a la réponse de type 2. A part les Thl et Th2, il
existe d'autres types de LT CD4* comme les Th17 qui secrétent I'IL-17, une cytokine
inflammatoire agissant sur les cellules stromales et menant au recrutement des
neutrophiles [147]. Les LT peuvent aussi se différentier en Th22, un sous-type qui
produit particulierement 1'lL-22 agissant en synergie avec l'action des Th17 [148, 149].
Un autre sous-type est le Th9 caractéris¢ par sa production d'IL-9, un facteur de
croissance pour les leucocytes qui est impliqué dans la réponse immunitaire contre les

helminthes [150, 151].

Les Tregs (CD4" CD25" Foxp3*) jouent un rdéle immunosuppresseur crucial dans la
prévention de l'inflammation chronique et des maladies auto-immunes. Suite aux
réponses contre les infections, les Tregs préviennent les dommages des tissus du soi en
rétablissant I'homéostasie inflammatoire [152]. Pour ce faire, les Tregs répriment les
fonctions et la prolifération des LT effecteurs et des APC en secrétant les cytokines
immunosuppressives IL-10, IL-35 et TGF-B [152-156]. Les Tregs expriment CTLA-4
(Cytotoxic T lymphocyte—associated antigen 4), un récepteur membranaire qui se lie aux
molécules de co-stimulation B7 des APC et donc rentre en compétition directe avec
CD28 des LT [153, 154]. Les Tregs, via l'interaction cellulaire de CTLA-4 / B7,
empéchent la présentation de l'antigeéne et I'activation des LT. En outre, les Tregs peuvent

induire 1'apoptose des LT auto-réactifs par I'intermédiaire des granzymes [153, 157].

Les LT CD8+, dites cytotoxiques (Tc), sont des cellules immunitaires indispensables
dans la lutte contre les microorganismes intracellulaires. La fonction principale des Tc est
la destruction des cellules servant d'hotes pour les parasites internes tels que les virus et
les bactéries cytoplasmiques. Les Tc reconnaissent le CMH de classe I (CMH-I) sur la
surface des cellules [158, 159]. Un CMH-I présentant un antigéne, signale les Tc que la

cellule en question est infectée. La reconnaissance du CMH-I permet une action
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spécifique des Tc contre les cellules infectés et minimise les dommages aux tissus sains.
Suite a cette reconnaissance, les Tc libérent des granules contenant des molécules
lytiques nommés les perforines et les granzymes [159]. Les perforines s'insérent dans la
membrane cellulaire pour former des pores permettant I'entrée des granzymes dans la
cellule infectée. Les granzymes sont des protéases qui dégradent les protéines
intracellulaires et déclenchent la mort programmée de la cellule cible [158]. Ainsi les Tc
jouent un role essentiel dans le contréle de la multiplication des pathogeénes a l'intérieur

des cellules infectés.

1.4.4 Les lymphocytes B

Les lymphocytes B (LB) sont les principaux acteurs de l'immunité humorale en
produisant les anticorps. Ils produisent diverses immunoglobulines (Ig) qui neutralisent
les microorganismes étrangers et permettent le phénomeéne d'opsonisation. L'opsonisation
correspond a la liaison des anticorps aux pathogénes facilitant leur ingestion par les

phagocytes et ceci est essentiel au controle des infections bactériennes.

Les progéniteurs des LB sont générés dans la moelle osseuse et suivent différents étapes
de différentiation et de sélection pour donner des LB immatures naifs [160, 161]. Les LB
naifs de la moelle osseuse sont transférés dans la circulation, puis ensuite dans les
organes lymphoides secondaires, dont la rate et les ganglions lymphatiques. Les organes
lymphoides secondaires permettent des étapes de différentiations subséquentes dans des
microenvironnements spécialisés appelés les centres germinaux (GC) [162]. A ce niveau,
les LB deviennent tout d'abords matures naifs. Le terme "naifs" indique que les LB ne
sont pas encore entrées en contact avec l'antigéne et n'ont pas été activés. Les "B cell
receptors" (BCR) sont constitués d'lg transmembranaires naives et leur expression varient
au cours du développement des LB [163]. Les LB matures naifs expriment IgM et IgD
sur leur surface [161, 164]. La molécule IgD, un anticorps monomérique, est impliquée
dans la signalisation responsable de I'activation des LB [165]. Les LB non activés sont
IgD" tandis que les LB les plus différenciés sont IgD". Au niveau des GC, les LB naifs
reconnaissent des antigénes avec le BCR et les internalisent par endocytose pour les

digérer. Comme les monocytes et les macrophages, les LB sont des APC professionnelles
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qui présentent par la suite les peptides aux LT via CMH-II [163]. Comme vu
précédemment, cette action stimule la maturation des LT en Th et induit I'expression de
CD40L trimérique, ainsi que les cytokines IL-4 et IL-21 [166]. Le CD40L se lie au
récepteur CD40 exprimé constitutivement chez les LB afin de déclencher leur activation
[134, 161, 167]. Cette interaction, en combinaison avec les effets d'IL-4 et IL-21 liés a
leur récepteurs, entrainent une prolifération intense des LB par expansion clonale [168].
Cette activation engendre également 1'hypermutation somatique et la commutation de
classe des Ig, des processus d'adaptation permettant de modifier l'isotype des Ig afin de
maximiser leur spécificité et affinité aux pathogeénes. L'activation des LB les pousse aux
derniéres étapes de différentiation vers des plasmocytes ou des LB mémoires [162, 168].
Les plasmocytes sont des LB effecteurs qui produisent une grande quantité d'anticorps
solubles en périphérie pour combattre les infections extracellulaires. Les LB mémoires
rendent possible une réponse humorale accélérée et amplifiée lors d'une réexposition aux
mémes pathogénes. Ainsi, les Ig de surface des LB mémoires ont tendance a avoir la plus

haute affinité contre leurs antigeénes.

La commutation isotypique permet aux plasmocytes de changer la région constante des
Ig pour secréter IgG, IgA et IgE [161]. IgM est un pentameére et est souvent le premier
anticorps a €tre déployé contre les infections aigiies [169]. Or contrairement aux autres
immunoglobulines, IgM est incapable de se déplacer de la circulation vers les tissus
infectés a cause de sa taille. IgG et IgE ¢étant monomériques et IgA étant
mono/dimérique, ils peuvent passer a travers les vaisseaux sanguins pour se rendre aux
tissus infectés [164]. 1gG est 'anticorps le plus abondant en périphérie, soit 75% des Ig
totaux circulants, et est subdivis¢ en quatre sous-types. IgGl et IgG3 sont
particuliérement puissants contre les virus alors qu'lgG2 est surtout efficace contre les
bactéries encapsulées et 1gG4 contre les invasions parasitaires [164, 170]. IgA a deux
sous-classes (IgA1 et [gA2) et est généralement le plus abondant dans les sécrétions des
muqueuses. Les couches muqueuses correspondent a des portes d'entrée majeures des
pathogénes et donc IgA joue un role important contre l'intrusion bactérienne a ce niveau
[171]. IgE est impliqué dans les réactions contre les parasites extracellulaires tels que les

helminthes et dans I'hypersensibilité de type 1 lors des réactions allergiques [172].
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Alors que les relations entre les LB et les LT sont relativement bien caractérisées, ils
existent aussi des interactions entre les LB et les monocytes/macrophages qui sont moins
définies. Plusieurs études ont démontré la capacité des LB a proliférer et se différencier

indépendamment des LT et du signal CD40 [173, 174].

La protéine BAFF (B cell activating factor) mentionnée auparavant, est un membre de la
famille des TNF associée a 1'homéostasie des LB. BAFF est produit essentiellement par
les monocytes, macrophages et DC suite a leur stimulation par IFN-y et dans une
moindre mesure 1'[L-10 [175-177]. BAFF se trouve sous forme transmembranaire ou
soluble [174], et se lie a trois récepteurs sur la surface des LB: BCMA (B-cell maturation
antigen), TACI (transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand
interactor) et BAFF-R (BAFF receptor) [175, 178]. La survie, la prolifération et la
maturation des LB sont substantiellement influencées par l'effet de BAFF [174, 176,
179]. En fait, BAFF peut prévenir l'apoptose des LB en inhibant les signaux pro-
apoptotiques et en stimulant les facteurs de survie comme l'oncoprotéine Bcl-2 [175, 180,
181]. Des études confirment que BAFF conduit a la formation de plasmocytes et a

I'augmentation de la concentration d'lg dans le sérum [176-178].

1.5 Modifications du systéme immunitaire chez les patients
grands briilés.

1.5.1 L'immunité innée chez les patients grands briilés

A) Syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS)

La premicre ligne de défense, le systéme immunitaire inné, est drastiquement altéré chez

les patients GB.

Des ¢études sur les patients GB montrent I'augmentation de la concentration de TNF-a qui
fait partie de la premiére vague de signaux pro-inflammatoire suite au choc thermique

[182-185]. En revanche, d'autres études, montrent une faible concentration de TNF-a
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[186, 187]. Il est possible qu'une augmentation des récepteurs TNFR 1 et II solubles qui,
en se liant a leur ligand, pourraient expliquer pourquoi le TNF-a libre n'est pas parfois

détecté en circulation [188].

Selon certaines études, la concentration d'IL-1B augmente considérablement post-
brhlures [187, 189, 190]. Comme TNF-a, IL-1p appartient a la premicre vague de
signaux inflammatoire reflétant la phase initiale d'hyperactivation du systeme

immunitaire.

Beaucoup d'é¢tudes indiquent une augmentation des niveaux d'IL-6 sérique en corrélation
avec la sévérité des brulures chez les patients [76, 183, 186, 191-193]. L'IL-6 est
exprimée par divers globules blancs incluant les monocytes, macrophages, LT et LB. Sa
hausse dramatique chez les patients GB contribue fortement a la réaction inflammatoire

aigue et la fievre [76].

L'IL-8, secrétée notamment par les monocytes et les macrophages entre autres, est
fortement produite chez les patients GB. Cette hausse d'IL-8 engendre une augmentation
de la phagocytose et le recrutement des neutrophiles aux sites inflammatoires [76, 194].
Plusieurs études démontrent la dérégulation des fonctions des neutrophiles chez les
patients GB, dont leur motilité et leur capacité a phagocyter et tuer les bactéries [29, 37,
195-199]. Plus précisément, les neutrophiles sont activés dans les phases initiales post-
brhlures et deviennent compromis plus tardivement, ouvrant la porte aux infections

[200].

Etant donné que TNF-o, IL-1p, IL-6 et IL-8 sont en grande partie produits par les
monocytes et les macrophages, ces observations suggeérent une activation de ces
leucocytes post-brilures [201, 202]. La prédominance initiale de ces médiateurs pro-
inflammatoires est non seulement observée systématiquement, mais aussi localement
dans le microenvironnement des plaies brilées [203]. Cette cascade inflammatoire
médiée par les monocytes et les macrophages pourrait contribuer aux dommages
tissulaires et initier par la suite la production de signaux anti-inflammatoires
compensatoires qui meénent a l'immunosuppression [202]. Cependant, aucune étude n'a

évalué le phénotype des monocytes et des macrophages chez les patients GB. De plus, il
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reste toujours inconnu si l'environnement immun des patients GB favorise la formation

des macrophages M1 ou des macrophages M2.

B) Syndrome de réponse anti-inflammatoire compensatoire

Plusieurs études révelent une augmentation de signaux anti-inflammatoires comme 1'IL-
10. L'IL-10 augmente initialement juste apreés la brilure et diminue ensuite apres
quelques jours [76]. Cependant, certains patients GB septiques présentent des niveaux
d'TL-10 continuellement élevés [204]. L'IL-10 serait associée a 1'immunosuppression et a
un risque accrue d'infections [76, 204-206]. Sachant le réle d'IL-10 dans la désactivation
de certains sous-types de macrophages et de LT ainsi que la réduction des médiateurs
pro-inflammatoires, cette cytokine immunosuppressive est une cible d'intérét chez les

patients GB.

Comme vu précédemment, les macrophages M2 produisent du VEGF responsable de
I'angiogenése et la réparation des tissus. La littérature montre des niveaux maximaux de
VEGF 14 jours apres l'admission des patients GB aux soins intensifs [207, 208]. Le
VEGF augmente la perméabilité des vaisseaux sanguins et peut donc participer a la
formation d'cedéme, un probléme déja prévalent chez les patients GB [207, 209].
Toutefois, aucune étude n'a évalué si cette augmentation de VEGF est véritablement

associée aux macrophages M2 post-brilure.

