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Liste des abréviations

ACE : enzyme de conversion de
l'angiotensine |

ACE2 : enzyme de conversion de
I'angiotensine |l

Ag : Antigéne

ANGI : Angiotensine |
ANGII : Angiotensine |l
ARN : Acide Ribo Nucléique

AT1R : récepteur de I'angiotensine de type
1

AT2R : récepteur de I'angiotensine de type
2

BCR : B cell receptor

CCR : C-C chemokine receptor
CD : Cellule Dendritique

CG : centre germinatif

CIVD : Coagulation Intra-Vasculaire
Disséminée

CMF : Cytométrie en flux

CMH : Complexe Majeure
d’Histocompatibilité

CMV : Cytomégalovirus

COVID-19 : maladie a coronavirus 2019
CPA : Cellules Présentatrices d’Antigénes
CRP : protéine C-réactive

CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-
Associated protein 4 ou « antigéne 4 du

lymphocyte T cytotoxique »

DAMP : Damage Associated Molecular
Pattern ou « motifs moléculaires associés
a des dommages »

HLA : Human Leucocyte Antigen
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IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleurkine

LDH : Lactate Déshydrogénase

Ly Treg : Lymphocyte T régulateurs
Ly : Lymphocytes totaux

LyB : Lymphocyte B

LyNK : Lymphocyte Natural Killer
LyT : Lymphocyte T

MERS-Cov : Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus

OLS : Organes lymphoides secondaires
PD-1 : Programmed cell Death

PD-L1 : Programmed Death-Ligand 1
PD-L2 : Programmed Death-Ligand 2
PNN : Polynucléaires neutrophiles

RT-PCR : Reverse Transcriptase -
Polymerase Chain Reaction

SARS : Severe Acute Respiratory
Syndrome

SARS-Cov-2 : Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus-2

SDRA : Syndrome de Détresse
Respiratoire Aigue

TCR : T cell receptor

TNF : Tumor Nuclear Factor
USI : Unité de Soins Intensifs
VHB : Virus de I'hépatite B

VIH : Virus de 'immunodéficience
humaine

VRS : Virus Respiratoire Syncytiale



l. Introduction

1.1. Le SARS-Cov-2
1.1.1. Généralités

1.1.1.1. Définition

Le coronavirus est un virus appartenant a la famille des Coronaviridae, constituant une grande
famille de virus respiratoires pouvant causer des maladies allant du simple rhume au syndrome
respiratoire aigu sévere (SARS) (Drosten C, et al., 2003 ; Zaki AM et al., 2012). L’infection au
Coronavirus se traduit par divers symptdmes dépendants de la génétique, I'ethnie, I'age et la
situation géographique de chaque patient. De nos jours, sept souches de coronavirus humains
ont été caractérisées : quatre sont connues pour infecter les voies respiratoires supérieures et
provoquer des symptomes légers, les trois autres pour induire des infections graves des voies
respiratoires inférieures, qui sont : SARS-CoV (Syndrome Respiratoire Aigu Sévére), MERS-
CoV (Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient) et SARS-CoV-2.

1.1.1.2. Epidémiologie

Nous allons nous intéresser ici au SARS-Cov-2 aussi dénommé COVID-19. Le SARS-Cov-2
a été identifié pour la premiére fois en décembre 2019 dans la province de Hubei a Wuhan,
en Chine, par le Centre chinois de contrble et de prévention des maladies (CDC) et fut, par la
suite, la cause d’une séries de pathologies principalement respiratoires et de formes atypiques
(Zhu N, et al. 2020 ; Gralinski LE et al. 2020). D’autres signes cliniques ont été référencés pour
le SARS-Cov-2 comme la fievre, la fatigue, la toux séche, I'essoufflement, la perte du gout et
de I'odorat par exemple. L'apparition de cette maladie en décembre 2019 a mis les autorités
sanitaires en état d'alerte que ce soit en Chine ou dans le reste du monde. Le SARS-Cov-2
sera ensuite officiellement déclaré « pandémie » par I'Organisation Mondiale de la Santé, le
11 mars 2020 (https://www.who.int/news-room/detail/27-04-2020-who-timeline-covid-19). Des
données épidémiologiques ont démontré que la prévalence du virus est plus importante dans
les zones les plus densément peuplées. Cela explique des taux de transmission plus élevés
dans les zones surpeuplées par rapport aux communautés rurales moins peuplées et donc
moins touchées. L'effet dévastateur mondial de ce virus s'explique, en partie, par la nature de
la transmission virale, qui est une transmission interhumaine (Li Q, et al., 2020 ; Chan JF, et
al., 2020). La durée d'incubation médiane entre l'infection par le SARS-Cov-2 et I'apparition
d'une dyspnée symptomatique variant de 4 a 7 jours, crée une large fenétre de temps pour la
transmission pendant laquelle les patients présentent peu de symptdomes (Guan WJ et al.,
2020 ; Huang C et al., 2020). Aprés cette période d’incubation, les patients infectés sont
généralement hospitalisés pendant 3 a 4 jours supplémentaires avant de nécessiter une
éventuelle admission en unité de soins intensifs et/ou une ventilation invasive prolongée
(Huang C et al., 2020 ; Zhou F et al., 2020 ; Wu C et al., 2020). Cependant, au niveau
diagnostic clinique, les patients atteints présentent souvent un ensemble de symptémes
similaires a ceux de la grippe, ce qui peut rendre le diagnostic difficile. En outre, le virus du
SARS-CoV-2 posséde des souches géographiquement diverses dont la gravité, le taux de
mortalité et les options thérapeutiques disponibles peuvent varier. Différents clusters viraux
distincts ont été identifiés avec des sous-groupes dérivés. Au moins deux clusters ont été
identifiés principalement en Amérique et en Europe, et aussi un en Asie orientale (Forster P
et al., 2020).
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1.1.1.3. Morphologie du coronavirus

Au niveau morphologique, les coronavirus sont des virions ronds, enveloppés, avec un
diamétre d'environ 80 a 220 nm. Ces virus sont composés d’un génome a ARN positif
monocaténaire de 26 a 32 kb, entouré d'une membrane extracellulaire contenant une série de
glycoprotéines en pointe ressemblant a une couronne, que nous pouvons apercevoir en
microscopie électronique (Figure 1).

Figure 1 : Effet de I'infection par le SARS-CoV-2 sur la surface de la cellule héte a 2 et 48 hpi

(pointes de fleche = surface d’adhésion du virus a la surface cellulaire) (Caldas LA et al. 2020 : «
Ultrastructural analysis of SARS-CoV-2 interactions with the host cell via high resolution scanning
electron microscopy »)

1.1.2. Le génome viral

Le SARS-Cov-2 est un membre de la lignée B des B-CoV. Sa séquence du génome est
identique a 75-80 % a celle du SARS-CoV et présente aussi des similitudes avec plusieurs
CoV de chauve-souris (Zhou P et al., 2020). De plus, ce virus posséde une capacité de
relecture importante par les exonucléases, contrairement aux autres virus (Robson F et al.,
2020). Le génome viral du SARS-CoV-2 code pour quatre protéines structurelles qui sont
I'enveloppe, la membrane, la nucléocapside et la glycoprotéine de pointe (Figure 2), ayant un
réle dans I'entrée du virus dans la cellule héte (Gordon DE et al., 2020 ; Kim D et al., 2020).
De plus, ce génome comprend également 16 protéines non structurales et 9 protéines
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accessoires nécessaires a la réplication et a la pathogenése (Gordon DE et al., 2020 ; Kim D
et al., 2020 ; Robson F et al., 2020).

+ Nucleocapsid protein (N)

“‘ ."' ‘ ’—vSplke protein (S)
ol

! Membrane protein (M)
= :
h : —»Genome RNA

+Envelope protein (E)

Figure 2 : Schéma de la particule virale SARS-CoV-2

(Zhang Q et al., 2021 : « Molecular mechanism of interaction between SARS-CoV-2 and host cells
and interventional therapy »)

1.1.3. Symptomatologie clinique

L'évolution clinique d'une infection virale est fortement dépendante de la réponse immunitaire
de I'néte, ce qui se traduit dans le cas du SARS-Cov-2 par des divergences extrémes de
symptomatologie et d'issue clinique, classant les patients en différentes catégories :
asymptomatique, léger, modéré, grave et critique. Les patients asymptomatiques présentent
un test positif au COVID-19 (RT-PCR, test antigénique) mais ne manifestent aucun symptéme
clinique et sont pourtant tout a fait capables de transmettre le virus (Bai Y et al., 2020 ; Rothe
C et al.,, 2020). Les patients ayant des formes légéres présentent des symptdmes aigus
d'infection des voies respiratoires et des complications de type digestif. Les patients atteints
de formes modérées souffrent d'une pneumonie, sans hypoxémie notable, avec des lésions
décelables sur tomographie thoracique. Les patients avec des formes graves du SARS-Cov-
2 présentent une pneumonie avec une hypoxémie détectable et des Iésions visibles a la
tomodensitométrie, tandis que les patients en état critique présentent un Syndrome de
Détresse Respiratoire Aigué (SDRA) avec un taux de mortalité important (Zhou F et al., 2020
; Tay MZ et al., 2020), accompagné d'une encéphalopathie, d'une lésion myocardique, d'un
dysfonctionnement de la coagulation, d'une insuffisance cardiaque et/ou d'une Iésion rénale
aigué (Yuki K et al, 2020).