L'expression de CMH II (HLA-DR) sur les PBMC (cellules mononuclées du sang
périphérique) est nettement réduite chez les patients GB et les patients septiques [184,
210, 211]. Cette immunosuppression suggere une diminution des capacités des APC a
présenter les antigénes aux LT. L'absence d'une telle fonction entrave la coopération
entre 1'immunité innée et l'immunité acquise, ainsi que l'activation des cellules
effectrices. Des cultures de kératinocytes issus de peaux adjacentes aux brilures
montrent aussi une diminution de I'expression de CMH-I et de la molécule co-
stimulatrice CD86 [212]. Ces observations indiquent une incapacité des kératinocytes a
communiquer la présence d'infections intracellulaires au systéme immunitaire. En effet,
les cellules mononucléaires incluant les monocytes et les macrophages présentent une
diminution du chimiotactisme vers les tissus infectés proportionnellement au % TBSA

[213].
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1.5.2 L'immunité adaptative chez les patients GB

A) Les lvmphocytes T chez les patients GB

Un grand nombre d'études sur des patients et des modeles expérimentaux mettent en
évidence une lymphopénie suite aux bralures [214-216]. Cette déplétion de lymphocytes
est associée a une production aberrante de facteurs de croissance, ainsi qu'une hausse de

cellules avec des fonctions suppressives.

La concentration d'IL-2 produite par les Thl est a la hausse dans la phase aigue de
I'inflammation [76]. Or, la production d'IL-2 est ensuite sévérement déprimée durant
I'immunosuppression [217-220]. Cette diminution d'IL-2 est associée a une activité et
prolifération altérées des LT, conduisant donc a un affaiblissement de 1'immunité
cellulaire chez les patients GB [221, 222]. De plus, la production d'IFN-y par les LT est

réduite chez les patients GB, entrainant la suppression des macrophages M1 [221].

Comme décrit précédemment, les Tregs présentent des fonctions inhibitrices et peuvent
empécher l'activation des LT Thl et Th2. Des études ont observé une activation des
Tregs (CD4" CD25" Foxp3") chez les patients GB. Ainsi, les Tregs participent

possiblement a 1'immunosuppression et le sepsis touchant les patients GB [223-226].

B) L'immunité humorale par les lvmphocytes B chez les patients GB

Les patients GB présentent un déréglement majeur du systéme immunitaire humoral. Un
grand nombre d'études sur des patients adultes et pédiatriques montrent une diminution
importante de la production d'lIg circulants, qui est généralement regagnée a partir de la
deuxiéme semaine post-brilures [222, 227-231]. Comme mentionné précédemment, 1'IL-
6 sérique augmente radicalement chez les patients GB. Malgré I'effet stimulateur d'IL-6
sur la différentiation des LB, la production d'Ig reste basse durant la premicre semaine.
Ainsi, la défaillance de la réponse humorale réduit la défense des patients contre les
infections. Cependant, aucune étude n'a investigué la différentiation des LB et ses

signaux activateurs comme le SCD40L et I'lL-7 chez les patients GB.
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1.6 Résultats antérieurs

1.6.1 Altérations des APC lors de l'activation inflammatoire chez les

patients GB

Notre laboratoire a fait des études d'immunomonitoring complétes et a observé des
modulations similaires des cytokines inflammatoires. Cependant, d'autres facteurs
solubles liés aux APC, ainsi que le phénotype des leucocytes ne sont pas documenté chez
les patients GB. Notre laboratoire a observé une augmentation significative du
pourcentage de monocytes non-classiques (voir figure 4A ci-dessous). Ces observations
concordent avec les études qui montrent aussi une hausse des monocytes non-classiques
dans les pathologies inflammatoires et infectieuses comme le sepsis [70, 81, 88]. Comme
discuté précédemment, le monocyte non-classique correspond a la forme la plus
différenciée et produit les médiateurs pro-inflammatoires TNF-a, IL-1B et CCL3. Ainsi,
il pourrait s'agir d'une activation des monocytes qui contribuerait au SIRS suivant la

brilure.

Notre laboratoire a observé une augmentation significative des MDSC d'origine
monocytaire chez les patients GB (voir figure 4A ci-dessous). Les MDSC sont des
cellules immunosuppressives et elles inhibent I'activité des LT notamment. Les MDSC
sont souvent associées au sepsis et aux infections bactériennes [232-234] et peuvent donc

jouer un role important chez les patients GB.
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Figure 4. Résultats antérieurs du laboratoire présentant l'altération des populations monocytaires et des
signaux anti-inflammatoires affectant la biologie des macrophages en périphérie chez les patients GB. A.
Proportion de monocytes non-classiques et des MDSC monocytaires chez les patients GB. B. Niveaux

d'T'IL-4 et MFG-ES chez les patients GB. ND: Donneurs normaux.

Notre laboratoire a également observé une augmentation considérable de MFG-E8 et IL-
4 durant la premiére semaine post-brilure (voir figure 4B). Comme mentionné
auparavant, MFG-ES8 et IL-4 présentent des actions anti-inflammatoires qui favorisent la
polarisation des macrophages vers le phénotype M2 immunosuppresseur. Ainsi ces deux
facteurs en circulation peuvent possiblement faire partiec de la réponse compensatoire

face a la cascade pro-inflammatoire initiale.

Notre laboratoire a observé une chute drastique de sCD40L circulant post-brilure et sa
concentration commence a se normaliser deux semaines suivant aux brilures (voir figure
5A). Le CD40L joue un réle primordial dans la prolifération et la maturation des LB.
Nous avons aussi observé une augmentation tardive d'IL-7, un stimulateur de la

prolifération des LT et LB et un régulateur important des LT mémoires [235]. Cette
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augmentation d'IL-7 sérique deux semaines post-brilures est associée a une activation

tardive des LT effecteurs et mémoires chez les patients GB.
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Figure 5. Résultats antérieurs du laboratoire présentant la modulation des signaux affectant la
biologie des lymphocytes et 1'altération des fonctions des LB dans le sang/plasma des patients GB.
A. Niveaux de sCD40L et d'IL-7 chez les patients GB. B. Niveaux des LB matures et d'[gA circulant chez

les patients GB. ND: Donneurs normaux.

En effet, nos études démontrent aussi une différentiation tardive des LB, soit deux
semaines post-brilures. Cette différenciation tardive se manifeste par une diminution des
LB IgD* naives et une montée des LB IgD™ matures 14 jours post-brilures. Cette
maturation attardée est associée a une ¢lévation tardive des niveaux de sCD40L et d'IL-7.
Ce phénomene est possiblement di a la faible concentration de sCD40L précocement et
donc au manque d'activation des LB par la voie du récepteur CD40. La maturation
anormale des LB concorde parallélement avec la diminution des niveaux d'IgA, IgG et

IgM que nous avons observé. Nos études démontrent une réduction significative des
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concentrations sériques de ces anticorps post-brilures (seulement IgA est représenté dans

la figure 5). Les niveaux d'Ig reviennent a la normale deux semaines post-briilures.

1.6.2 Récapitulatif des modulations immunologiques chez les patients

GB

Les briilures déclenchent initialement un état de SIRS impliquant une sur-activation des
monocytes et macrophages qui secrétent les médiateurs pro-inflammatoires TNF-a, IL-
1B, IL-6 et IL-8. Cette cascade inflammatoire initie une réponse compensatoire qui vient
sous la forme de signaux anti-inflammatoires médiés par 1L-4, IL-10, MFG-ES et les
MDSC. Cet événement favorise un environnement immunosuppresseur qui réduit la
capacité des APC a présenter les antigénes, désactive les LT et leur production de
sCD40L. Ainsi, la différentiation des LB et les niveaux sériques d'Ig sont diminués. Cette
immunodépression favorise les infections opportunistes qui meénent potentiellement au
choc septique. Deux semaines post-brilures, le systéme immunitaire commence a se
rétablir et a développer une réponse activatrice compensatoire. Au 14iéme jour, des
signaux activateurs comme I'[L-7 permettent le maintien des fonctions des LT et LB.
Cette activation est accompagné d'un retour des niveaux d'lg a la normale et a une

restauration des défenses contre les pathogenes.

Le systéme immunitaire est altéré d'une facon ou il fluctue entre un état pro- et anti-
inflammatoire. Un environnement excessivement pro-inflammatoire induit des
dommages graves aux organes qui menent a une défaillance multiviscérale. Toutefois la
tentative de compenser ces dommages tissulaires via des signaux anti-inflammatoires
rend les patients susceptibles aux infections pouvant infliger des dommages encore plus
séveres. Les modulations immunologiques chez les patients GB semblent trés fortement
impliquer les APC, dont les monocytes, macrophages et LB. Toutefois, les mécanismes

exacts sont inconnus.

Nous émettons notre premiere hypothése que les brilures hyperactivent les cellules
présentatrices d'antigénes, les APC, ce qui génére ultérieurement un milieu

Immunosuppresseur.

33



1.7 L.e microbiome et son importance

1.7.1 Caractérisation du microbiome

Le microbiome constitue I'ensemble des microorganismes, leur génome et leurs
interactions avec le microenvironnement qui les entoure. Le microbiome comprend
divers types de microbes dont les bactéries, les archaebactéries, les virus et les levures.
Toutefois dans ce projet, nous nous concentrons uniquement sur la population
bactérienne. Le terme "microbiote" (a ne pas confondre avec "microbiome") fait allusion
a la population microbienne dans un environnement définis sans tenir compte des
conditions environnementales comme le pH et la salinit¢ par exemple. Le compte, la
diversité et le role du microbiote sont différents selon son habitat dans le corps humain,
que ¢a soit au niveau de l'intestin, la peau, les poumons ou méme la circulation sanguine.
Le microbiome compte pour plus de 10'* de bactéries dans le corps humain, soit 10 fois
le nombre de cellules humaines eucaryotes [236, 237]. Les fonctions essentielles et
complexes du microbiome dans I'étre humain continuent a étre découvertes aujourd'hui.

Les travaux collaboratifs du "human microbiome project" (HMP) ont permis d'accroitre

1.7.2 Les techniques d’analyse du microbiome

A) Le géne codant PARNr 16S

Les cellules procaryotes incluant les bactéries, posseédent un bagage génétique distinct.
L'ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) est un composant de la petite sous-unit¢ ARNr 30S.
Cette petite sous-unité 30S en tandem avec la grosse sous-unité 50S forment le ribosome
procaryote complet (70S). L'ARNr 16S est spécifique aux procaryotes alors que les
cellules eucaryotes possédent I'ARNr 18S. Ainsi, il serait possible de cibler le géne
codant pour 'ARNr 16S (qu'on nomme I'ADN 16S) afin de discerner 'ADN bactérien
dans un milieu abondant en matériel génétique humain. L'ADN 16S est une cible
fréquemment utilisée pour évaluer le microbiome du corps humain. L'ADN 16S contient

des régions conservées et partagées parmi beaucoup d'especes bactériennes. Cependant,
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I'ADN 16S présente aussi 9 régions hypervariables nommées V1 a V9. La séquence de

ces régions varie entre les différents espéces et sous-especes bactériennes [238].

B) La quantification des bactéries par gPCR

Le "quantitative Polymerase Chain Reaction" (QPCR) est une technique trés employée
dans 1'étude de l'expression de geénes et consiste a amplifier une séquence spécifique

d'ADN afin de la détecter et la quantifier.

La particularit¢ du qPCR par rapport au PCR normale, est la possibilit¢ d'estimer la
quantit¢ de la séquence d'ADN bactérien par exemple. L'utilisation d'une courbe de
standards avec des quantités prédéterminées d'ADN bactérien, permet d'estimer le
nombre de copies d'ADN et par extension le nombre de bactéries dans I'échantillon
étudié. Le qPCR requiert entre autres le SYBR Green, un colorant qui permet de se baser
sur l'intensité de la fluorescence émise par les séquences d'ADN afin de les quantifier. En
revanche, il faut considérer que les bactéries peuvent avoir 1 a 15 copies de leur génome
selon I'espéce bactérienne. Ainsi, la quantité approximative calculée par qPCR n'est pas
completement représentative de la quantité¢ réelle de bactéries dans I'échantillon.
Néanmoins, le qPCR demeure un des moyens de quantification bactérienne les plus
pratiques et les plus souvent employés. Toutefois, le qQPCR ne donne aucune idée sur
l'identité des bactéries présentes dans 1'échantillon. Pour identifier les bactéries, il faut
utiliser la technique de séquengage de nouvelle génération pour évaluer la diversité

bactérienne du microbiome [239].
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1.8 Les interactions entre 1’hote et le microbiome

1.8.1 Le microbiome intestinal

A) Les relations entre le microbiome intestinal et 1'hote

L'intestin abrite le plus grand nombre de bactéries dans le corps humain, ainsi que la plus
grande diversit¢ avec plus de 1000 différentes espeéces [240, 241]. D'ou 1'étude du
microbiome a partir de matieres fécales est la fagon la plus courante. Les bactéries dans
I'appareil digestif vivent en symbiose avec 1'hdte. Les bactéries proliférent dans
I'environnement intestinal, mais fournissent également des bénéfices a 1'hdte, comme
observé particulierement avec les especes lactobacilles [242]. Les bactéries résidant dans
l'intestin influencent le métabolisme des nutriments. Un grand nombre de bactéries
produisent des micronutriments comme les vitamines B9, B12, K et la biotine et facilitent
I'absorption du calcium, magnésium et le fer [240, 243]. La quantité¢ et la diversité
bactérienne peut varier au sein d'un méme individu selon différents facteurs tel que la
dicte, 1'age, la génétique de 1'hdte, le systéme immunitaire, la localisation géographique,

le contexte pathologique et l'utilisation d'antibiotiques [244-248].