1.1.4. Physiopathologie

La compréhension des différents mécanismes physiopathologiques du SARS-Cov-2 est
primordiale pour apprécier I'origine des symptdmes cliniques afin de pouvoir surmonter cette
pandémie mondiale. La physiopathologie se manifeste par une destruction des cellules
épithéliales du poumon, une thrombose, une hypercoagulation et une fuite vasculaire
entrainant une septicémie, particulierement dans les formes sévéres. Ces événements
conduisent aussi dans les cas graves, au SDRA et a une fibrose pulmonaire subséquente
chez ces patients. Divers facteurs de risque sont a 'origine des formes sévéres du SARS-Cov-
2, dont les comorbidités chroniques que nous retrouvons principalement chez les adultes
agés. Cela inclut les pathologies cardiovasculaires, dont I'hypertension artérielle et les
maladies coronariennes, l'insuffisance rénale chronique et le diabéte (Shahid Z et al., 2020 ;
Verdecchia P et al.,, 2020). Ces comorbidités chroniques sont associées a un mauvais

pronostic en matiére de SARS-Cov-2, et entrainent pour cette catégorie de population un
Rémy Formento | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2022

19
Licence CC BY-NC-ND 3.0



risque plus grand de développer une infection compliquée et une mortalité élevée (Shahid Z
et al., 2020). Pour ces patients, présentant des formes sévéres associées a des comorbidités,
le virus a la capacité d’utiliser plusieurs mécanismes pour infecter un plus grand nombre de
type de cellules.

1.1.4.1. Réqgulation de ’'ACE2

Lors d’une infection au SARS-Cov-2, il a été démontré une régulation positive du récepteur de
I'enzyme de conversion de I'angiotensine-2 (ACE2). Cette enzyme est exploitée par le virus
du SARS-Cov-2 comme voie d'entrée virale. Ce récepteur ACE2 est fortement exprimé dans
les cellules épithéliales alvéolaires du poumon (Zou X et al., 2019 ; Figure 3).

1.1.4.2. Réle de la protéine Spike

Les protéines de I'enveloppe de la glycoprotéine virale Spike sont responsables de
I'attachement, de la fusion et de I'entrée du virus dans les cellules hétes sensibles (Hoffmann
M et al., 2020), ce qui va induire par la suite une cascade de signalisation intracellulaire. Plus
précisément, la protéine TMPRSS2 exprimée par I'héte interagit avec la protéine Spike et la
clive en deux sous-unités fonctionnelles appelées S1 et S2 (Hoffmann M et al., 2020 ;
Matsuyama S et al., 2020). Ensuite, la sous-unité S1 interagit directement avec le récepteur
ACE2, laissant la sous-unité S2 faciliter la fusion virale avec la membrane de la cellule hote
(Guzik TJ et al., 2020 ; Hoffmann M et al. 2020 ; Lippi G et al., 2020 ; Figure 3), provoquant
l'internalisation du virus dans la cellule.

1.1.4.3. Internalisation cellulaire du virus

L'internalisation et la réplication du virus dans la cellule provoquent la dégradation des
récepteurs ACE2 liés a la membrane (Hoffmann M et al. 2020), entrainant une augmentation
de I'angiotensine Il (ANG II) du récepteur de I'angiotensine de type | (AT1R) et un clivage de
I'angiotensinogéne par la rénine en angiotensine | (ANG I). L'ANG | est clivée par I'ACE en
ANG IlI, qui va interagir librement avec I'AT1R et le récepteur de I'angiotensine de type 2
(AT2R). Les excés d'ANG | et Il sont hydrolysés par I'ACE2 en heptapeptides (Figure 2).
L'ACE2 réduite ou liée est incapable d'hydrolyser ANG I/, ce qui entraine une incapacité des
effets compensatoires nécessaires a la protection contre les complications néfastes de la
maladie. En raison de l'infection a SARS-Cov-2, la diminution de I'ACE2 entraine une activité
élevée de l'axe ANG II/AT1R, ce qui provoque une réponse immunitaire incontrélée et
systémique de type inflammatoire (Verdecchia P et al., 2020), passant par la libération de
diverses cytokines dont I'lL-1, I'lL-6, I'lL-8, I'lFN-y et le TNF-a. Ce relargage cytokinique est a
I'origine de dégats tissulaire au niveau pulmonaire (Shimizu M et al., 2019 ; Ragab D et al.,
2020). Cette déficience en ACE2 entraine aussi de nombreux effets indésirables pour les
patients, notamment une fibrose interstitielle et endothéliale, une hypertrophie myocardique et
une inflammation accrue (Verdecchia P et al., 2020). La thrombose et I'hnypercoagulation
secondaire a l'activation des plaquettes aprés une atteinte de I'épithélium pulmonaire sont
observées chez les patients atteints d'infections graves (Levi M et al., 2020 ; Yuki K et al.,
2020). Régulierement, les mécanismes de réponse physiologique a la fuite et a la perméabilité
vasculaire échouent, ce qui permet une invasion virale accrue, a l'origine de diverses
complications (Yuki K et al., 2020). Plus précisément, la coagulation est induite en tant que
contrble physiologique protecteur en réponse a la fuite vasculaire, mais entraine aussi des
conséquences néfastes pour ces patients, dont la Coagulation Intravasculaire Disséminée
(CIVD), les embolies pulmonaires, les complications cardiaques pouvant aller jusqu’au déces
(Levi M et al., 2020 ; Tang N et al., 2020).
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Figure 3 : Mécanismes physiopathologiques de I'infection au SARS-Cov2 sur le récepteur de 'ACE2
et les voies de signalisation GTPase

(Pollard CA et al., 2020 : « The COVID-19 pandemic : a global health crisis »)

1.1.5. Complications

1.1.5.1. Syndrome de Détresse Respiratoire Aigué

Le syndrome de détresse respiratoire aigué est la principale complication d’une infection au
SARS-Cov-2. Le SDRA est un syndrome hétérogéne dont la pathologie et les mécanismes
sont complexes. Tout d’abord, le SDRA est I'expression d’une agression de la membrane
alvéolocapillaire qui peut étre directe, sur le versant épithélial de la membrane, comme au
cours des pneumonies infectieuses, ou indirecte, portant sur le versant endothélial a la suite
d’un choc septique, dans le cas du SARS-Cov-2, ou bien aussi d’une agression inflammatoire
non septique d’origine extra-pulmonaire.

La définition de SDRA a été réévaluée lors de la conférence de Berlin (ARDS Definition Task
Force, 2012). Elle repose sur 4 critéres :

- Signes d’insuffisance respiratoire aigué évoluant depuis une semaine ou moins,

- Présence dinfiltrats bilatéraux sur l'imagerie thoracique non expliqués par des
épanchements,

- Effondrement lobaire/pulmonaire ou des nodules et sans signe d'hypertension
auriculaire gauche ou de surcharge liquidienne,

- Présence d'un cedéme pulmonaire avec absence d’arguments pour un cedéme
hydrostatique prédominant, hypoxémie avec rapport PaO2/FIO2 < 300 mmHg
(Thompson BT et al., 2017) pour une pression télé-expiratoire positive réglée a 5 cm
H20 ou plus. Trois stades de gravité ont été définis en fonction de I’hypoxémie :

o Léger: 200 < PaO2/FIO2 < 300 mmHg,
o Modéré : 100 < PaO2/FIO2 < 200 mmHg
o Séveére : PaO2/FI02 < 100 mmHg.
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Ces trois stades de gravité sont associés a une augmentation du risque de mortalité et de la
durée médiane de la ventilation mécanique chez les survivants. Pour les formes sévéres, nous
aurons ainsi une hausse importante de la perméabilité capillaire pulmonaire survenant a la
suite d’'une agression directe ou indirecte de la membrane alvéolo-capillaire, une augmentation
du poids des poumons et une perte de tissu pulmonaire aéré, associé a une inflammation
pulmonaire intense et une hypoxémie séveére.

Donc, ce syndrome induit une infection mortelle des voies respiratoires inférieures associée a
des manifestations extra-pulmonaires entrainant I'admission dans une unité de soins intensifs
(Huang C et al., 2020). Au niveau de la prise en charge, les patients qui sont infectés par le
SARS-Cov-2 et qui développent un SDRA nécessitent, dans la majorité des cas, une
ventilation mécanique en unité de soins intensifs. De méme, la majorité des patients ont
tendance a rester dépendants du ventilateur pendant environ deux semaines, et certains
finissent par succomber a la maladie (Bhatraju PK et al., 2020 ; Wu C et al., 2020).