L'intestin présente des mécanismes qui compartimentent ses composantes, prévenant une
activation exagérée du systéme immunitaire face au grand nombre de microbes dans la
lumiére intestinale. Premiérement, ils existent des couches de mucus qui empéchent un
contact direct entre les cellules épithéliales et les bactéries. Deuxiémement, 1'hote secrete
des peptides antimicrobiens et IgA qui permettent de compartimentaliser les
microorganismes et maintenir leur distance aux surfaces €pithéliales. Troisiemement, les
Tregs et les macrophages régulateurs participent a la tolérance et la suppression de la

réponse immunitaire via des cytokines anti-inflammatoires comme IL-10 [240, 241].

Toutefois, plusieurs études sur des souris sans germe ("germ free") démontrent que la
flore intestinale influence le syst¢tme immunitaire de I'hote. Les bactéries intestinales sont
impliqué dans le développement des LB en plasmocytes secrétant IgA, la maturation des
LT en Th, le recrutement des Tregs et la production de signaux pro- et anti-

inflammatoires par les macrophages [240, 241, 249-251].
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B) L'impact du microbiome intestinal chez les patients GB

Un grand nombre d'études montrent qu'un débalancement du microbiome intestinal est
associ¢ a divers pathologies inflammatoires, incluant les maladies inflammatoires
chronique de l'intestin, la maladie cceliaque, le diabéte et le cancer [236, 251-256]. Un
déséquilibre du microbiome est nommé la dysbiose et peut correspondre a des

modifications quantitatives et/ou qualitatives.

Une dysbiose de la flore intestinal est aussi impliquée dans la modulation inflammatoire
chez les patients atteint d'un choc comme les brilures et le sepsis. Les patients souffrant
d'un SIRS sévére présentent un compte inférieur de bactéries bénéfiques comme les
espeéces Lactobacillus et Bifidobacterium; et une hausse des pathogeénes opportunistes
comme les especes Staphylococcus et Pseudomonas au niveau de l'intestin [256, 257]. En
effet, Staphyloccocus aureus et Pseudomonas aerignosa sont les pathogenes les plus
courant chez les patients GB bactériémiques [26]. Les brilures favorisent la croissance
des espéces bactériens aérobiques appartenant a la famille des Entérobactéries. Les
Entérobactéries incluent les espéces Escherichia, Klebsiella, Proteus, et Citrobacter qui
sont potentiellement pathogéniques et responsables du sepsis [258]. En outre, les brilures
font augmenter la perméabilité intestinale conduisant a la translocation accrue des
bactéries de l'intestin vers la circulation, les ganglions lymphatiques et les organes [258-
262]. L'augmentation de la perméabilité intestinale survient précocement post-briilures et
est corrélée avec le %TBSA [263, 264]. Ainsi, la translocation des microbes intestinaux
peut étre un des mécanismes favorisant le développement du sepsis observée chez les

patients GB [265, 266].

1.8.2 Le microbiome de la peau

A) Les relations entre le microbiome de la peau et 1'hote

La peau sert de barriére physique empéchant l'infiltration des microorganismes externes.
Or, la peau est colonisée par un grand nombre de bactéries. Les microbiotes de la peau
sont évidemment trés dépendants du milieu écologique externe. La composition du

microbiome de la peau varie aussi sur un méme individu dépendamment du site
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anatomique. Par exemple, les Propionibacterium spp. se trouvent surtout sur les surfaces
sébacées, tandis que les Corynebacterium et Staphylococcus spp colonisent plutot les

sites humides [267].

Le microbiome de la peau et le systtme immunitaire forment une relation
bidirectionnelle. Les kératinocytes peuvent détecter des pathogenes via les PAMPs
pour réguler le systtme immunitaire inné et par extension I'immunité adaptative. Or, le
systéme immunitaire est capable de reconnaitre les bactéries inoffensives et bénéfiques
sur la peau, d'ou un mécanisme de tolérance médié par les Tregs est probablement
impliqué [268, 269]. Mais, plusieurs désordres dermatologiques comme l'eczéma et le
cancer de la peau sont associés a une dérégulation du systéme immunitaire [267, 270,
271]. Les patients immunodéprimés et vulnérables aux infections présentent une plus
grande diversité du microbiote de la peau. La dysbiose chez ces patients correle avec la
colonisation par des pathogénes bactériens comme Staphylococcus Aureus et des levures

opportunistes du type Candida et Aspergillus [272].

B) L'impact du microbiome de la peau chez les GB

Les brilures endommagent gravement 1'intégrité de la peau et créent des portes d'entrées
aux bactéries du milieu externe. Cette situation engendre des infections des plaies qui
compliquent la cicatrisation et les greffes de peau. Le microbiome de la peau des patients
GB est différent et plus vari¢ que celui des sujets sains. Or, ce qui est intéressant est la
similarit¢ du microbiome des surfaces briillées et des surfaces non-brilés sur le méme
patient [273, 274]. L'altération du microbiome de la peau chez les patients GB varie selon
le type d'infection. Les infections de la plaie sont positivement corrélées avec les espéces
Corynebacterium; les pneumonies correlent positivement avec les especes Nesterenkonia
et Halomona; et le sepsis correle négativement avec les especes Corynebacterium et
Enterococcus [274].Cette étude propose que l'identification des changements microbiaux
de la peau en corrélation avec les types d'infections permettrai de prédire les chances de
non prise des greffes. Elle suggére aussi l'application de probiotiques, composés de

bactéries protectrices, afin de faciliter la prise de la greffe chez les patients GB.
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L'implication du microbiome de la peau dans la modulation inflammatoire et

I'immunosuppression chez les patients GB n'est pas encore bien élucidée.

1.8.3 Le microbiome du sang

La communauté scientifique a toujours percu la circulation sanguine comme un milieu
stérile dépourvu de présence microbienne. Cependant, des études récentes contestent
cette notion en suggérant I'existence d'un microbiome périphérique, méme chez les sujets
sains [275]. Utilisant la méthode de qPCR et le géne de 'ARNr 16S comme cible, il est
possible de détecter I'ADN bactérien extrait du sang total [276]. Plus précisément, si on
sépare les fractions du sang, il parait que la couche leuco-plaquettaire et la couche
érythrocytaire contiennent le plus d'ADN bactérien, tandis que le plasma en contient le
moins. Le microbiome sanguin est composé en majorit¢ de protéobactéries et est
différent du microbiome intestinal en termes de diversité bactérienne [276]. Par contre,
ces différences remettent en question la notion que la majorit¢ des bactéries en
circulation proviennent d'une translocation d'origine intestinale. Néanmoins, la détection
d'ADN bactérien dans le sang corrobore les autres études démontrant la présence de
bactéries "dormantes" dans le sang et méme a l'intérieur des globules rouges [277]. Une
bonne proportion de ces bactéries dites dormantes sont vivantes, non-prolifératives et
non-cultivables, d'ou les difficultés de détection avec les méthodes conventionnelles
comme les hémocultures [276]. De plus, ces cultures sont relativement lentes dans la
détection des pathogénes. Des techniques plus adaptées comme le PCR, seraient plus

rapides et sensibles pour la détection des bactériémies [278-280].

La translocation des bactéries pathogénes intestinales dans la circulation sanguine
favorise les infections et le sepsis chez les patients GB. Ainsi, il serait intéressant
d'explorer les altérations du microbiome sanguin en corrélation avec la modulation
inflammatoire et la prévalence des infections nosocomiales. Il serait donc possible
d'intégrer des analyses du microbiome du sang dans les unités des soins intensifs afin

d'optimiser la thérapie antimicrobienne et gérer les infections post-briilures.
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1.8.4 Récapitulatif du microbiome chez les patients GB

Les patients GB connaissent des modifications importantes de leur microbiome intestinal
et cutané, en tout au niveau de la diversité et de la quantité de bactéries. L'augmentation
de la perméabilité intestinale couplée avec la rupture de l'intégrité cutanée conduit
potentiellement a la translocation bactérienne dans la circulation. Nous suggérons que ce
sont des sources bactériennes pouvant mener au sepsis et participer de fagon significative

aux modulations inflammatoires observées chez les patients GB.

Nous émettons donc I'hypothése que le microbiome de la peau et du sang altére le

systéme immunitaire en contribuant a I'immunodépression chez les patients GB.
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Chapitre 2. Hypothése et objectifs du projet

2.1 Hypothéses

Malgré les avancées dans le traitement des brilures, la morbidité et la mortalité dues aux
infections demeurent des défis majeurs. Les patients subissent des modifications intenses
du systéme immunitaire qui meénent a I'immunosuppression et a la vulnérabilité face aux
infections nosocomiales. Des modulations pro- et anti-inflammatoires systémiques
semblent essentiellement impliquer les APC comme les monocytes, macrophages et les
LB. Dans un premier temps, nous émettons I'hypothése que les briilures conduisent a

I'hyperstimulation des APC, ce qui entraine un milieu immunosuppresseur.

Nous nous intéressons également a l'impact du microbiome sur l'immuno-modulation
chez les GB. La rupture de la peau, les infections nosocomiales et les divers traitements
modifient fortement la composition du microbiome des patients. Donc dans un deuxiéme
temps, nous suggérons que les microbiomes de la peau et du sang des patients soient

impliqués dans la modulation inflammatoire et I'immunosuppression chez les GB.

2.2 Objectifs

Le premier objectif est de déterminer I'effet de la composition du sérum des patients GB
sur les cellules immunitaires, avec une emphase sur les APC. Pour ce faire, les leucocytes
de donneurs sains, dont les monocytes, macrophages, LT et LB seront incubés in vitro en
présence de sérum de patients GB. Le deuxiéme objectif est d'explorer les interactions
entre les APC, notamment les monocytes et les LB, afin de mieux comprendre la

séquence d'activation des leucocytes dans le contexte des patients GB.

Le troisieme objectif est d'optimiser les techniques d'extraction, de détection et de
quantification de 'ADN 168 bactérien a partir du sang et de la peau. Enfin, le quatriéme

objectif est d'évaluer les quantités de bactéries en circulation chez les patients GB.
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Chapitre 3. Matériel et méthodes

3.1 Recrutement des patients et obtention des échantillons biologiques

Les patients GB ont été recrutés a l'unité des grands brilés au CHUM (hopital Hotel-
Dieu de Montréal). Les patients ont consenti a 1'étude approuvée par le comité d'éthique
de la recherche du CHUM. Des prises de sang d'un volume de 50 mL sont prises a 4
différents temps post-brilures, soit aux jours 0, 2, 5 et 14 (d0, d2, d5 et d14). Malgré que
les échantillons prélevés dans la deuxiéme semaine varient entre les jours 12 et 16,
seulement le jour 14 (d14) est représenté dans le but de simplifier la compréhension des
figures. Les échantillons de sang sont transportés au centre de recherche du CHUM
(CRCHUM). Les tubes de sang sont centrifugés a 1800 g pendant 15 minutes pour
séparer les fractions et obtenir le plasma. Ensuite l'utilisation du gradient Ficoll
(WISENT inc.) permet l'isolement des PBMC. Les PBMC ont été lavés avec du PBS
trois fois et resuspendus dans un milieu de congélation contenant du FBS et 10% de
DMSO. Le plasma et les PBMC des patients GB sont enfin conservés respectivement a -

80°C et dans I'azote liquide jusqu'a leur utilisation.

Pour les 4 patients GB recrutés en 2017, la récolte des échantillons sont fait a différents
points de temps, soit aux jours 0, 3, 6 et 12 (d0, d3, d6, d12). Ces différents temps
reflétent les changements de pansements. Comme les autres patients, 50 mL de sang sont
prit a chaque point de temps; et le plasma et les PBMC sont isolés et congelés. Une partie

du sang récolté est dédiée a I'é¢tude du microbiome du sang (voir ci-dessous).