1.1.5.2. Fibrose pulmonaire

La fibrose pulmonaire est la seconde complication pulmonaire majeure suite a une infection
au SARS-Cov-2, et donc la 2éme cause de décés chez ces patients. Diverses perturbations
en résultent, et sont a l'origine d’cedéme pulmonaire que nous retrouvons de fagon similaire
chez les patients atteints de SDRA (Huppert LA et al., 2019). C’est une pathologie chronique
faisant suite a une agression sévére du poumon. Lié a cette agression, un mécanisme
inflammatoire se met en place et sera a I'origine d’une prolifération anormale des fibroblastes
et de dépbts de protéines de la matrice extra-cellulaire au niveau du poumon. Ces effets seront
la conséquence de la formation d’'un tissu cicatriciel dans les poumons (Asano S et al., 2017).
Ce mécanisme de cicatrisation affecte les alvéoles, les petites bronches et les vaisseaux
sanguins pulmonaires. Une augmentation du remodelage dérégulé des cellules épithéliales
contribue a la fibrose pulmonaire (Channappanavar R et al., 2017), et aura pour conséquences
d’empécher le passage de I'oxygéne dans le sang et I'expiration du CO2.

1.1.5.3. Maladies cardiovasculaires

Bien que la principale cible du SARS-Cov-2 soit le poumon, il peut également avoir des effets
néfastes sur le systéme cardiovasculaire (Zheng YY et al., 2020). Associée aux comorbidités
cardiaques des patients infectés, l'infection au SARS-Cov-2 entraine une régulation a la
hausse de I'ACE2 a la surface des cellules des péricytes périvasculaires et des
cardiomyocytes, qui est exploitée par le virus comme voie d'entrée et d'infection (Guzik TJ et
al., 2020). Les lésions cardiaques peuvent se présenter sous forme soit d'arythmies courantes,
de myocardite, de choc cardiogénique ou voire d'insuffisance cardiaque (Gupta MD et al., 2020
; Murthy S et al., 2020). Par conséquent, les patients atteints de pathologies cardio-vasculaires
peuvent ne pas étre en mesure de maintenir leur fonction cardiovasculaire lors de l'infection
par le SARS-Cov-2, entrainant par la suite une augmentation du systéeme métabolique,
exacerbant ainsi les conditions cardiovasculaires et augmentant leur risque d'issues graves,
pouvant entrainer le décés des patients (Tan W et al., 2020).

1.1.6. Manifestations biologiques

Au niveau biologique, le SARS-Cov-2 est une infection systémique ayant un impact significatif
sur le systeme hématopoiétique et 'hnémostase particulierement. Plus précisément, il a été
démontré que plus de la moitié des patients présentent une lymphopénie plus ou moins sévére
associée a une tempéte cytokinique. De plus, I'hnypercoagulabilité sanguine est fréquente chez
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les patients hospitalisés atteints de SARS-Cov-2 (Huang C et al., 2020) ou des taux élevés de
D-Dimeéres et 'augmentation du temps de prothrombine sont constamment rapportés, pouvant
étre associés a la CIVD chez ces patients. Ainsi, les patients infectés par le SARS-Cov-2,
hospitalisés ou en ambulatoire, sont a haut risque de thrombo-embolie veineuse (Terpos E et
al., 2020). Des biomarqueurs, tels que la procalcitonine et la ferritine sérique, sont également
apparus comme des facteurs de mauvais pronostic (Terpos E et al., 2020). De méme, les
augmentations de la LDH, qui est un marqueur de nécrose et de Iésions cellulaires, ou de la
CRP, qui est une protéine de l'inflammation, sont corrélées a la gravité de la maladie. Il y a
aussi production de cytokines inflammatoires tels que I'lFN-y, le TNF-q, I'IL-2, I'lL-6, I'IL-8...
qui sont abondamment sécrétées par les LyT lors de leur activation et par les LyNK lors de
l'infection virale. La combinaison de ces différents paramétres biologiques permet de prédire
le pronostic de la maladie. Cependant, a ce stade, les informations telles que les
caractéristiques immunologiques entre les formes modérées et sévéres du SARS-Cov-2
restent insuffisantes, de méme que I'impact biologique a court terme au cours de la premiére
semaine d’hospitalisation en Unité de Soins Intensifs.

1.1.7. Stratégies thérapeutiques

1.1.7.1. Généralités

Généralement, les options thérapeutiques antivirales les plus courantes visent soit a bloquer
I'entrée du virus dans I'h6te empéchant ainsi la réplication virale, soit a favoriser une immunité
cellulaire et humorale durable pour la population non infectée par le biais de la vaccination. De
plus, les connaissances établies a ce jour sur les coronavirus fournissent aux scientifiques les
bases nécessaires a la mise au point et & la réorientation d'interventions thérapeutiques. Etant
donné que la protéine Spike de chaque type de coronavirus est unique, cette protéine a été la
cible de choix dans le développement de vaccins comme approche, pour bloquer I'entrée
initiale du virus (Amanat F et al., 2020 ; Shang W et al., 2020). |l s'est avéré et s’avére toujours
trés difficile de contréler la propagation et la progression étendue du virus SARS-CoV-2. Cela
nécessite une approche multidisciplinaire avec une collaboration étroite au niveau mondial.
Bien que certains domaines d'intérét du SARS-CoV-2 restent encore inconnus a ce jour, les
facteurs de mauvais pronostic les plus significatifs sont liés soit a l'activation, soit a la
suppression de la réponse immunitaire de I'héte qui ont été les domaines de recherche
prioritaire dans le développement de nouvelles thérapies.

1.1.7.2. Vaccins

Les recherches scientifiques ont fournis des informations essentielles sur le développement
de différents vaccins. Le temps nécessaire pour évaluer l'innocuité et I'efficacité des vaccins
candidats constitue un enjeu majeur dans le processus de validation de ces vaccins.
Aujourd’hui, différents vaccins ont fait I'objet d’essais cliniques et ont été mis a disposition sur
le marché mondial. Le premier vaccin produit est un vaccin a base d'’ARN messager, le mRNA-
1273 (Hodgson J, 2020), qui est le vaccin SpikeVax de MODERNA. Nous avons aussi le
vaccin BioNTech de PFIZER qui est aussi un vaccin a base d’ARN messager, puis le vaccin
Janssen de Johnson & Johnson qui est un vaccin recombinant. En fonction du type de vaccin,
cela nécessite I'administration d’'une a plusieurs doses. D’autres vaccins sont toujours en
cours de production et d’essais cliniques a ce jour.
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1.1.7.3. Traitements immunomodulateurs

Cependant, des traitements thérapeutiques pour le contréle et la gestion clinique de l'infection
par le SARS-Cov-2 sont nécessaires. L'HAS (Haute Autorité de Santé) a mis a disposition des
modalités de prise en charge au niveau national pour le traitement des infections au SARS-
Cov-2. De nombreuses approches thérapeutiques ont été évoquées. Par exemple, en raison
de l'urgence du traitement clinique de l'infection par le SARS-Cov-2, la réadaptation de
médicaments antiviraux connus a été testée, notamment ceux utilisés dans le VIH, avec une
extréme prudence, et les raisons en sont exposées dans les NIH COVID-19 Treatment
Guidelines (COVID-19 Treatment Guidelines Panel). Le Paxlovid®, qui est I'association de
nirmatrelvir / ritonavir, est indiqué aujourd’hui chez les adultes ne nécessitant pas
d’'oxygénothérapie et étant a risque élevé d’évolution vers une forme grave de la Covid-19. Le
ritonavir est aussi utilisé dans le cadre des infections par le VIH comme inhibiteur de protéase
du VIH. D’autres traitements antiviraux ont fait I'objet d’études cliniques comprenant entre
autre le remdesivir, l'ivermectine, le favipiravir, le kaletra et la chloroquine/hydroxychloroquine
(Gordon DE et al., 2020 ; Uddin M et al., 2020). Un autre exemple notable d'intervention
thérapeutique actuelle est I'utilisation de la thérapie par plasma convalescent (Duan K et al.,
2020 ; Shen C et al., 2020). Dans ce processus, des anticorps neutralisants contenus dans du
plasma prélevé sur un donneur qui s'est précédemment remis d'une infection par le SARS-
CoV-2, sont administrés a des patients infectés pour leur conférer une protection immunitaire
anti-virale. Une autre méthode thérapeutique unique a été testée qui consiste a traiter les
patients avec de I'ACE2 humaine recombinante soluble afin de perturber I'entrée du virus via
I'interaction protéine de pointe-ACE2 (Gordon DE et al., 2020 ; Uddin M et al., 2020). Enfin,
chez certains patients, il a été mis en place un traitement par corticoides. Chez ces patients
traités par les glucocorticoides, I'aggravation clinique aprés I'administration de
glucocorticoides est lié a un rdle contributif de la suppression des LyT dans la persistance
virale et montrent un manque d'efficacité des glucocorticoides que nous pouvons retrouver
dans d'autres infections virales graves (Lansbury L et al., 2021). En ce qui concerne les formes
séveéres, la réponse immunitaire de I'héte au SARS-Cov-2 est similaire au SDRA et, par
conséquent, les modalités de traitement pour le SDRA peuvent aussi étre bénéfiques pour les
patients atteints du SARS-Cov-2. Par exemple, différentes études ont démontré que la
modulation thérapeutique de I'activité accrue de la cascade des GTPases pourrait réduire les
effets indésirables de la pathogenése du SDRA secondaire aux événements de remodelage
de la matrice extra-cellulaire, et donc du SARS-Cov-2 (Pollard CA et al., 2020).