3.2 Manipulation in vitro des cellules immunitaires de donneurs sains en
présence de sérum de patients GB

La premiére étape est la prise de sang de donneurs sains remplissant 5 a 15 tubes de 10
mL selon le nombre de cellules requit a chaque expérience. Encore une fois, les PBMC

sont isolés par ficoll et lavés trois fois avec du PBS. L'utilisation des trousses EasySep

(StemCell Technologies) a permis de purifier spécifiquement les monocytes, LT ou LB
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en les sélectionnant avec des anticorps et des billes magnétiques. L'emploi d'un aimant
(StemCell Technologies) permet de séparer les cellules liées aux billes du restant des
leucocytes. La purification des monocytes et des LT est fait par sélection positive, tandis
que les LB sont obtenus par sélection négative ou par enrichissement. Le sérum de
patients GB est obtenu suite au traitement du plasma avec 22 mM de calcium (CaCly)
pendant 1 heure a 37°C. Ensuite les cellules immunitaires des donneurs sains sont
suspendues dans un milieu Iscove (WISENT inc.) contenant 1% de Penicillin-
Streptomycin (WISENT inc.), 1% de Glutamax (GIBCO) et 0,02% de gentamycine
(WISENT Bio Products). La concentration de sérum de patients GB (sérum GB) ou de
donneurs normaux (sérum ND) est 7.5% du volume. Dans le cas échéant, un ajout de
milieu Iscove avec les mémes concentrations finales des substances est effectué¢ a chaque

3 jours de culture.

Les monocytes d'un donneur sain sont incubés dans une plaque de 48 puits (3 x 10°
cellules/puits) en présence de sérum GB ou sérum ND pendant 24h et 48h a 37°C. Pour
I'expérience des macrophages, les monocytes d'un donneur sain sont cultivés pendant 5
jours avec du sérum autologue afin de les différencier en macrophages. Au Sieme jour les
macrophages sont lavés et cultivés en présence de sérum GB et sérum ND pendant 24h.

Au 6ieéme jour, les macrophages sont analysés par cytométrie en flux.

Les LT de 2 donneurs sains sont incubés dans une plaque de 96 puits (103 cellules/puits)
avec le sérum GB ou sérum ND servant de controle. En outre, les LT sont non-stimulés
ou stimulés avec 1 pg/mL d'OKT3 (eBioscience) fixé sur la surface des puits et 300
IU/uLL d'IL-2 (Novartis) pendant 24 et 48 heures a 37°C. Chaque condition est faite en
duplicata. Les valeurs des LT non-stimulés sont soustraites des valeurs des LT stimulés
pour chaque condition afin d'éliminer le bruit de fond. Finalement, la moyenne des

données des deux donneurs sains est présentée.

Les LB d'un donneur sain sont marqués avec 1uM de Carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE) (Invitrogen) et sont mis en culture dans une plaque de 48 puits (3 x 10°
cellules/puits) pendant 6 jours a 37°C. Les LB sont stimulés avec 40ng/mL d'IL-4
(PreproTech), et en présence ou absence de 10% de sCD40L (Multimerics

Biotherapeutics Inc.). Le produit du sCD40L utilisé provient d'un surnageant avec une
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concentration inconnue. Etant donné que la concentration de sCD40L n'a pas été
quantifiée, le sSCD40L ajouté aux milieux de culture correspond a 10% du volume total.
Les LB sont aussi incubés en présence de sérum GB ou sérum ND, et cultivés seuls ou
co-cultivés avec les monocytes du méme donneur sain avec un ratio 1:1. Dans le cas des
expériences de transmigration, les LB sont séparés des monocytes par une membrane en
polycarbonate de 0.4um (COSTAR). Au 6iéme jour, les LB sont analysés par cytométrie

en flux.

3.3 Analyse du phénotype des cellules immunitaires par cytométrie en

flux.

Suite a la culture dans une plaque a 37°C, les cellules immunitaires sont décollées et
lavées avec du PBS. L'utilisation de 1mM d'anticorps IgG humaines non-fluorescents
pendant 10 min permet de bloquer les récepteurs Fc de surface et éviter les marquages
non-spécifiques. Les étapes qui suivent emploient une solution de PBS contenant 2.5%
d'albumine de sérum bovin (BSA) et 0.5% d'azoture de sodium afin de maintenir la
viabilité et l'intégrité cellulaire. Les molécules de surface d'intérét sont ensuite liées par
des anticorps spécifiques couplés a des fluorochromes pendant 20 min a 4°C et dans le
noir. Tout les anticorps utilisés proviennent de BD Bioscience. Par la suite, une derniére
série de lavages est effectuée. En parall¢le, plusieurs controles contenant des billes liant
chacun des fluorochromes sont préparés. Ces contrdles de compensation servent a
corriger le chevauchement des spectres d'émission des fluorochromes. Suite au processus
de marquage, les échantillons passent au cytométre en flux Fortesa (BD LSRFortessa™).
L'acquisition des données est réalisée tout d'abord avec le programme BD Diva, alors que

I'analyse détaillée des données est fait par la suite avec le programme FlowJo V10.

Les LT sont sélectionnés avec le marqueur CD4 et le pourcentage de cellules exprimant
CD40L de surface est déterminé. Les monocytes et les macrophages sont sélectionnés
avec les marqueurs de surface CDllc et CDI14. L'évaluation du phénotype des
monocytes est effectuée en mesurant la co-expression de CD14 et CD16. L'é¢tude de la

polarisation et de l'activation des macrophages est faite en quantifiant l'expression de
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CD206, CD23 et CD80. Les LB sont sélectionnés avec le marqueur CDI19 et leur
prolifération est évalué¢ avec l'expression de la couleur FITC émit par le CFSE

intracellulaire.

3.4 Analyse des facteurs solubles dans le plasma et les surnageants par

ELISA

Toutes les expériences ELISA suivent généralement le méme concept. Les puits de la
plaque sont tout d'abord recouverts avec un anticorps primaire de capture spécifique a la
molécule d'intérét. Les puits sont ensuite lavés plusieurs fois avec une solution contenant
du PBS 1X et différents concentrations de Tween 20 dépendamment des protocoles des
compagnies. Une solution de blocage est ensuite rajoutée pendant 2 heures afin d'éviter
les liaisons non-spécifiques. Aprés une autre série de lavages, les échantillons et les
controles sont appliqués a la plaque en duplicata pendant 2 heures. Suite a une autre
¢tape de lavages, l'anticorps secondaire de détection couplé a 1'enzyme peroxydase de
raifort (HRP) est rajouté a la plaque. Un dernier lavage élimine les anticorps de détection
non-liés aux molécules d'intérét. Par la suite, 100 pL de substrat TMB (NEOGEN
corporation) rajoutés aux puits déclenchent une réaction catalysée par l'enzyme HRP.
Cette réaction méne a un produit coloré en bleu dont l'intensité est proportionnelle a la
concentration dans chaque puits. Apres environ 20 minutes, la réaction est arrétée avec
50uL d'acide sulfurique 1M et la coloration est convertie du bleu au jaune. Les plaques
sont immédiatement insérées dans un lecteur de plaque (VersaMax™). Les densités
optiques sont lues a 450 nm et 540 nm, et les données sont enregistrées avec le
programme Softmax Pro 4.7. Les valeurs lues a 540nm sont soustraites de celles lues a
450nm afin de corriger les imperfections optiques. La concentration des échantillons est

calculée avec I'équation linéaire établit avec la courbe standard.

Certains protocoles suggerent une pré-dilution des échantillons et une agitation de la
plaque durant les temps d'incubation. Les lavages et l'aspiration des plaques sont

effectués avec une laveuse de plaque de type 405 TS™ (Biotek® instruments).
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L'étude de la concentration de BAFF en circulation est faite a partir d'échantillons de
plasma de patients GB pré-congelés a -20°C. La mesure des niveaux de BAFF soluble est
réalisée avec la trousse Human BAFF/BLyS/TNFSF13B Quantikine ELISA Kit (R&D
Systems). Pour les expériences in vitro, les surnageants des cellules immunitaires sont
récupérés et congelés a -20°C. Avec les surnageant des LT incubés avec différents séra,
le sSCD40L est mesuré avec la trousse Human CD40 Ligand/TNFSF5 DuoSet ELISA
(R&D Systems). Pour les expériences des LB soumis aux conditions mentionnées ci-
dessus, la concentration des immunoglobulines IgA, IgG et IgM sont mesurées avec 3
trousses ELISA de la méme companie (ThermoFisher). Apres 6 jours de culture des LB,
les cellules sont lavés et resuspendues pendant 24h dans un milieu contenant 1l'insuline-
transferrine-sélénium (ITS) qui substitut le sérum. Il s'agit d'une procédure permettant

d'éliminer les traces d'lg d'origine sérique et d'éviter les faux positifs en ELISA.

3.5 Extraction de ' ADN a partir d'échantillons de sang et de la peau

L'extraction de I'ADN d'échantillons de sang de donneurs sains et de patients GB est faite
a partir de 200 pL de sang dans un tube eppendorf 1.5 mL. Les outils et solutions utilisés
pour extraire I'ADN proviennent de la trousse QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN).
L'ajout de 20 puL de protéinase kinase et 200 uL d'une solution de lyse AL permet de
détruire les parois des cellules afin de libérer I'ADN. Dans certaines expériences
d'optimisation de la technique, des étapes de lyse mécanique dans des tubes de billes en
verre (NucleoSpin®) et des agitations a haute vitesse, sont rajoutées dans le but de
maximiser la destruction des membranes cellulaires. L'échantillon est incubé a 56°C
pendant 30 min et puis 200 uL d'éthanol sont rajoutés. Le total du volume est ensuite
transféré dans un tube contenant une colonne d'extraction qui fixe I'ADN et filtre le
liquide de suspension. Des étapes de lavages suivent avec 500 uL de deux solutions de
lavages AW1 et AW2. Des centrifugations de 3 min entre chaque étape de lavage
permettent d'éliminer les solutions AW1 et AW2. L'¢lution de 'ADN retenu dans la
colonne est effectuée avec 50 uL d'eau de grade moléculaire. L'ADN ¢lué est récupéré

dans des tubes de 1,5 ml de type BIOPUR (Eppendorf AG.) et congelé a -20°C. Toute la
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méthode d'extraction de 'ADN du sang est effectuée sous une hotte stérile et avec
l'utilisation d'embouts de pipette filtrés. Cependant, lorsque le test d'optimisation de la
technique implique I'ajout de bactéries cultivées, les manipulations sont faites dans un
milieu non-stérile afin de ne pas contaminer les hottes stériles. La concentration d'ADN
total extrait (en ng/mL) et la pureté est mesurée avec l'appareil NanoDrop ND-1000

(Thermo Fisher Scientific Inc.)

L'extraction de I'ADN de la peau de donneurs sains est réalisée d'une différente fagon que
celui du sang. Premi¢rement, des frottis de la peau sont faits avec des dispositifs de
prélevement (Puritan Diagnostics LLC) préalablement humidifiés dans une solution SCF-
1 (50 mM Tris, ImM EDTA, 0,5% Tween 20 et pH=8,0). Suite aux frottis d'environ 50
ou 100 allés-retours sur la peau, les écouvillons sont trempés dans une solution de
stabilisation du microbiome de type P-117 (DNA Genotek Inc.). Les bactéries et leur
ADN reste stable dans cette solution jusqu'a 4 semaines. L'extraction de I'ADN des
bactéries de la peau est faite a Génome Québec et la trousse employée est le QIAamp

PowerFecal DNA Kit (QIAGEN).

3.6 Détection et quantification de ' ADN bactérien par qPCR

L'ADN bactérien extrait est dilué dans l'eau de grade moléculaire pour obtenir 150ng
d'ADN total dans chaque puits. En parall¢le, chaque puits de la courbe standard du qPCR
contient a la fois une quantité connue d'ADN bactérien et 150ng d'ADN humain male
(Promega Corporation). Les puits de contréles négatifs contiennent 150ng d'ADN
humain seule ou de I'eau de grade moléculaire. Les puits d'échantillons et de la courbe
standard sont donc normalisés a 150ng d'’ADN humain. Les échantillons et les standards
sont faits en triplicata. Le mélange utilis¢ pour le qPCR contient I'agent fluorescent
KAPA SYBR Fast gPCR Master Mix 2X (KAPA Biosystems), ainsi que 5 amorces qui
sont spécifiques a la région V6 de 'ADN 16S et sont pré-dilué a 10 uM. Ce mélange est
préparé dans une enceinte Clone Zone ® pré-stérilisée aux UV. Chaque puits contient un
volume 20uL, dont 10 uL de KAPA SYBR, 0.2 pL de chacun des 5 amorces et enfin
9uL de l'échantillon d'ADN d'intérét. La plaque est scellée avec un film adhésif et
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introduit dans un thermocycleur de type Step One Plus TM Real Time PCR System
(Applied Biosystems). Le qPCR débute avec 3 minutes de dénaturation de 'ADN a 95°C
suivi de 40 cycles de 3 secondes a 95°C et 20 secondes a 60°C. L'acquisition de la
fluorescence a chaque cycle est effectuée durant les 20 secondes a 60°C. A partir des Ct
mesurés et de 1'équation logarithmique de la courbe standard, la quantit¢é d'ADN
bactérien est calculée pour chaque échantillon. Un membre de notre laboratoire a
déterminé 1'équivalence bactérienne basée sur E.coli. A partir de la quantité d'ADN
¢établit avec la courbe standard, le nombre d'équivalents bactériens par 150 ng dans les
échantillons d'ADN est déterminé. Dans le cas des échantillons de sang, le nombre
d'équivalents bactériens est calculé par rapport au volume de sang (par 200uL ou par

mL).