Dans cette perspective, nous discuterons du réle des réponses immunitaires innées et
adaptatives dans ['évolution clinigue de linfection par le SARS-Cov-2 qui pourra
éventuellement étre la cible potentielle de nouvelles stratégies d'intervention thérapeutique.

|.2. Réponse immunitaire anti-virale

1.2.1. Définition

L'efficacité avec laquelle le systéeme immunitaire met en place une réponse a un pathogéne,
est déterminée par de multiples facteurs, dont la quantité et le type de pathogénes, les
variations génétiques, les comorbidités du patient et 'administration de médicaments pouvant
avoir un effet suppressif ou stimulant sur le systéme immunitaire (Bouwman W et al., 2020).
En fonction de ces différents facteurs, les organismes vivants ont développé plusieurs types
de mécanismes immunologiques pour se protéger de linvasion de micro-organismes
exogeénes (Brodin P et al., 2017). L'une des principales exigences du systéme immunitaire est
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de distinguer le « soi » du « non-soi », et d’'induire une réponse immunitaire a des antigénes
du « non-soi », tels que les composants d'un virus.

Une réponse immunitaire se déroule en 2 étapes. La premiére étape consiste en une réponse
immunitaire innée, avec une composante inflammatoire. Elle est responsable de I'élimination
rapide et non spécifique des agents pathogénes par diverses cellules dont les monocytes, les
polynucléaires neutrophiles (PNN) et les LyNK, ainsi que de la présentation des antigénes
dérivés d’agents pathogénes aux Ly par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) (figure
4). Lors des infections virales, le systétme immunitaire inné de I'hdte agit comme une défense
de premiére ligne pour limiter, ou du moins pour contréler l'invasion ou la réplication virale
avant qu'une protection plus spécifique ne soit générée par le systtme immunitaire adaptatif.
La présentation des agents viraux par les monocytes, les PNN ou les CD aux cellules de la
réponse immunitaire adaptative fait intervenir les molécules HLA exprimés a leurs surfaces.

La deuxiéme étape consiste en une réponse immunitaire adaptative responsable de la
clairance virale et de la génération d'une immunité a long terme en formant un pool de cellules
mémoires capables de répondre a une réinfection par le méme agent pathogéne. Elle consiste
en une réponse humorale d’'une part, ou des anticorps vont étre spécifiquement générés contre
I'agent pathogéne par les plasmocytes qui sont des LyB différenciés, et en une réponse
immunitaire cellulaire d’autre part, médiée par les LyT (figure 4). Pour obtenir une réponse
adéquate a un agent pathogéne a dominance intracellulaire, comme un virus, la réponse
immunitaire cellulaire est de premiére importance. La production d'anticorps neutralisants et
I'activation des LyT sont essentielles pour une réponse immunitaire antivirale spécifique et
efficace. D'autres cellules hétes possedent également certains mécanismes immunitaires pour
prévenir l'infection virale.

Monocyte ; Y ¥ ’f
- 1 1‘ B —> ° renl
e Plasmocyte X
® \L g AT ’
PN w
> O Y’ s(
TR 4
) o /\H‘”}s“ N
Immunité innée ! Immunité adaptative
0 6 12 3 4 5 6 7
| 1 1 | | | | |
Heures Jours

Figure 4 : Réponse immunitaire antivirale

1.2.2. Systéeme HLA
Le systtme HLA chez 'homme, est un ensemble de molécules de surface cellulaire
spécialisées dans la présentation des peptides antigéniques aux Ly par les CPA. Les

molécules HLA sont classées en 2 sous-groupes. Le 1er sous-groupe inclut les molécules
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HLA de classe | (A, B et C) présentes en tant que glycoprotéines transmembranaires a la
surface de toutes les cellules nucléées. Dans le second sous-groupe, nous avons les
molécules HLA de classe Il (DR, DQ et DP) qui sont généralement présentes sur les CPA
(LyB, monocytes/macrophages, cellules dendritiques, cellules de Langerhans ['épithélium
thymique et les LyT activés). Le systeme HLA est connu pour étre l'un des systémes
d'antigénes les plus polymorphes de I'organisme (McCluskey J et al., 2017). Cependant, tous
les génotypes HLA connus ont une affinité particuliére pour lier les peptides du SARS-CoV-2
en raison de leur homologie partagée avec le génome du virus (Nguyen A et al., 2020). En
outre, les alléles prédictifs ont une capacité de liaison qui peut permetire de déduire une
susceptibilité ou éventuellement d'induire une réponse immunitaire basée sur les LyT (Nguyen
A et al., 2020).

1.2.3. Cytokines : role dans la réponse immunitaire

Les différentes étapes du systéme immunitaire font intervenir différents types de cellules qui
coopérent pour générer une réponse immunitaire efficace. Ces deux systémes immunitaires
innée et adaptative communiquent entre eux par la sécrétion d'un grand nombre de cytokines,
telles que les interleukines, les interférons et les chimiokines. Ces cytokines transmettent des
messages d'une cellule a l'autre en se liant a des récepteurs cellulaires spécifiques pour
activer les voies de transduction du signal cellulaire, entrainant la production de protéines qui
adaptent la fonction de la cellule immunitaire en réponse au signal provenant des cytokines.
lls existent deux grandes catégories de cytokines. Tout d’abord, les cytokines anti-
inflammatoires telles que IL-4, IL-10, TGF-B, I'lL-1-RA... ont été signalées comme étant
élevées dans les infections virales respiratoires associées a une infection sévéere des voies
aériennes inférieures et a une pneumonie, comme celles causées par le Virus Respiratoire
Syncytial (VRS) et plus récemment par le SARS-CoV-2, reflétant une activité dominante de la
réponse immunitaire innée (Mehta P et al., 2020 ; Ye Q et al., 2020 ; Pedersen SF et al., 2020).
Puis, nous avons les cytokines pro-inflammatoires dont les IFN de type I. Ces IFN de type |
restent les principales cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la réponse antivirale.
Elles sont produites par toutes les cellules nucléées en réponse a une infection virale, et sont
induites précocement dans les tissus de barriére infectés par le virus, servant de premiere
ligne de défense antivirale (Good C et al., 2019 ; Lazear HM et al., 2019). Une fois fixées a
leurs récepteurs au niveau de la cellule héte, ces cytokines vont induire une cascade de
signalisation intracellulaire qui sera a l'origine de la production de protéines inflammatoires.
Cette production sera suivie de l'apoptose des cellules infectées par le virus et d’'une
résistance cellulaire a l'infection virale (Samuel CE, 2001). En outre, ces IFN activent les LyNK
et les CD ainsi que les Ly du systéme immunitaire adaptatif (Le Bon A et al., 2002).

Cependant, les virus ont développé plusieurs types de stratégies d'évasion immunitaire pour
proliférer dans les cellules hétes, dont leur principale cible est I'lFN de type I. Les virus peuvent
inhiber les IFN de type | de différentes maniéres : inhibition de la synthése des IFN,
interférence avec la signalisation des récepteurs IFN... (Weber F et al., 2004). Toutefois, les
virus qui n'ont pas cette capacité a supprimer les réponses IFN de type | de I'héte sont
généralement peu pathogénes et peuvent étre utilisés comme souches vaccinales.

Dongc, les infections virales font intervenir différentes populations cellulaires dont les cellules
lymphoides et les cellules myéloides.
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1.2.4. Les populations lymphocytaires

Le systeme lymphocytaire est principalement basé sur les LyT, mais pas seulement. |l faut
savoir que les lymphocytes sont représentés par trois sous types : les LyT, les LyB et LyNK
qui représentent respectivement 70%, 20% et 10% des Ly du sang circulant chez un individu
sain. Chaque population lymphocytaire posséde un réle important qui lui est propre dans la
réponse immunitaire antivirale que nous verrons par la suite.

.2.4.1. Les Lymphocytes NK

Les LyNK sont trés répandus dans les tissus lymphoides et non lymphoides tels que la moelle
osseuse, les ganglions lymphatiques... Les LyNK subissent une étape de maturation lors de
la reconnaissance de molécules du soi exprimées de maniére constitutive dans des conditions
stables. Elles sont dotées de deux fonctions distinctes : fonction effectrice de cytotoxicité
cellulaire qui contrdle l'initiation des processus cytolytiques et évite les dommages tissulaires,
et fonction régulatrice par I'expression de récepteurs inhibiteurs et activateurs (Vivier E et al.,
2008).

1.2.4.1.1. Cellules effectrices

Par leur réle effecteur, ces cellules de la réponse immunitaire innée contrdlent plusieurs types
de tumeurs et d'infections microbiennes en limitant leur propagation et en évitant ainsi des
dommages ultérieurs aux tissus. L'intensité et la qualité des réponses cytotoxiques des LyNK
dépendent du microenvironnement cytokinique, ainsi que des interactions avec d'autres
cellules du systéme immunitaire, dont les LyT, les CD et les macrophages (Long EO, 2007).
Plus précisément, les IFN de type I, IL-12, IL-18 et IL-15 sont de puissants activateurs de la
fonction effectrice des LyNK (Walzer T et al., 2005). De méme, I'lL-2 favorise la prolifération
des LyNK, leur cytotoxicité et, dans une certaine mesure, la sécrétion d’autres cytokines (Vivier
E et al., 2008). Et l'effet cytotoxique des LyNK élimine les macrophages surstimulés (van
Dommelen SL et al., 2006) (Fig. 3). Les LyNK semblent réduire le risque de développer des
troubles inflammatoires, a la fois en contrélant les infections microbiennes et en éliminant les
cellules activées.