3.7 Statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées avec les programmes Graphpad Prism 6®
(GraphPad Sowftware, Inc.) et IBM SPSS Statistics 24. Le test ANOVA non-
paramétrique de Friedman est utilis¢ pour l'analyse des mesures répétées dans les
expériences in vitro et la mesure de facteur soluble in vivo et de la quantité d'ADN 168S.
La comparaison de 2 mesures répétées est faite avec le test Wilcoxon. Le test T apparié
est utilis€é pour comparer deux groupes dans les expériences in vitro et d'extraction de
I'ADN du sang. Le test de Wilcoxon-Mann-Whitney est utilisé dans I'analyse de facteurs
solubles in vivo pour les comparaisons entre les controles ND et les échantillons de
patients GB. Les valeurs p inférieures a 0,05 indiquent des différences significatives.
Dans les figures, un p<0.05, p<0.01 et p<0.001 sont représentés avec les symboles *, **

et *** respectivement.
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Chapitre 4. Résultats

4.1 Le sérum de patients GB altére le phénotype des monocytes in vitro,

mais n'affecte pas le phénotype des macrophages.

Les APC, en plus d'étre des régulateurs important de l'inflammation, constituent un lien
crucial entre la réponse innée et la réponse adaptative. Selon nos résultats préliminaires
couplés avec la littérature existante, la dérégulation des APC est un facteur central dans
I'immunosuppression chez les patients GB. Afin d'étudier 1'altération des APC dans le
milieu inflammatoire des patients GB, les cellules immunitaires d'un donneur sain sont
cultivées en présence de sérum GB pendant 24h et 48h. La premi¢re APC du systéme
immunitaire inn¢ évaluée est le monocyte. La figure 6 présente tout d'abord un dotplot
représentatif qui permet de visualiser 1'altération des sous-types monocytaires dans une
seule expérience apres seulement 24h. Les deux graphiques qui suivent représentent la
compilation des quatre expériences apres 24h et 48h d'incubation. La figure 6 montre
premi¢rement que les monocytes adoptent majoritairement la forme classique
CD14°CDI16° dans un milieu sain (sérum ND). Cependant, en présence de sérum de
patients GB du jour 2 (d2), nous observons un virage significatif vers un profil
intermédiaire CD14" CD16" aprés 24h et 48h de culture. Il n'y a pas de modifications
significatives pour le pourcentage de monocytes non-classiques. L'expérience est répétée

plusieurs fois (n=4) avec le sérum de 4 patients GB.
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Figure 6. Les monocytes classiques d'un donneur sain se différentient au sous-type intermédiaire en
présence du sérum GB. Les monocytes d'un donneur sain sont purifiés a partir des PBMC et sont incubés
avec 7.5% de sérum ND ou de sérum GB pendant 24h et 48h. Les monocytes sont sélectionnés par
cytométrie en flux avec le marqueur CD11c. Les pourcentages des trois sous-types sont déterminés en se
basant sur I'expression de CD14 et CD16. L'expérience est répétée 4 fois (n=4) avec le sérum de différents
patients GB et la moyenne et I'écart-type sont représentés. Le test statistique ANOVA de Friedman est

utilisé. Le symbole * représente un p<0.05.
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Apres avoir démontré 1'effet modulateur du sérum GB sur les monocytes, il est important
de tester son effet sur le phénotype des macrophages qui influencent également le statut
inflammatoire des patients. Les macrophages dérivés de monocytes d'un donneur sain
sont cultivés avec du sérum GB pendant 24h. La polarisation en macrophages M2 est
testée avec l'expression de CD206 et CD23, et l'activation et la différentiation en M1 est
testée avec l'expression de CD80. Aucune différence significative n'est observée en
présence de sérum GB par rapport au contréle sérum ND. L'expérience est répétée avec

le sérum de 4 différents patients GB et est représentée dans la figure 7.
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Figure 7. Le phénotype et la polarisation des macrophages d'un donneur sain ne sont pas altérés en
présence de sérum GB. Les monocytes sont purifiés a partir des PBMC d'un donneur sain et sont incubés
avec du sérum autologue pendant 5 jours pour les différencier en macrophages. Au Siéme jour, les
macrophages sont lavés et cultivés en présence de sérum ND ou de sérum GB. Les macrophages sont
sélectionnés au FACS avec les marqueurs CD11c et CD14. La polarisation des macrophages en M2 est
évaluée avec l'expression des récepteurs CD206 et CD23 et la polarisation en M1 avec l'expression de
CDB80. L'expérience est répétée 4 fois (n=4) avec le sérum de différents patients GB. Le test statistique

ANOVA de Friedman est utilisé. NS: non significatif.
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4.2 Le sérum de patients GB n'altére pas I'expression de CD40L par les

LT in vitro.

Le modele in vitro ayant été testé sur les cellules du systéme immunitaire inné, la
prochaine étape est de I'appliquer aux acteurs de I'immunité acquise. Etant donné que le
sCD40L diminue drastiquement in vivo selon nos études préliminaires, il est primordial
de modéliser ces observations sur les LT in vitro. Pour ce faire, les LT de 2 donneurs
sains sont cultivés en présence de sérum GB pendant 24h et 48h. Les résultats montrent
que l'expression de CD40L de surface (Figure 8A) et la production de sCD40L (Figure
8B) ne sont pas affectées significativement en présence de sérum GB par rapport au
sérum ND. L'expérience est effectuée avec le sérum de 3 patients GB et le sérum contrdle

de 3 donneurs normaux.
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Figure 8. L'expression de CD40L soluble et de surface par les LT de donneurs sains n'est pas
modifiée en présence de sérum de patients GB. Les LT sont purifiés a partir des PBMC de deux
donneurs sains et sont incubés avec 7.5% de sérum ND ou de patients GB pendant 24h et 48h. Les LT ont
été stimulés avec IL-2 et OKT3 ou bien ont été cultivés sans stimulation. Les valeurs des LT non stimulés
sont soustraites des valeurs des LT stimulés afin de supprimer le bruit de fond. La moyenne des deux
donneurs sains est représentée dans les deux graphiques. Les séra de 3 donneurs sains et 3 patients GB sont
utilisés (n=3). Le test statistique ANOVA de Friedman est utilisé. A. Représentation du pourcentage des
LT exprimant CD40L de surface évalué par FACS. B. Représentation de la concentration de CD40L

soluble en surnageant produits par les LT. NS: non significatif.
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4.3 Le sérum de patients GB et les monocytes/macrophages altérent les

fonctions des LB.

Ensuite, l'effet de l'environnement inflammatoire des patients GB est testé sur la
prolifération du LB, une APC de I'immunité adaptative. Les LB d'un donneur sain ont été
pré-marqués avec le CFSE avant d'étre cultivés en présence de sérum GB ou sérum ND
pendant 6 jours. Chaque condition est soumise a différents stimuli. Le premier stimulus
de I'l[L-4 seul sert de controle négatif de la prolifération. Le deuxiéme stimulus voit le
rajout de sCD40L pour induire la prolifération des LB. Le troisiéme stimulus inclut la
présence de monocytes autologues en co-culture avec les LB avec un ratio 1:1. La figure
en annexe (figure S1) présente la courbe dose-réponse du sCD40L qui montre une
prolifération maximale des LB avec seulement 2% de sCD40L. Ainsi, la concentration de
sCD40L rajoutée dans nos expériences (10% du volume) sature la prolifération des LB.
La figure 9A révéle un exemple représentatif de I'expérience globale. En regardant les
échantillons controles avec le sérum ND, les LB ne proliférent pas en présence d'IL-4
seule et ceci est traduit par un indice de division (DI) de 0. Les LB prolifeérent avec 1'ajout
de sCD40L, représenté par un DI de 0,914 avec le sérum ND. La présence de monocytes
en plus du sCD40L favorise davantage la prolifération des LB, avec un DI de 2,274. Par
contre, les LB stimulés par sCD40L et en présence de sérum GB proliférent moins que le
controle ND associé et ceci est représenté par un DI de 0,386 par rapport a 0,914. Or, la
co-culture des LB avec des monocytes corrigent partiellement la prolifération inhibée par
le sérum GB et fait augmenter le DI a 1,356. La figure 9B montre les résultats de 4
expériences répétées avec les séra des patients 18, 19, 22 et 24, ainsi que la compilation
des 4 expériences. Les valeurs de DI ont été normalisées par rapport a la condition IL-4 +
CDA40L du controle ND qui est placée a un DI de 100. Dans chaque expérience, les LB
ont une tendance a proliférer moins en présence de sérum GB et la présence de
monocytes a tendance a corriger la division des LB. La compilation des 4 expériences est
effectuée en faisant la moyenne de chaque sous-groupe. Premi¢rement, en présence de
CD40L et +/- monocytes, il existe une différence significative globale du DI entre le
controle sérum ND et le sérum GB (sans monocyte: p=0,0217; avec monocytes:
p=0,0109). Deuxiémement, la présence des monocytes stimule significativement la

prolifération des LB (p=0,002).
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Figure 9. La prolifération des LB d'un donneur sain est diminuée en présence de sérum GB et ceci
est partiellement corrigé en présence de monocytes/macrophages. Les LB sont purifiés a partir des
PBMC d'un donneur sain, marqués avec le CFSE et incubés avec 7.5% de sérum ND ou de sérum GB
pendant 6 jours. Toutes les conditions incluent l'ajout d'IL-4. De plus, les LB sont cultivés en présence ou
en absence de sCD40L. En outre, les LB sont mis en culture avec ou sans la présence de monocytes
autologues purifiés. Les LB sont sélectionnés au FACS avec le marqueur CD19. L'étude de leur
prolifération est basée sur la perte du signal CFSE et représentée avec l'indice de division (DI) calculé.
L'expérience est répétée 4 fois (n=4) avec les sera de 4 différents patients GB. Le test statistique ANOVA
de Friedman est utilisé pour comparer 1'ensemble des conditions dans un groupe et le test t apparié¢ pour
comparer les deux groupes +/- monocytes. A. Résultats bruts représentatifs de la prolifération des LB
modulée par la présence de CD40L, de monocytes et de sérum GB. B. Compilation des 4 expériences

présentant la modulation de la prolifération des LB sous I'effet du sérum GB et des monocytes.
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Puisque I'environnement inflammatoire des patients GB altére la prolifération des LB, il
est nécessaire de voir si le sérum GB influence également la production d'anticorps par
les LB. Ainsi, le surnageant des LB soumis aux mémes conditions que ci-dessus, est
récolté. Les LB sont cultivés avec le sérum de 5 patients GB en paralléle a ceux cultivés
avec le sérum ND controle. La concentration, traduite en quantité (en ng) d'IgA, 1gG et

IgM produits en 24h par les LB, est mesurée par ELISA.
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Figure 10. La production d'IgA, IgG et IgM par les LB d'un donneur sain est diminuée en présence
de sérum GB et diminue davantage en présence de monocytes/macrophages. Les LB d'un donneur sain
sont cultivés avec 7.5% de sérum ND ou sérum GB; et en présence ou absence de sCD40L et de monocytes
autologues pendant 6 jours. Au 6iéme jour, les LB sont lavés et resuspendus dans un milieu sans sérum
pendant 24h. Les surnageants sont récupérés et les concentrations d'IgA, IgG et IgM sont mesurées par
ELISA et ensuite transformées en quantité (en ng) en fonction du volume des surnageants. Les conditions
sans sCD40L avaient un volume de 50 uL alors que celles avec sSCD40L avaient un volume de 100uL. La
colonne noire sépare les deux groupes +/- sSCD40L. Les pointillés oranges représentent la limite de
détection et varient entre les groupes +/- sSCD40L a cause des volumes différents. L'expérience est répétée
avec le sérum de 5 patients GB (n=5). Le test statistique de Friedman est utilisé pour comparer les
conditions au sein d'un méme groupe et le test t apparié pour comparer les groupes +/- monocytes. Les

symboles *, ** et*** représentent respectivement un p<0.05, p<0.01 et p<0.001.
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La figure 10 démontre que le sérum GB réduit significativement la production d'IgA, IgG
et IgM par les LB comparativement au sérum ND. Cet effet inhibiteur du sérum GB a
lieu en présence et en absence de sCD40L et de monocytes. En plus, la présence de
monocytes inhibe significativement la sécrétion d'IgG et IgA par les LB. Ainsi, les
monocytes limitent la différentiation des LB, malgré leur effet stimulateur sur la

prolifération des LB.