1.2.4.1.2. Cellules régulatrices

Ce sont aussi des cellules régulatrices engagées dans des interactions réciproques avec les
CD (Walzer T et al., 2005), les macrophages, les LyT et les cellules endothéliales (Fig. 3). A
contrario, la fonction des LyNK peut étre régulée par le facteur de croissance TGF-3 (Laouar
Y et al., 2005), et par les LyT régulateurs via un mécanisme dépendant du TGF-B (Smyth MJ
et al., 2006). Les LyNK interagissent avec les Ly TCD4 au niveau des ganglions lymphatiques.
lls peuvent limiter ou exacerber les réponses immunitaires. Pour cela, ils possédent des
récepteurs activateurs et inhibiteurs a leur surface, régulant ainsi I'activité des LyNK. Les
récepteurs activateurs détectent la présence de ligands sur les cellules infectées, comme les
auto-ligands induits par le stress (Lanier LL, 2005), les ligands du « non-soi » infectieux et les
ligands des récepteurs de type Toll (TLR) (Sivori S et al., 2004). L'exposition des LyNK a des
ligands TLR induit la production d'IFN-y et renforce la cytotoxicité (Hart OM et al., 2005). Les
LyNK expriment également a leur surface le récepteur Fc de faible affinité, ou CD16, ce qui
leur permet de détecter les cellules cibles recouvertes d'anticorps et d'exercer une cytotoxicité
cellulaire dépendant des anticorps (ADCC). Les LyNK utilisent des récepteurs inhibiteurs pour
évaluer I'absence de molécules du soi exprimées de maniére constitutive sur les cellules cibles
sensibles. Ces cellules expriment aussi a leur surface différents marqueurs dont le CD11, le
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CD27, le CD16 et le CD56 (Cooper MA et al., 2001) mais elles sont dépourvues de CD3, CD8
et du TCR.

1.2.4.1.3. Inducteur de la réponse adaptative

Les LyNK expriment des récepteurs spécifiques du CMH | (Parham P, 2005). En interagissant
avec les molécules du CMH |, les récepteurs inhibiteurs permettent aux LyNK d'assurer la
tolérance envers eux-mémes tout en induisant leur effet cytotoxique envers les cellules
stressées. Les LyNK induisent I'apoptose des CD immatures, influengant ainsi I'homéostasie
des CD (Hayakawa Y et al., 2004 ; Figure 5). Inversement, la destruction des cellules cibles
par les LyNK peut conduire a la présentation croisée d’antigénes des cibles apoptotiques des
LyNK par les CD. Cette cytotoxicité des cellules cibles médiée par ces LyNK induit des
réponses immunitaires adaptatives robustes spécifiques de I'antigéne impliquant les LyT et les
LyB (Figure 5 ; Narni-Mancinelli E et al., 2013). De méme, grace a la sécrétion d'IFN-y et du
TNF-q, les LyNK peuvent favoriser la maturation des CD, qui activent les LyNK grace a I'lL-12
(Walzer T et al., 2005).

1.2.4.1.4. LyNK et infection virale

Lors d’'une infection virale, les LyNK ont une fonction de contrdle de 'immuno-pathologie innée
(Raulet DH, 2004). Plus précisément, une déplétion en ces cellules accélére le développement
de ces pathologies virales. Comme démontré lors d’une infection par le CMV, les LyNK
induisent la production de Ly TCD8 et atténuent I'immunopathologie précoce, dépendante de
I'IFN-1, induite par la dissémination incontrélée du virus (Robbins SH et al., 2007). Ainsi, les
LyNK peuvent non seulement protéger I'héte contre les agents pathologiques, mais aussi
contre une réponse immunitaire excessive a ces agents (Johansson S et al., 2005).
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Figure 5 : Régulation des réponses immunitaires par les LyNK

(Vivier E et al., 2008 : « Functions of natural killer cells »)
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.2.4.2. Les Lymphocytes B

1.2.4.2.1. Développement et maturation des LyB

Le développement des LyB inclut un continuum de stades commencant par les cellules pro-B
(cellules progénitrices) n'exprimant ni le pré-BCR ni les Ig de surface dans le tissu lymphoide
primaire au niveau de la moelle osseuse. Cette croissance aboultit a la production de Ly ayant
tous une Ig de surface différente, avec une maturation fonctionnelle ultérieure propre dans les
ganglions lymphatiques et la rate. Le point final fonctionnel/protecteur de cette différenciation
est la production d'anticorps dirigés contre les Ag du « non-soi » par les plasmocytes
différenciés en phase terminale aprés présentation de I’'Ag tels les agents viraux présentés par
les CPA (Figure 6) pour en limiter la propagation (Figure 8 ; LeBien TW et Tedder TF, 2008).

Au cours de cette maturation lymphocytaire dans la moelle osseuse, les LyB subissent un
réarrangement fonctionnel et ordonné des lg, codant pour le récepteur des LyB, le BCR
(LeBien TW et Tedder TF, 2008). L'expression du BCR est nécessaire au développement et
a la survie des LyB dans la périphérie (Lam KP et al., 1997). De plus, ce développement
nécessite l'action concertée d'un réseau de cytokines régulant I'expression de différents
genes. Par exemple, I'lL-7 est une cytokine non redondante pour le développement des LyB
qui transmet des signaux de survie et de prolifération (Milne CD et Paige CJ, 2007).

Les LyB immatures qui sortent de la moelle répondent aux antigénes de fagon indépendante
des LyT, qui provoquent des réponses rapides restreintes par le CMH Il (LeBien TW et Tedder
TF, 2008). Aprés leur différenciation en LyB matures, ces Ly vont résider dans les follicules
lymphoides de la rate et des ganglions lymphatiques, ou ils rencontrent et répondent a des
antigénes étrangers dépendants des LyT liés a des CD. Puis, ils proliférent et générent des
LyB mémoires a haute affinité ou se différencient en plasmocytes (Figure 6 ; Jacob J et al.,
1991). Les LyB mémoires peuvent, suite a une provocation antigénique, se différencier de
fagon chronique en plasmocytes a longue durée de vie (McHeyzer-Williams LJ et al., 2005).

1.2.4.2.2. Fonctions des LyB

Les LyB ont divers réles allant de la reconnaissance de cellules étrangéres a la synthése
d’anticorps. lls vont reconnaitre les antigénes et se multiplier. lls produisent ensuite des
anticorps spécifiques pour cet antigéne, favorisant par la suite son élimination. Outre leur role
essentiel dans l'immunité humorale, les LyB sont indispensables au déclenchement des
réponses immunitaires des LyT (Figure 7). Néanmoins, les interactions spécifiques de
I'antigéne entre les LyB et LyT peuvent nécessiter que I'antigéne soit internalisé par le BCR,
puis présenté aux LyT d'une maniére restreinte par le CMH (LeBien TW et Tedder TF, 2008).
Les LyB sont essentiels a une activation optimale des Ly TCD4 au cours des réponses
immunitaires a des antigénes étrangers (Bouaziz JD et al., 2007). Concrétement, les LyB
peuvent libérer des cytokines immunomodulatrices qui peuvent influencer diverses fonctions
des LyT et des CPA dont l'activité antivirale. Les LyB ont une fonction effectrice par la
production de cytokines dont I'lL-10 qui influencent la différenciation des LyT (Figure 7)
(Yanaba K et al., 2008). Enfin, les LyB peuvent aussi contribuer a la pathogenése auto-immune
par la présentation de l'auto-antigéne aux LyT ou par la production de cytokines pro-
inflammatoires (Shlomchik MJ, 2008). Tout en étant indispensables au développement normal
du systéme immunitaire, les LyB sont également importants & son maintien.
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1.2.4.2.3. Marqueurs spécifiques des LyB

Les LyB expriment a leur surface différentes molécules régulant le développement et la
fonction des LyB, facilitant la communication avec I'environnement extracellulaire ou
fournissant un contexte cellulaire permettant d’interpréter les signaux du BCR. En premier lieu,
les molécules CD79a et CD79b sont essentielles pour initier la signalisation du BCR et
I'activation des LyB (LeBien TW et Tedder TF, 2008). Ensuite, le CD19, qui est exprimé par
pratiguement toutes les cellules de la lignée B, régule la transduction du signal intracellulaire
en amplifiant I'activité des kinases de la famille Src. Le CD20 est une molécule spécifique des
LyB matures qui fonctionne comme un canal Ca2+ intégré a la membrane. D’autres molécules
sont exprimées a la surface comme le CD21, le CD22, le CD23 et le CD40 (LeBien TW et
Tedder TF, 2008).
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Figure 6 : Développement et maturation des LyB

(SHM = Hypermuation Somatique ; CSR = Recombinaison du Commutateur de Classe) (LeBien TW
et Tedder TF, 2008 : « B lymphocytes: how they develop and function »)

Rémy Formento | Thése d’exercice | Université de Limoges | 2022

30
Licence CC BY-NC-ND 3.0



. ol N\ 4 Cytokine
¥ . . \!,‘( production
{on ; e |IFNy
y Natural Adaptive Auto e L6

Ab Ab Ab IL-10

Lymphoid
tissue
organogenesis
B-lymphocytes
Tumor
o ; / =4 immunity
— ‘_/7 y ( Transplant
N rejection
— Wound
healing

Figure 7 : Role multifonctionnel des LyB

(LeBien TW et Tedder TF, 2008 : « B lymphocytes: how they develop and function »)

.2.4.3. Les Lymphocytes T

1.2.4.3.1. Généralités

Les LyT constituent une défense puissante contre les dangers extrinséques que sont les
agents pathogénes, et intrinséques tels que les cellules malignes. La lymphopoiése T
commence avec des cellules progénitrices exprimant CD2, CD5, CD7 et CD3 cytoplasmique,
ayant la capacité de pénétrer dans le cortex du thymus (Laribi K et al., 2017). A ce stade, les
TCR sont formés aprés des réarrangements des chaines a, 3, y et 8, ce qui donne des LyT
avec des chaines y0 et des LyT avec des chaines aff (T-ap). Les LyT précurseurs expriment
faiblement le CD3 et passent par une transition rapide, ou les expressions du CD4 et du CD8
sont acquises. Les Ly T-af doublement positives CD4+ et CD8+ poursuivent leur
développement avec une sélection et une maturation médiée par le TCR (Levelt CN et al.,
1993). Puis les Ly T-a migrent du cortex thymique vers la médulla, ou ils subissent une
sélection clonale négative pour éliminer les LyT qui ont une interaction a haute affinité pour
les auto-antigénes (Goldrath AW et Bevan MJ, 1999). Enfin, les Ly T-af3 matures mono-positifs
CD4+ ou CD8+ sont libérés dans la périphérie sous forme de LyT naifs matures (Yamano T
et al., 2015) qui circulent entre les organes lymphoides secondaires tels que la rate et les
ganglions lymphatiques (Schwarz BA et Bhandoola A, 2006).

Les CPA vont présenter l'antigéne du « non-soi » aux LyT et seront a l'origine du
déclenchement du systéme adaptatif par les LyT. L'activation efficace des LyT nécessite
l'interaction du complexe TCR-CD3 avec les molécules HLA des CPA. Toutefois, ces
interactions sont controlées par une série de récepteurs co-stimulateurs et co-inhibiteurs ainsi
que leurs ligands. Ces récepteurs sont également appelés points de contréle immunitaire.
Aprés la rencontre avec des CPA portant leur antigéne du « non-soi », les LyT naifs proliférent
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et se différencient en un grand nombre de LyT effecteurs qui migrent vers les sites ayant subi
une réaction inflammatoire et induisent 'apoptose des cellules infectées (McKinstry KK et al.,
2010). Aprés élimination de la cible, la majorité de ces cellules effectrices subissent une
apoptose, tandis qu'une petite proportion survit, donnant naissance a des LyT mémoire a long
terme (Zhang N et Bevan MJ, 2011).

Alors que le compartiment des LyT naifs est assez homogéne, les LyT effecteurs et mémoires
sont largement diversifiés. En effet, les Ly TCD4 et les Ly TCD8 peuvent se différencier en
plusieurs sous-ensembles effecteurs en fonction de leur profil d'expression des médiateurs
solubles tels les LyT régulateurs (Ly Treg) pour les Ly TCD4 (Tubo NJ et Jenkins MK, 2014 ;
Christie D et Zhu J, 2014). Les sous-ensembles de LyT mémoire se caractérisent par des
capacités différentes a persister a long terme, a migrer dans I'organisme et a résider de
maniére stable dans ces tissus. Le compartiment des Ly TCD8 se compose d'environ 40 % de
LyT naifs, 10 % de LyT mémoire central, 30 % de LyT mémoire effectrice et 20 % de LyT
effecteurs, tandis que le compartiment des Ly TCD4 se compose d'environ 40 % de LyT naifs,
40 % de LyT mémoire central, 20 % de LyT mémoire effectrice et 2 % de LyT effecteurs (Lugli
E et al., 2013). Cependant, ces proportions varient en fonction de I'age, au cours duquel les
LyT naifs diminuent progressivement au profit des LyT mémoires ou en présence d'infections
chroniques, comme le cytomégalovirus (CMV) et le virus d'Epstein-Barr (EBV), qui induisent
I'accumulation spécifique de LyT effecteurs (Sathaliyawala T et al., 2013).

.2.4.3.2. Ly TCD4 et Ly TCD8

Il existe deux grandes classes de LyT : les Ly TCDS8 et les Ly TCD4. Les Ly TCD8 sont
considérés comme des cellules cytotoxiques. lIs identifient et détruisent les cellules infectées
par un virus ou les cellules atteintes par le cancer par la production de cytokines. Tandis que
les Ly TCD4 sont pergcus comme les « chefs d’orchestre » de la régulation de la réponse
immunitaire, et sont des cellules auxiliaires ou helpers. lls aident les autres Ly dont les LyT
CD8, a identifier et détruire les agents pathogénes. Les Ly TCD8 reconnaissent des peptides
présentés par les molécules du CMH I, tandis que les Ly TCD4 reconnaissent des épitopes
restreints au CMH Il (Brummelman J et al., 2018).

1.2.4.3.3. LyT Naifs

Les LyT naifs sont des LyT non amorcés par un antigéne et quiescents, qui sortent du thymus
et circulent entre la circulation sanguine et les organes lymphoides secondaires (OLS). Les
LyT Naifs sont assez homogénes au niveau phénotypique et fonctionnel (Kimmig et al., 2002).
lls expriment a leur surface des niveaux élevés de CD45RA, du récepteur de chimiokine CCR7
et de la sélectine CD62L (L-sélectine). CCR7 est important pour I'extravasation et le guidage
des LyT naifs vers les OLS avec les CD activées (Jargensen AS et al., 2017). Pour leur
activation compléte, les LyT naifs dépendent largement des signaux dérivés des molécules
co-stimulatrices telles que CD28 abondantes sur leur surface cellulaire (Riley JL et June CH,
2005). L'homéostasie des LyT naifs est principalement médiée par la signalisation de I'lL-7
suite a sa liaison avec la chaine a du récepteur de I'lL-7 (IL-7Ra ou CD127) qui se dimérise
avec son récepteur pour former I'IlL-7R. L'IL-7R agit en combinaison avec la signalisation
tonique du TCR suite au contact avec des auto-peptides présentés par des molécules du CMH
(Tan JT et al., 2002). Par conséquent, les LyT Naifs sont principalement définis comme des
cellules CD45RA+ CD45R0O- CCR7+ CD62L+ CD127+.
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.2.4.3.4. LyT mémoires

Ces LyT assurent la médiation des défenses immunitaires contre la réinfection en maintenant
une mémoire immunologique a long terme (Zhang N et Bevan MJ, 2011). Les LyT mémoires
ont été divisés de maniére conventionnelle en LyT mémoire centrale et en LyT mémoire
effectrice. Ces cellules peuvent migrer du sang vers des tissus non lymphoide (MacLeod MK
et al.,, 2010 ; Nguyen QP et al., 2019). Les LyT mémoire centrale et mémoire effectrice
conservent une relation de précurseur-progéniture. En effet les LyT mémoire centrale moins
différenciés s'autorenouvellent et donnent naissance a une progéniture plus différenciée, il en
est de méme pour les LyT mémoire effectrice et les LyT effecteurs (Sallusto F et al., 2004).

1.2.4.3.4.1. LyT mémoire centrale

Les LyT mémoire centrale migrent dans les OLS, ou lors de la rencontre avec I'antigéne, ils
subissent une prolifération rapide et robuste, ainsi qu'une différenciation en cellules effectrices
(von Andrian UH et Mackay CR, 2000). Les LyT mémoire centrale expriment des niveaux
élevés de CCR7, CD62L, CD27, CD28 et CD127, CD45RA- et CD45R0O+. Ces cellules
expriment également les marqueurs de mémoire CD95, CD122, LFA-1 et LFA-3. Donc, les
LyT mémoire centrale sont définis comme des cellules CD45RA-
CD45R0O+CCR7+CD62L+CD27+CD28+CD127+CD95+CD122+.

1.2.4.3.4.2. LyT mémoire effectrice

Dés la reconnaissance de l'antigéne, les LyT mémoire effectrice déclenchent des réponses
effectrices rapides, telle que la cytolyse des cellules cibles. Ces LyT expriment des niveaux
élevés de molécules cytolytiques, comme le granzyme B et la perforine. Par rapport aux LyT
mémoire centrale, ces cellules sont enrichies dans la circulation et non dans les OLS. llIs
n’expriment pas les récepteurs CCR7 et CD62L (Sallusto F et al., 1999). Les LyT mémoire
effectrice expriment une vaste gamme de récepteurs de chimiokines et de molécules
d'orientation tissulaire, ce qui leur permet de migrer vers des tissus non lymphoides ou vers
des sites d'inflammation (Butcher EC et Picker LJ, 1996). De maniére générale, les LyT
mémoire effectrice sont considérés comme ayant une expression réduite ou nulle de CD28 et
CD127. Ces LyT mémoire effectrice sont des cellules CD45RA- CD45RO+ CCR7- CD62L-
CD27- CD28- CD127- CD95+ CD122+.