Apres avoir démontré une capacité des monocytes/macrophages a réguler la prolifération
et la production d'anticorps, il est important de déterminer par quel moyen cet effet est
possible. Dans un premier temps, il est intéressant de mesurer les niveaux de BAFF en
circulation chez les patients GB afin de lier les monocytes/macrophages a la dérégulation
des LB observée in vivo. Ainsi, la concentration de BAFF (en pg/mL) dans le plasma de
21 patients GB est mesurée par ELISA. La figure 11A montre une augmentation

significative de BAFF aux jours 5 et 14 chez les patients.
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Figure 11. L'augmentation tardive de BAFF soluble in vivo et les interactions cellulaires avec les
monocytes/macrophages in vitro sont associées a une altération des fonctions des LB. A.
Représentation in vivo de la concentration de BAFF circulant dans le plasma de 21 patients GB. B.
Représentation in vitro de la prolifération de LB en présence de monocytes filtrés avec des pores Transwell
de 0.4um. Les tests statistiques de Friedman et Wilcoxon sont utilisés pour la mesure de BAFF et le test t
apparié pour l'expérience Transwell (n=3). TW: Transwell. Les symboles * et** représentent

respectivement un p<0.05 et p<0.01.

56



Dans un deuxiéme temps, il est important de déterminer si les monocytes/macrophages
activent les LB par la production de cytokines ou par des interactions cellulaires directes.
D'ou l'expérience de Transwell in vitro qui évalue la division des LB en co-culture avec
des monocytes séparés ou non par des pores. La figure 11B montre qu'une barri¢re
Transwell méne a une division des LB significativement moins ¢élevée que lorsque les
monocytes sont en contact direct avec les LB (p=0,0029). Donc les
monocytes/macrophages nécessitent un mécanisme d'interactions cellulaires afin de

stimuler la prolifération des LB.

4.4 L'extraction, la détection et la quantification des bactéries du sang

et de la peau.

Dans le but d'é¢tudier les implications potentielles du microbiome du sang et de la peau
sur I'immuno-modulation chez les patients GB, il faut tout d'abord mettre au point les
techniques d'extraction et de détection de ' ADN 16S bactérien. La figure 12A présente
I'optimisation de la technique d'extraction de I'ADN et de quantification des équivalents
bactériens par qPCR. Le premier graphique de la figure 12A montre que la méthode
d'extraction de I'ADN est fonctionnelle et I'ADN 16S bactérien est clairement détectable
et quantifiable par qPCR. Les expériences d'optimisation de la méthode d'extraction
révelent que l'ajout d'une étape de lyse mécanique avec les billes en verre réduit
significativement la quantité d'ADN bactérien récoltée (p=0,0255). Le deuxieme
graphique de la figure 12A expérimente 1'ajout artificiel d'environ 3900 bactéries E.coli
dans les échantillons de sang avant l'extraction. L'ajout des bactéries est bel et bien
traduit par une plus haute quantit¢ d'équivalents bactériens détectée par qPCR
(p=0,0394). De plus, 'utilisation de la lyse mécanique avec les billes améliore I'efficacité
de l'extraction de I'ADN lorsque la quantit¢ de bactéries est €¢levée. Un échantillon
d'ADN humain purifié¢ et de 1'eau stérile ont été utilisés comme controles négatifs, mais
ne sont pas présentés dans la figure 12A, car ils ne peuvent pas €tre normalisés par le

volume de sang.
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Figure 12. La technique de qPCR permet de détecter I'ADN 16S bactérien a partir du sang et de la
peau de sujets sains. L'ADN bactérien est extrait a partir du sang et de la peau de sujets sains et quantifi¢
par qPCR avec l'utilisation d'amorces ciblant ' ADN 16S. La quantité d'ADN bactérien est transposée en
équivalents bactériens. Dans le cas du sang, la quantité d'ADN bactérien est reportée en fonction du volume
de sang (par 200puL ou par mL). Le test t est utilisé pour comparer deux groupes. A. Représentation de la
quantité d'ADN bactérien périphérique extrait avec ou sans lyse mécanique par des billes (n=3) et un rajout
arbitraire de bactéries E.coli (n=1). B. Représentation de la quantité d'ADN bactérien extrait a partir des
récoltes de peau. 50 X : 50 frottis allés-retours, 100 X: 100 frottis allés-retours. Le symbole * représente un

p<0.05.

Dans le but de réaliser des études du microbiome de la peau des patients GB dans le
futur, il est nécessaire de s'assurer que les écouvillons et les solutions utilisés permettent
de récolter une quantit¢ d'ADN 16S détectable par qPCR. La figure 12B montre que
I'ADN bactérien issu de la peau d'un sujet sain est détecté post-extraction. De plus, 100
frottis de la peau semblent récolter plus de bactéries que 50 frottis. La récolte des

bactéries de la langue a servi de controle positif dans ce test.
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ADN total (ng/ L)

4.5 La quantité d'ADN total circulant est modifiée au cours du temps
chez les patients GB, mais la quantité d'ADN bactérien n'est pas

modifiée.

Suite a la mise au point de la technique d'extraction de 'ADN a partir du sang, il est
primordial de quantifier I'ADN total et 'ADN 16S bactérien en circulation chez les
patients GB. L'ADN périphérique a été extrait a partir d'échantillons de sang de 4 patients
GB. L'ADN total, majoritairement appartenant a I'hote, est quantifi¢ par
spectrophotométrie (Nanodrop). La figure 13A expose d'une part une concentration
d'ADN qui semble étre a la hausse chez les patients GB par rapport aux sujets sains.
D'autre part, la concentration d'’ADN total chez les patients a tendance a diminuer au jour
3 (d3) et a remonter plus tard. Le test statistique sur la concentration de I'ADN total des

patients au cours du temps exhibe une différence significative globalement (p=0,0329).
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Figure 13. L'ADN total du sang diminue post-briilures mais le nombre d'équivalents bactériens en
circulation n'est pas significativement modifié. L'ADN est extrait a partir du sang de 4 patients GB
prélevé a 4 points de temps (d0, d3, d6 et d12). Le test statistique de Friedman est utilisé. A. Représentation
de I'ADN total extrait du sang des patients GB et quantifi¢ par spectrophotométrie (en ng/uL). B.
Représentation du nombre d'équivalents bactériens du sang de patients GB, quantifié par qPCR avec

l'utilisation d'amorces ciblant 'ADN 16S. Le symbole * représente un p<0.05.

59

ND1
ND2
ND3

GB 126
GB 127
GB 128
GB 129



A partir des échantillons d'ADN total extrait du sang des 4 patients, ' ADN 16S bactérien
est amplifi¢ et quantifi¢ par qPCR. La quantit¢ d'ADN 16S bactérien est transformée en
équivalents bactériens par mL de sang. La figure 13B indique que le nombre
d'équivalents bactériens en circulation n'est pas modifi¢ au cours du temps chez les
patients GB. De plus, il n'y a pas de différence significative des équivalents bactériens

entre les patients GB et les donneurs sains.
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Chapitre 5. Discussion

5.1 Récapitulatif des résultats obtenus

Les études préliminaires de notre laboratoire ont mis en évidence des altérations
importantes du systéme immunitaire chez les patients GB. Plusieurs modulations de
signaux pro- et anti-inflammatoires ont été¢ observées in vivo. Ainsi, il est confirmé que
I’environnement inflammatoire des patients GB induit de grands changements
immunitaires. Un des objectifs principaux de ce projet est de consolider ces observations
préliminaires avec un modéle in vitro basé surtout sur 1'étude des APC. Les
manipulations in vitro, utilisant le sérum de patients GB (sérum GB), permettent de tester
les effets du milieu inflammatoire des patients sur diverses cellules immunitaires
provenant de sujets sains. Les séra GB provenant de différents temps post-brilure (dO,
d2, d5 et d14) nous permettent de modéliser in vitro les conditions inflammatoires
présentes chez les patients GB afin de tester leurs impacts sur le systéme immunitaire des
patients au cours du temps. Nous émettons I'hypothése que les patients GB sont en
hyperinflammation entre dO et d2, en immunosuppression entre d2 et d5, et enfin dans
une phase de restauration du systéme immunitaire entre d5 et d14. L'utilisation de sérum
de donneurs sains (sérum ND) sert de comparatif et permet de mieux représenter les
effets uniques du sérum GB. Les patients non-brlés aux unités des soins intensifs
auraient été des meilleures références que les ND vu qu'ils sont exposés au méme
environnement que les patients GB. Néanmoins, toutes modifications significatives
apportées par le sérum GB par rapport au sérum ND pourraient étre attribuées aux divers
facteurs solubles circulants. Cependant, cette ¢tude ne permet pas de spécifier quelles
cytokines/chimiokines sont responsables des changements observés in vitro. Il s'agit
seulement d'évaluer l'influence du milieu inflammatoire sérique des patients GB dans son
ensemble. Notons qu'il peut y avoir des variabilités entre chaque expérience répétée
malgré que les cellules proviennent du méme donneur sain. Il faut aussi prendre en
compte les nombreux parametres associ€és a la prise en charge clinique qui peuvent
affecter le microenvironnement des patients. Les litres de soluté injectés pour la

réanimation diluent le sang et donc influence la concentration des facteurs solubles
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périphériques. Par exemple, un individu pesant 70 kg et avec un TBSA de 30%, nécessite
plus que 8 litres de liquides en 24h selon la formule de Parkland [12]. De plus,
I'administration des antibiotiques, la sédation et le débridement influencent I'état
inflammatoire des patients GB. Ainsi, la composition du sérum GB et ses effets
potentiels sont associés a ces interventions cliniques en plus des modulations

immunologiques naturelles chez les patients.

Nos résultats ont montré que le sérum des patient GB modifie le phénotype des
monocytes et inhibe la prolifération des LB, ainsi que leur production d'Ig. Nous avons
également observé que les monocytes/macrophages influencent les fonctions des LB via
des interactions cellulaires et potentiellement via BAFF qui est a la hausse chez les
patients GB. Enfin, nous avons optimis¢ la méthode d'extraction et de quantification de
I'ADN bactérien du sang et de la peau. La quantité d'ADN total périphérique est altérée
chez les patients GB, tandis que la quantité¢ d'équivalents bactériens dans le sang est

inchangge.

5.2 L'environnement inflammatoire des patients GB altere la
différentiation des monocytes mais n'affecte pas la polarisation des

macrophages.

L'augmentation des niveaux d'IL-1B, IL-6, IL-8 et IL-10 in vivo peut possiblement
engendrer des altérations majeures des APC de I'immunité innée, dont les monocytes et
les macrophages. Comme le montre la figure 6, la sous-population majoritaire de
monocyte dans un milieu sain est le monocyte classique. Cette observation concorde avec
la littérature qui confirme le sous-type classique comme étant le profil le plus
prédominant [70, 82]. Cependant, en présence de sérum GB a d2, il y a une augmentation
significative du pourcentage des monocytes intermédiaires et une diminution
significative des monocytes classiques. Ce résultat est obtenu apres 24h et 48h
d'incubation avec le sérum GB. L'augmentation des monocytes intermédiaires in vitro est
associée a une augmentation des monocytes non-classiques in vivo selon nos résultats

préliminaires. Certaines études proposent que la population intermédiaire corresponde a
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une population transitoire entre le profil classique et le profil non-classique qui est le plus
différencié. Dans ce cas, nos résultats suggerent que le milieu reflétant 1'environnement
inflammatoire des patients GB entraine une maturation des monocytes. En outre, des
¢tudes ont déja établi que les monocytes intermédiaires secrétent des médiateurs pro-
inflammatoires tels qu'lL-1p et IL-8, ainsi que des signaux anti-inflammatoires comme
IL-10. Donc, l'augmentation des monocytes intermédiaires en présence de sérum GB in
vitro (figure 6), est associée a I'augmentation des niveaux de signaux pro-inflammatoires
et anti-inflammatoires observés par notre laboratoire in vivo. Finalement, ce résultat
corrobore d'autres études qui ont établi l'implication importante des monocytes

intermédiaires dans divers pathologies inflammatoires [281].

Ensuite, nous avons testé I'effet du sérum des patients GB sur l'activation et la
différentiation des macrophages. Le but était de voir si le sérum GB favorise la
polarisation des macrophages au profil M2 anti-inflammatoire qui participerait
potentiellement a I'immunosuppression. En se basant sur la littérature, nous présumons
que la majorité¢ des monocytes se différencient en macrophages aprés 6 jours de culture
en total [282]. L'étude de la polarisation des macrophages en M1/M2 est évaluée avec
I'expression des marqueurs de surface CD206, CD23 et CD80. Nos résultats (figure 7)
montrent que l'environnement inflammatoire présent dans les séra des patients GB ne
modifie pas significativement I'expression de ces molécules de surface sur les
macrophages par rapport au controle sérum ND. Selon les résultats préliminaires in vivo
obtenus par notre laboratoire, il y a une augmentation d'IL-4 et de MFG-ES sérique, des
molécules capables de promouvoir les macrophages M2 (figure 4B). Malgré cette hausse
d'TL-4 et de MFG-E8 en périphérie, les observations in vitro indiquent que le sérum GB
n'est pas suffisant pour induire des altérations majeures du phénotype des macrophages.
En outre, nous avons tenté d'ajouter différentes concentrations de MFG-E8 humain
recombinant aux macrophages in vitro (données non montrées). Cependant, aucunes
modifications n'ont €té apportées par rapport aux résultats de la figure 7. Il aurait été
intéressant d'ajuster les expériences pour que les monocytes/macrophages soient cultivés
avec du sérum GB tout au long des 6 jours au lieu des derniers 24 heures seulement. I1
aurait aussi €té pertinent d'évaluer d'autres marqueurs des macrophages M2 comme

CD163.
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5.3 Le milieu inflammatoire sérique des patients GB n'altére pas

I'expression de CD40L par les LT.

Notre laboratoire avait déja observé une diminution dramatique du sCD40L circulant
chez 22 patients GB (figure 5A). Le sCD40L est une molécule d'intérét dans ce projet car
il active diverses fonctions des APCs en se liant au CD40 de surface. Ainsi, le but était de
tester si le milieu inflammatoire périphérique (sérique) des patients GB inhibe 1'activité
des LT, les principaux producteurs de sCD40L. L’étude de la modulation des LT par les
séra des patients permettrait de mieux comprendre la dérégulation des APC vue in vivo,
en particulier les LB. Les résultats in vitro (figure 8) montrent que le sérum des patients
GB ne modifie pas significativement I'expression de CD40L, ni la sécrétion de sCD40L
en surnageant par rapport au sérum controle ND. Ces observations in vitro suggerent que
la composition sérique des patients GB n’est pas directement associée a la diminution du
sCD40L observée in vivo. Donc il est possiblement causé plutdt par des interactions
cellulaires, notamment 1'action du récepteur CTLA-4 des Tregs qui empéche l'activation
des LT via CD28 par exemple [283]. Il se peut aussi que I'activation des LT par OKT3 et
IL-2 in vitro soit trop puissante, submergeant ainsi les effets potentiellement inhibiteurs
du sérum GB. La chute de la concentration du sCD40L chez les patients peut aussi étre
tout simplement causée par la dilution massive du sang avec le processus de réanimation.
Notons aussi qu'il existe d'autres producteurs de sCD40L comme les plaquettes qui
pourrait possiblement étre dérégulées in vivo [284]. Suite a l'activation des plaquettes,
elles expriment en quelques secondes une grande quantit¢ de CD40L, surtout durant la
formation des thromboses [285]. Cependant, une étude conclut que les plaquettes
sanguines ne sont pas hyperactivées chez les GB et leur fonctionnalité n'est pas dérégulée
d'une facon majeure [286]. Les monocytes, macrophages, DC, NK, mastocytes,
basophiles et ¢€osinophiles peuvent aussi exprimer un certain niveau de CD40L
fonctionnel dans différents conditions pathologiques ou suite a une stimulation par
certaines cytokines [287-291]. Néanmoins, plus d'études sont nécessaires pour déterminer
avec certitude les causes derriéres la dépression des niveaux de sCD40L chez les patients

GB.
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5.4 L’environnement inflammatoire des patients GB et les

monocytes/macrophages alterent les fonctions des LB

Nos résultats préliminaires avaient démontré une dérégulation de la différentiation des
LB ainsi qu'une déficience d'Ig chez les patients in vivo (figure 5SB). Ces altérations sont
couplées a des modulations mixtes des signaux activeurs des LB, dont IL-6 qui augmente
et sSCD40L qui diminue. Toutefois, le potentiel de division des LB n'a pas été examiné
chez les patients GB. Dans la figure 9, le groupe controle avec le sérum ND montre que
les LB ne se multiplient pas avec IL-4 seul, mais proliféerent fortement avec la
combinaison d'IL-4 et sCD40L. Les effets anti-apoptotiques et stimulateurs d'IL-4 et
sCD40L sur les LB sont bien documentés. Selon la courbe dose-réponse du sCD40L et la
prolifération des LB (figure S1), la concentration de sCD40L rajouté dans nos
expériences (10% du volume) est excessive et induit une stimulation maximale. En outre,
la co-culture des LB avec des monocytes/macrophages autologues amplifient
considérablement la prolifération des LB d'une fagon dépendante de sCD40L. Il est
possible que le sCD40L active les monocytes et les macrophages via leurs récepteurs
CDA40, ce qui mene a la sécrétion d'IL-6 et une réponse positive pour la prolifération des
LB [129]. Sachant que les monocytes se différencient en macrophages durant les 6 jours
d'incubation, nous ne savons pas si la stimulation de la prolifération des LB est initiée par
les monocytes, les macrophages ou les deux. Selon nos connaissances, aucune autre
é¢tude n'a démontré ce phénomene médié par les monocytes et/ou les macrophages.
Toutefois, certaines études ont montré que les macrophages répriment via IL-10 la
prolifération des LB activés par la voie BCR et TLR-4 mais n'inhibent pas les LB activés
par la voie CD40 [292]. D'autres études ont observé un pouvoir des mastocytes a stimuler
la prolifération des LB en secrétant IL-6 et en augmentant I'expression de CD40 en
surface des LB, ce qui amplifie la signalisation CD40L-CD40 [293]. 1l est possible que
les monocytes/macrophages dans notre cas agissent de la méme fagon pour accroitre la
signalisation CD40-CD40L chez les LB, conduisant a une augmentation de la division.
Cependant, en présence de sérum GB, la prolifération des LB in vitro est

significativement réduite et ceci est partiellement corrigé par la présence de

65



monocytes/macrophages (figure 9). Ainsi, la composition du sérum des patients GB
inhibe l'activation des LB par IL-4 et sSCD40L. Puisque que l'activation des LB par la
voie CD40 est déja saturée par le rajout de 10% de sCDA40L, cette inhibition de la
prolifération ne peut pas étre causée par les faibles concentrations de sCD40L sérique
chez les patients GB. Malgré les hauts niveaux d'IL-6 circulants chez les patients GB, ils
existent probablement d'autres facteurs solubles immunosuppresseurs qui limitent la
multiplication des LB. Aprés tout, cette prolifération réduite des LB in vitro est associé a
une dérégulation de la maturation des LB et une diminution des niveaux d'anticorps

circulants in vivo déja observées par notre laboratoire (figure 5B).

Apres avoir étudié la prolifération des LB dans un milieu reflétant l'environnement
inflammatoire de patients GB, nous avons examiné leur production des anticorps IgA,
IgG et IgM. Premic¢rement, la figure 10 révele que le sérum de patients GB réduit
significativement la production d'IgA, IgG et IgM par les LB par rapport au contrdle
sérum ND. Ce résultat concorde avec nos études préliminaires in vivo, ainsi que d'autres
études, qui confirment une dépression des concentrations d'Ig chez les patients GB [228,
230, 231]. Ainsi la composition sérique des patients GB inhibe plusieurs fonctions des
LB incluant la prolifération, la différentiation et la production d'anticorps. Une telle
altération contribue a I'immunosuppression et limite I'immunité humorale et la défense
contre les pathogenes extracellulaires chez les patients GB. La figure 10 montre
deuxiémement que la stimulation des LB par sCD40L n'augmente pas significativement
la sécrétion d'IgA et IgG par rapport aux conditions avec IL-4 seul. Cette observation
inattendue s'oppose a la majorit¢ des études qui décrivent la capacité de CD40L a
stimuler la différentiation des LB et la transition de 1'isotope IgM en IgA et 1gG [128,
294]. Enfin, la figure 10 montre aussi que la présence de monocytes/macrophages attenue
significativement la production d'Ig par les LB malgré leur effet stimulateur de la
prolifération. Ce phénomene observé concorde avec d'autres études qui ont également
démontré l'action suppressive des monocytes sur la production d'Ig par les LB [295, 296].
Une des études rajoute que cette action n'est pas due a une digestion des Ig par les
monocytes [295]. Nos résultats pourraient suggérer que la prolifération et la

différentiation des LB sont induites par différents voies de signalisation intracellulaire.
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Les monocytes/macrophages semblent stimuler la division des LB, tout en inhibant leur

différentiation et leur production d'lg.

Nos résultats sur l'influence des monocytes/macrophages sur les fonctions des LB nous a
poussé a explorer par quel moyens ces interactions sont possibles. Nous avons envisagé
I'¢tude de BAFF, une molécule produite par les monocytes et les macrophages, et connue
pour sa capacité a activer les LB. Ainsi, dans le but de mieux comprendre le réle des
monocytes et des macrophages dans la dérégulation des LB in vivo, la concentration de
BAFF dans le plasma de 21 patients GB a été mesurée. La figure 11a démontre une
augmentation relativement tardive de BAFF soluble au Si¢me jour post-brilure. Cette
augmentation attardée de BAFF est associée a une maturation tardive des LB chez les
patients GB. Ainsi, il est possible que les monocytes et les macrophages soient impliqués
dans la normalisation de la différentiation des LB et de la production d'lg in vivo par
l'intermédiaire de BAFF. En effet, plusieurs études ont prouvé que BAFF favorise la
formation de plasmocytes et la production d'Ig [176-178]. Il est aussi possible que BAFF
soit impliqué dans la prolifération accrue des LB cultivés avec les monocytes et les

macrophages in vitro.

C'est ainsi qu'il est devenu important de déterminer si les monocytes/macrophages
stimulent la prolifération des LB via des médiateurs solubles ou via des interactions
cellulaires directes. Ainsi, des LB stimulés par IL-4 et CD40L, ont ét¢ mis en co-culture
avec des monocytes, mais cette fois les deux populations sont séparées par des pores
d'une dimension de 0.4 uM. Ces pores permettent le passage des cytokines secrétées par
les monocytes et les macrophages mais empéchent un contact physique avec les LB.
Cette expérience Transwell (figure 11b) montre que les monocytes/macrophages agissent
via des interactions cellulaires afin de stimuler la prolifération des LB. Notons que cette
observation n'exclut pas le rdle potentiel des cytokines produites par les
monocytes/macrophages. Donc, il est toujours possible quune combinaison de facteurs
solubles et d'interactions cellulaires avec les LB soient essentielles. Néanmoins, la
nécessité des interactions cellulaires pour augmenter la prolifération des LB meéne a la
question suivante: quels récepteurs et/ou ligands de surfaces pourraient médier un tel
mécanisme? Selon nos connaissances, il n'existe pas d'études qui décrivent un contact

cellulaire avec les monocytes/macrophages activant spécifiquement la prolifération des
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LB. Certes d'autres interactions cellulaires entre ces leucocytes sont documentées comme
le transfert d'antigénes entre les macrophages et les LB [297, 298]. Cependant, ce type de
contact n'est pas applicable dans nos expériences in vitro. Une étude a prouvé la capacité
des mastocytes a promouvoir la prolifération des LB, en partie via des interactions
cellulaires pas bien définis [293]. Cette étude suggere que les mastocytes font augmenter
I'expression de CD40 sur la surface des LB. Cette théorie pourrait possiblement expliquer
la stimulation de la prolifération des LB par les monocytes/macrophages qui se fait d'une
facon CD40L-dépendante. Il serait intéressant d'explorer davantage les potentiels
mécanismes de contact physique entre les monocytes/macrophages et les LB, ainsi que la
possibilité¢ d'exploiter ces interactions pour corriger l'activité des LB chez les patients

GB.

5.5 La mise au point des techniques d'extraction et de quantification de

I'ADN bactérien du sang et de la peau

En plus des études du microenvironnement immunologique des patients GB, nous nous
intéressons a I'implication du microbiome sur 1'immuno-modulation chez les patients GB.
Plusieurs études ont déja mis en évidence une dysbiose intestinale et dermatologique
chez les patients GB. Cependant, aucune étude n'a caractérisé le microbiome sanguin
chez les patients GB et son implication dans la modulation inflammatoire.
L'augmentation de la perméabilité épidermique et intestinale, ainsi que le sepsis
observées chez les patients GB suggerent la possibilité d'altérations majeures du
microbiome périphérique. Notre objectif est d'évaluer la quantité¢ de bactéries dans le
sang et sur la peau des patients GB. Pour ce faire, il est primordial de mettre au point les
techniques d'extraction et de quantification de I'ADN bactérien. En collaboration avec le
laboratoire de Dr Jennifer Wargo localisée aux Etats-Unis, notre laboratoire a déja
développé une technique de qPCR qui permet la détection de ' ADN 16S bactérien issu
de fragments de tumeur. Dans le présent projet, nous nous sommes basés sur cette
technique de qPCR pour voir si elle s'applique a I'ADN bactérien présent dans le sang et

sur la peau. Ainsi, les amorces, la courbe standard et le modele d'équivalence bactérienne
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utilisés et établies par nos collaborateurs sont les mémes dans ce projet. Les équivalents
bactériens correspondent a une unité d'estimation du nombre de bactéries a partir de la
quantit¢ d'ADN 16S si hypothétiquement toutes les bactéries étaient des E.coli. En
réalité, il existe des bactéries autres qu'E.coli qui détiennent différents nombres de copies

de 'ADN 16S dans leur génome.