1.2.4.3.5. LyT effecteurs

Les LyT effecteurs sont des LyT différenciés en phase terminale. Les LyT effecteurs possedent
de puissantes fonctions effectrices mais peu prolifératives (Henson SM et al., 2012), en raison
des niveaux élevés d'inhibiteurs du cycle cellulaire. Ces cellules présentent une activation
accrue des voies de signalisation de la sénescence et ont une forte propension a subir une
apoptose (Verma K et al., 2017). La fréquence des LyT effecteurs augmente avec I'age et lors
d'infections virales persistantes comme le CMV (Derhovanessian E et al., 2011). Sur le plan
phénotypique, les LyT effecteurs constituent un sous-ensemble de LyT mémoire effectrice qui
réexpriment CD45RA (Henson SM et al., 2012). Cependant, contrairement aux LyT naifs qui
expriment également CD45RA, les LyT effecteurs n'expriment pas CCR7, CD62L, CD27,
CD28 et CD127 (Romero P et al., 2007). Par conséquent, les LyT effecteurs sont des cellules
CD45RA+CD45R0O-CCR7-CD62L-CD27-CD28-CD127-CD95+CD122+.

1.2.4.3.6. LyT régulateurs
Contrairement aux Ly TCDS8, les Ly TCD4 peuvent se différencier en plusieurs sous-
ensembles effecteurs dont les LyT régulateurs (Tregs), en fonction de facteurs
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environnementaux, comme la présence de cytokines (Tubo NJ et Jenkins MK, 2014). Cela
suggere une plasticité notable au sein des sous-ensembles de Ly TCD4 (Sallusto F, 2016).
Les Tregs sont essentiels au maintien de I'homéostasie immunitaire, a la prévention de l'auto-
immunité, de l'immunopathologie et de l'allergie. lls peuvent fonctionner par le biais de
multiples mécanismes (Vignali DA et al., 2008). Ces mécanismes comprennent la sécrétion
de facteurs solubles immunosuppresseurs, la cytolyse des cellules cibles, la perturbation du
métabolisme et la modulation des CD. lls possédent une activité suppressive des réponses
des LyT effectrices (Dong S et al., 2013). Les Ly Tregs peuvent soit provenir du thymus, soit
étre générés en périphérie. Le facteur de transcription FoxP3 caractérise cette population. Les
Tregs ont besoin de I'lL-2 pour leur survie, donc nous aurons une expression constitutivement
élevée du récepteur de haute affinité pour I'lL-2 (IL-2Ra ou CD25) (Sakaguchi S et al., 2010).
En outre, les Ly Tregs expriment le récepteur inhibiteur CTLA-4, mais aussi HLA-DR et PD-1
(Miyara M et al., 2015), jouant un réle dans leurs fonctions suppressives. Les Tregs sont
FoxP3+CD45RA-CD25+CD127- (Dong et al., 2013).
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Figure 8 : Réponse immunité innée et adaptative a une infection SARS-Cov-2

(Bao C et al., 2021 : « Natural killer cells associated with SARS-CoV-2 viral RNA shedding, antibody
response and mortality in COVID-19 patients »)

1.2.5. Les Polynucléaires Neutrophiles
Lors d’'un syndrome inflammatoire lié a une infection virale, les PNN sont les premiéres cellules

recrutées au niveau du site de l'inflammation, et les principaux acteurs de l'immunité innée
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(Lamichhane PP et Samarasinghe AE, 2019). Dans les conditions physiologiques, les PNN se
développent au niveau de la moelle osseuse avant d'étre libérés sous forme mature dans la
circulation sanguine. Cependant, la présence de granulocytes immatures dans le sang peut
résulter d’'une réaction précoce a une infection ou d’'un probleme au niveau de la moelle
osseuse. Les PNN ont une courte durée de vie aprés avoir quitté la moelle osseuse et peuvent
rester quiescents dans la circulation sanguine. La principale fonction des PNN est I'élimination
des agents pathogénes et des débris cellulaires par phagocytose (Rosales C, 2020).

Lors d’'une infection virale, les PNN ont aussi pour réle de produire des cytokines afin de limiter
la réplication virale (Lamichhane PP et Samarasinghe AE, 2019). La libération d'éléments
chimio-attractifs des neutrophiles et le recrutement des neutrophiles constituent une réponse
globale de I'héte face a un virus (Bordon J et al., 2013), y compris lors d’une infection par les
SARS-Cov-2 (Borges L et al., 2020). De plus, les PNN, qui ont capté des antigénes viraux,
peuvent se rendre dans les ganglions lymphatiques, pour agir comme des CPA (Lukens MV
et al., 2010). Outre le trafic vers les lieux d'infection afin de phagocyter les virus, les PNN
peuvent initier, élargir et/ou inhiber les processus effecteurs de l'immunité adaptative en
favorisant une communication bidirectionnelle avec les LyT (Costa S et al., 2019 ; Giacalone
VD et al., 2020). Par exemple, lors d’'une infection virale et suite a une inflammation aigué, les
PNN affaiblissent la migration des LyT via le gradient de chimiokines en libérant de 'H202
dans une synapse immunologique (Pillay J et al., 2012). Inversement, la diminution du nombre
de PNN ou l'altération de leurs fonctions peuvent jouer un réle dans l'apparition d'états
pathologiques cliniques légers a graves (Lamichhane PP et Samarasinghe AE, 2019). Au
niveau de la membrane cellulaire des neutrophiles, les PNN expriment un ensemble complexe
de récepteurs et de molécules d'adhésion pour divers ligands, notamment des Ig et des
molécules membranaires tels que CD11b, CD10 et CD16. CD16 est un marqueur de maturité
non exprimé par les cellules immatures de la lignée granuleuse (Russell CD et al., 2017).

1.2.6. Les Monocytes

Les monocytes représentent un second sous-ensemble de globules blancs circulants (Auffray
C etal., 2009). lls dérivent de progéniteurs médullaires, qui migrent ensuite dans la circulation
sanguine (Shi C et Pamer EG, 2011). Au cours de I'homéostasie et de l'inflammation, des
signaux pro-inflammatoires tels que des facteurs de croissance locaux ou des cytokines pro-
inflammatoires, provenant du site de l'infection induisent la migration des monocytes circulants
vers les sites inflammatoires de linfection. lls vont se différencier en populations de
macrophages tissulaires ou de CD (Auffray C et al., 2009). lls exercent une activité
antimicrobienne directe sur ces sites en limitant la croissance et l'invasion microbienne
(Serbina NV et al., 2008), aboutissant a une défense immunitaire efficace. Pour limiter la
progression infectieuse, les monocytes produisent des cytokines tel que le TNF-a et des
chimiokines (Auffray C et al., 2007). De plus, pendant linfection, ces cellules peuvent
également pénétrer dans les ganglions lymphatiques et favoriser les réponses immunitaires
adaptatives en présentant I'antigéne du « non-soi » aux LyT et aux LyB. Les monocytes sont
divisés en sous-ensembles sur la base de I'expression des récepteurs de chimiokines et de la
présence de molécules de surface spécifiques (Geissmann F et al., 2007) tels le CD14, le
CD16 (Ziegler-Heitbrock L, 2007) et le CD11b.
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1.2.7. Systéme immunitaire lors d’une infection SARS-Cov-2

1.2.7.1. Hyperactivation de I'immunité innée

Lors d’une infection sévére au SARS-Cov-2, et suite a une Iésion pulmonaire aigué, une
hyperactivité du systéme immunitaire innée déréglée s’installe. Cette réponse est susceptible
d'atténuer la toxicité mais peut favoriser la dissémination virale et étre a l'origine de divers
symptdmes cliniques. De nombreuses branches de la réponse immunitaire innée sont
puissamment activées par le SARS-Cov-2 (Blanco-Melo D et al., 2020 ; Figure 9).

Ceci s’explique par 'activation des macrophages résidants dans les tissus. Ces macrophages
sont impliqués dans le processus de dommages épithéliaux initiant le SDRA. Plus
précisément, les macrophages sont activés par des motifs moléculaires associés a des
dommages (DAMP). Ces DAMP sont générés lors de la phase initiale de l'infection et de la
lyse des pneumocytes par le SARS-Cov-2. La transduction du signal qui en résulte entraine
la production de diverses cytokines qui exercent des effets autocrines et/ou paracrines,
activant ainsi des programmes d'expression génique antivirale dans les cellules voisines et
recrutant d'autres cellules immunitaires innées et adaptatives jouant des réles distincts dans
l'immunité antivirale et I'homéostasie tissulaire (Figure 10). De plus, la cascade inflammatoire
initiée par les macrophages contribue aussi au contréle viral. Puis, la production de cytokines
anti-inflammatoires dont les IFN-I et les IFN-IIl va étre induite, ce qui favorise les défenses
antivirales intracellulaires dans les cellules voisines, et limite la dissémination virale.
Cependant, la réponse des IFN-I et des IFN-IIl semble étre atténuée en réponse a l'infection
par le SARS-Cov-2 surtout dans les formes sévéres de la maladie (Blanco-Melo D et al., 2020).