L'optimisation de I'extraction de I'ADN sanguin est passée par des essais de plusieurs
trousses d'extraction et protocoles différents qui ne sont pas représentés dans cet ceuvre.
La figure 12 correspond aux résultats obtenus avec l'utilisation de la trousse et du
protocole d'extraction optimaux. La figure 12A révele que l'extraction de 'ADN sanguin
de donneurs sains est réussite et 'ADN 16S bactérien est en effet détectable et
quantifiable par qPCR. Notons que la présence d'ADN bactérien en périphérie ne
constitue pas une preuve en soi dune présence de bactéries vivantes. Il est possible que
les bactéries soient déja mortes et que I'ADN 16S circulant soit en voie d'étre ¢liminé par
le systéme immunitaire. Néanmoins, la détection d'ADN bactérien permet de contester
I'idée que le sang est un environnement stérile. Le protocole d'extraction de 'ADN du
sang est testé¢ avec et sans lyse mécanique avec des billes en verre. D'autres études ont
obtenu un meilleur rendement d'acides nucléiques avec l'utilisation de lyse avec les billes
[299, 300]. Les billes permettent théoriquement une rupture efficace des membranes des
bactéries gram +, ce qui libére 'ADN bactérien et augmente le rendement obtenu.
Cependant, nous remarquons dans notre étude (figure 12A) que le rendement de ' ADN
bactérien du sang est significativement réduit avec le rajout de 1'étape de lyse mécanique.
Il est possible que I'ADN adhére sur les billes, causant une perte durant 1'extraction.
Toutefois, lorsque nous rajoutons artificiellement des bactéries E.coli dans le sang, la
lyse mécanique aide a récupérer plus d'ADN bactérien alors que la lyse chimique seule
n'est pas suffisante. Ainsi, les billes semblent mener a plus de pertes pour les échantillons
avec une quantité¢ de bactéries relativement faible. Or dans le cas d'un plus grand nombre
de bactéries, l'utilisation des billes apportent plus de gains que de pertes. Etant donné que
certains patients GB présentent une bactériémie, 1'utilisation de la lyse mécanique durant

l'extraction de I'ADN pourrait étre optimale dans ce cas.

Des ¢tudes ont déja mis en évidence une dysbiose de la peau chez les patients GB, ce qui

est associée aux infections de la peau, la pneumonie et le sepsis [274]. Notre laboratoire a
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des plans dans le futur pour évaluer l'altération de la diversité bactérienne sur la peau et
comment elle influence I'état inflammatoire des patients GB. Ainsi, il est important de
s'assurer que le matériel utilisé pour la récolte des bactéries de la peau et 1'extraction de
I'ADN par génome Québec soit fonctionnel. Les écouvillons et la solution de stabilisation
du microbiome de type P-117 sont des prototypes. Ainsi leur efficacité¢ a prélever et
maintenir I'intégrité¢ de I'ADN bactérien de la peau n'avait pas encore été établit. La figure
12B montre que I'ADN bactérien issu de la peau de sujets sains est détectable par qPCR.
Des frottis de 100 allers-retours semblent récolter modérément plus de bactéries que 50
allers-retours. Sachant que les écouvillons et la solution de stabilisation P-117
fonctionnent bien, il serait intéressant d'étudier le microbiome de la peau des patients GB
et son impact sur I'immuno-modulation. Le défi des cultures de peau serait les facteurs
variables entre les patients GB tels que les sites de brilures, niveau d'inconfort aux frottis

et le changement des pansements.

5.6 La concentration d'ADN total périphérique est modifiée au cours du
temps chez les patients GB, mais le nombre d'équivalents bactériens

n'est pas altéré.

Apres avoir vérifié que nos techniques permettent de détecter et de quantifier 'ADN
bactérien issu du sang, l'étape prochaine est d'évaluer la quantit¢ d'ADN total et
d'équivalents bactériens en circulation chez 4 patients GB au cours du temps. L'ADN
total comprend majoritairement du matériel génétique de I'hote. La figure 13A révele que
les niveaux d'ADN total circulant sont généralement plus €levés chez les patients GB que
les sujets sains. Cependant, la concentration d'ADN total chute chez les patients GB au
jour 3 (d3). Cette diminution d'acides nucléiques est possiblement influencée par la
dilution du sang causée par les litres de liquides injectés durant la prise en charge
clinique. L'immunosuppression au troisi¢éme jour peut aussi mener a une déplétion des

PBMC, notamment la lymphopénie [214-216], conduisant & une diminution de I'ADN
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total dans le sang. Plus d'études sont requises pour identifier les causes derriéres cette

chute de I'ADN total périphérique chez les patients GB.

La figure 13B révéele que la quantité¢ d'équivalents bactériens dans le sang des patients
GB n'est pas significativement modifiée par rapport aux sujets sains. De plus, la quantité
d'ADN 168 bactérien n'est pas modulée significativement au cours du temps. Cependant,
une quantité de bactéries inchangée ne signifie pas que la diversité bactérienne ne soit
pas altérée. Il serait intéressant de poursuivre cette ¢étude avec le séquencage des
échantillons d'ADN du sang. L'identification des espéces bactériennes dans le sang,
surtout celles normalement en prévalence dans l'intestin, permettrait de situer
l'augmentation de la perméabilité¢ intestinale dans le temps chez les patients GB. En
outre, la connaissance de la composition du microbiome sanguin permettrait d'effectuer
des ¢études de corrélation avec la modulation du systéme immunitaire, les types
d'infections, le pronostic et la survie des patients. Dans ce cas, il serait possible de cibler

les souches bactériennes néfastes et promouvoir les bactéries bénéficiaires aux patients

GB.
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Chapitre 6. Conclusions

Malgré les améliorations des traitements et de la survie des patients GB ces derniéres
décennies, I'immunosuppression et les infections nosocomiales mortelles restent difficiles
a gérer chez cette population. Notre laboratoire, ainsi que d'autres, avaient déja observé
des altérations anormales des cellules immunitaires et des niveaux de facteurs
immunologiques solubles chez les patients GB. Cependant, la séquence exacte de
l'altération des leucocytes et les interactions potentielles entre les différentes cellules
immunitaires sont inconnues. Ce projet se base sur les découvertes antérieures pour
examiner encore plus loin la complexité de 1'état inflammatoire des patients GB. Ce
projet est divisé en deux volets. Le premier évalue les effets du milieu immunologique
associ¢ aux patients GB, en particulier les APC. La deuxiéme partie effectue une mise au
point des techniques d'analyse du microbiome du sang et de la peau afin d'étudier dans

I'avenir I'impact du microbiome sur 1'immunosuppression chez les patients GB.

Le but principal de la premiére partie du projet était de tester l'effet du sérum de patients
GB sur les APC de donneurs sains dans un modéle in vitro. Premiérement, nous avons
démontré que le sérum des patients GB entraine la différentiation des monocytes vers un
profil intermédiaire capable de produire des signaux pro-inflammatoires tel IL-1p et des
signaux anti-inflammatoires tel IL-10. Ce résultat est associ¢é a une augmentation des
monocytes non-classiques et des niveaux d'IL-1B et IL-10 in vivo d'aprés nos études
préliminaires et la littérature. Par contre le sérum des patients GB n'altére pas le
phénotype des macrophages in vitro et donc semble ne pas influencer leur polarisation en
M1/M2. De plus, les séra des patients n'ont pas inhibé la capacité des LT in vitro a
exprimer CD40L, une molécule indispensable a l'activation des APC. Cette observation
indique que la diminution de sCD40L vu préalablement in vivo chez les patients, est
possiblement induite par des éléments autres que les facteurs solubles en circulation.
Cependant, le sérum des patients GB réduit la prolifération des LB et leur sécrétion
d'IgA, IgG et IgM in vitro. Ce résultat concorde avec les résultats préliminaires de notre
laboratoire qui montrent une dérégulation des LB et une diminution des anticorps

circulant chez les patients GB. La co-culture des LB avec des monocytes/macrophages in
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vitro permet de corriger partiellement la prolifération des LB, mais réduit davantage la
sécrétion d'Ig. Ce résultat révele la présence d'interactions importantes entre ces
populations cellulaires qui sont peu documentées dans la littérature. Suite a cette
observation, nous avons rajouté un objectif dans le projet qui vise a mieux comprendre
quel type d'interactions existe entre les LB et les monocytes/macrophages. Avec les
expériences Transwell, nous avons établis que les monocytes/macrophages stimulent la
prolifération des LB par des interactions cellulaires directes. Nous avons aussi investigué
BAFF, une molécule produite par les monocytes et les macrophages, qui stimulent les
fonctions des LB. Nous avons observé que les niveaux de BAFF augmentent
relativement tard au jour 5 et ceci est associé a une maturation tardive des LB chez les
patients GB. La figure 14 ci-dessous présente la trajectoire immunologique globale des
patients GB selon les observations in vivo et in vitro de la littérature et de notre
laboratoire. La figure montre comment I'hyperactivation précoce des monocytes/
macrophages et leur production accrue d'IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10 et MFG-E8 ménent a
un ¢épuisement du systéme immunitaire. Cet épuisement vient sous la forme d'une
répression des niveaux de sCD40L et d'Ig circulants, ainsi qu'une prolifération inhibée
des LB. Apres environ deux semaines, le systéme immunitaire des patients GB regagne
sa fonctionnalité. L'augmentation tardive des niveaux d'IL-7, sCD40L et BAFF sont

associés a une maturation des LB et une augmentation des niveaux d'lg périphériques.
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Figure 14. La trajectoire immunologique des patients GB a travers le temps.
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La deuxiéme partie du projet avait comme premier objectif d'optimiser les techniques
d'extraction et de détection de ' ADN bactérien du sang et de la peau. Nous avons réussi a
extraire et quantifier I'ADN bactérien du sang par qPCR. La récolte des bactéries de la
peau fonctionne bien et I'ADN bactérien est détectable par gPCR. La mise au point de ces
techniques permet d'évaluer le microbiome des patients GB. Dans ce projet, nous avons
uniquement examiné la quantité d'ADN total et d'ADN 16S bactérien dans le sang de 4
patients GB. La concentration d'ADN total en circulation semble généralement élevée,
mais elle chute au jour 3, possiblement due a la leucopénie et a la dilution du sang par le
processus de réanimation. Le nombre d'équivalents bactériens dans le sang des patients
GB ne sont pas significativement modifiées. Dans l'avenir, il serait intéressant de suivre

cette étude avec le séquencage du microbiome du sang et de la peau des patients.

Notre étude suggere que le ciblage des facteurs associés aux LB en particulier pourrait
avoir des bénéfices cliniques aux patients GB. Nous proposons que le maintien d'un
niveau ¢levé de sCD40L circulant puisse sauver I'immunité humorale en tant qu'une ligne
de défense indispensable contre les infections. Notre étude a également montré que la
stimulation des LB par les monocytes/macrophages est sCD40L-dépendante. Donc le
maintien d'une concentration de sCD40L assez ¢élevée pourrait également faire participer
les monocytes et les macrophages dans le renforcement de I'immunité humorale. Ainsi,
une immunothérapie précoce qui restore les niveaux de sCD40L, ainsi que BAFF et IL-7

pourrait au moins affaiblir I'immunosuppression chez les patients GB.

En conclusion, ce projet a établi que le microenvironnement inflammatoire des patients
GB altére les APC et favorise un ¢état d'immunosuppression. Les monocytes et les
macrophages semblent jouer un réle important dans la régulation de l'activité¢ des LB, ce
qui pourrait rentrer en jeux dans l'immuno-modulation chez les patients GB. Nos
techniques d'analyse du microbiome sont mises au point et ouvre la porte a des études
futures du microbiome du sang et de la peau des patients GB. A long terme, ce projet
pourrait aider a définir des voies immunologiques qui pourraient étre modulées par
diverses immunothérapies afin de restaurer 'homéostasie inflammatoire et prévenir les
infections chez les patients grands brilés. Avec 1'étude du microbiome, ce projet
permettra aussi le développement d'immunothérapies adaptées a la présence et au role

des bactéries dans la modulation du systéme immunitaire des patients grands brilés.
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Figure S1. L'activation de la prolifération des LB par la voie CD40 est saturée avec une
concentration de 10% de sCD40L. Représentation de la courbe dose-réponse de la prolifération des LB
en fonction de différentes concentrations de SCD40L. Les concentrations de sCD40L testées sont 0%, 2%,

5% et 10% du volume.