Les patients infectés hébergent aussi des monocytes circulants qui sécrétent de I'IlL-6 et de
I'lL-1B (Wen W et al., 2020 ; Zhang D et al., 2021). En conséquence, les patients atteints du
SARS-Cov-2 présentent des taux élevés d'lIL-6 sérique et de LDH (Chen G et al., 2020). La
libération d'IL-6 et d'IL-1( favorise le recrutement de neutrophiles et de Ly TCD8 cytotoxiques
(Figure 9). Au sein du parenchyme pulmonaire, ces neutrophiles activés libérent des
leucotriénes et des especes réactives de I'oxygéne qui induisent directement des lésions des
pneumocytes et de I'endothélium, entrainant directement une lésion pulmonaire aigué.
Lorsque le contréle viral local est atteint, I'L-6 dérivée des macrophages, favorise la
différenciation des Ly en Ly TCD4 auxiliaires ainsi que la formation du centre germinal
producteur de LyB et donc la synthése d'anticorps conférant une immunité a long terme
(Harker JA et al., 2011). Ces perturbations cellulaires seront a 'origine de Iésions alvéolaires
persistantes médiées par les neutrophiles associés a une inadéquation ventilation/perfusion
et a une insuffisance respiratoire hypoxémique (Vardhana SA et al., 2020). Dongc, le taux d’IL-
6 est corrélé a la nécessité d'une ventilation mécanique et a la mortalité, reflétant I'impact d'IL-
6 dans l'amplification de la réponse immunitaire innée en recrutant des médiateurs
immunitaires supplémentaires (Chen G et al., 2020). Ces élévations de cytokines de I'immunité
innée, similaire au syndrome de libération de cytokines, sont principalement responsables de
dommages aux organes terminaux médiés par les infections dues au SARS-Cov-2 (Mehta P
et al., 2020). Or I'activation insuffisante d’IFN-I et d’IFN-III est un facteur clé de l'incapacité du
systéme immunitaire inné a contrdler la persistance virale. De ce fait, I'activité antivirale sera
décuplée, et l'inhibition de certaines voies de la réponse immunitaire innée limiteront la toxicité
tissulaire tout en permettant une immunité adaptative médiée par les LyT et les LyB, et la
mémoire antivirale (Vardhana SA et al., 2020).
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Figure 9 : Régulation immunitaire innée de la défense antivirale et de la toxicité tissulaire

(Vardhana SA et al., 2020 : « The many faces of the anti-COVID immune response »)
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Figure 10 : Relargage cytokinique médié par le virus SARS-Cov-2

(Vardhana SA et al., 2020 : « The many faces of the anti-COVID immune response »)

1.2.7.2. Déréglement de I'immunité adaptative

Une réponse immunitaire adaptative intacte médiée par les LyT est essentielle a I'élimination
et au maintien de la suppression a long terme des infections virales ; de méme le risque de
réactivation virale est important chez les patients dont le systéme immunitaire adaptatif est
supprimé (Broers AE et al., 2000).
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Au cours des infections virales au SARS-Cov-2, surtout aigués, lors de la réponse adaptative,
les peptides dérivés du virus activent la prolifération et la différenciation des Ly TCD8 et des
Ly TCD4 naifs. Une clairance virale efficace se produit dans la semaine suivant l'infection
initiale, nécessitant a la fois la destruction des cellules infectées par le virus par I'intermédiaire
des Ly TCD8 effecteurs et le renforcement des réponses des Ly TCD8 et des LyB par les Ly
TCD4 (Vardhana SA et al., 2020). Cependant, la libération de cytokines par les LyT et la
cytotoxicité cellulaire directe peuvent également contribuer a l'inflammation et a la toxicité des
tissus et accélérer les complications, en particulier lors d'infections graves. En effet, la capacité
des LyT a provoquer des lésions tissulaires explique l'importance des points de contréle
inhibiteurs, permettant de limiter les réponses des LyT effecteurs (Vardhana SA et al., 2020).
Aprés cette phase, la majorité des LyT spécifiques du virus subissent une apoptose.
Néanmoins, la rétention d'une population de LyT mémoire spécifique du virus est nécessaire
pour une immunité antivirale a long terme (Figure 11 A). L'importance de la réponse
immunitaire adaptative dans la clairance virale met en évidence que les infections virales
chroniques a SARS-Cov-2 doivent, par définition, soit échapper a I'immunité adaptative, soit
la supprimer (Figure 11 B). Cela s’explique par l'immunosuppression, due a la fois a la
déplétion et a I'épuisement des LyT qui contribuent ? a la persistance et a la dissémination
virale.

A Acutel/controlled viral infection B Chronic/uncontrolled viral infection

Innate
Adaptive
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Time Time
Figure 11 : Dérégulation immune durant les infections virales chroniques

(Vardhana SA et al., 2020 : « The many faces of the anti-COVID immune response »)

1.2.8. Réponse lymphocytaire lors d’une infection virale au SARS-Cov-2

La lymphopénie est I'anomalie de laboratoire la plus fréquemment retrouvée chez les patients
infectés par le SARS-Cov-2 dans les formes séveéres. L'état clinique chez ces patients, ou La
lymphodéplétion progressive est observée, se détériore au cours de l'infection. La récupération
du taux de Ly tend a précéder directement la guérison clinique (Chen G et al., 2020). Les LyT
circulants résidants dans les poumons de ces patients régulent fortement a la hausse les
marqueurs d'épuisement des LyT, dont PD-1 et CTLA-4 (Diao B et al., 2020), comme dans
toute infection virale. Les Ly TCD8 infiltrants les poumons présentent des caractéristiques
transcriptionnelles de I'épuisement terminal des LyT. A contrario, le séquencage unicellulaire
des cellules mononucléaires du sang périphérique de patients se remettant de linfection
montre des signes d'expansion clonale, d'activation des LyT et de formation de LyT mémoires,
correspondant a une réponse immunitaire adaptative efficace (Wen W et al., 2020). De
nombreux marqueurs d'épuisement des LyT sont également régulés a la hausse dans les LyT
effecteurs. De plus, les manifestations pulmonaires induites par l'inflammation des Ly TCD8
se produit au début de la maladie lors de I'expansion rapide des LyT CD8 effecteurs a courte
durée de vie, ce qui explique qu’un antigéne viral persistant peut entrainer l'inactivation,
I'épuisement et la déplétion des LyT (Vardhana SA et al., 2020).
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Donc, la lymphopénie sévére associee a I'épuisement des LyT et a lI'immunosuppression
adaptative qui en résulte chez ces patients peut aggraver les conséquences de I'immunité
innée et entraver une production d’anticorps protectrice indispensable en diminuant le taux de
LyB circulants.

1.2.9. Marqueurs de la réponse immunitaire

1.2.9.1. Généralités

Les virus doivent surmonter différents obstacles pour se répliquer dans I'environnement hostile
de leurs hotes (Virgin H et al.,, 2009). Différents processus aident les virus a subvertir
limmunité antivirale dont les différents points de contrbles immunitaires qui sont soit
activateurs ou soit inhibiteurs (Ong EZ et al., 2016). Plusieurs points de contréle immunitaire
existent pour réguler le systéme immunitaire lors d’une infection virale. Les plus connus, et
auxquels nous allons nous intéresser, constituent 'axe PD-1/PD-L1 et CTLA-4.

1.2.9.1.1. Similitude entre PD-1 et CTLA-4

Ces points de contréle immunitaire sont des régulateurs négatifs des LyT. lIs régulent a la
baisse les réponses des LyT et agissent pour protéger l'organisme contre des réponses
immunitaires potentiellement dommageables liées a I'hyperactivation incontrolée de ces
cellules. L'inhibition de leurs cibles empéche une activation accrue et exagérée du systéme
immunitaire. Au niveau similitude d’action, en plus d’inhiber la prolifération des LyT, ils
réduisent le métabolisme du glucose, la production de cytokines et la survie cellulaire (Fife BT
et al., 2008 ; Keir ME et al., 2008). Leurs niveaux d'expression sont affectés par la force et/ou
la durée de la signalisation du TCR (Keir ME et al., 2008 ; Wherry EJ, 2011). Ces deux points
de contréle régulent un ensemble de protéines intracellulaires de signalisation des LyT (Parry
RV et al., 2005).

PD-1 et CTLA-4 sont deux membres de la superfamille des Ig de la famille B7/CD28, des
récepteurs de costimulation (Greenwald RJ et al., 2005). lls sont exprimés par les LyT activés
(Keir ME et al., 2008). Les ligands de CTLA-4 sont exprimés par les CPA professionnelles,
alors que les ligands de PD-1, dont PD-L1, sont exprimés par les CPA et d'autres cellules
immunitaires (Keir ME et al., 2008 ; Fife BT et al., 2008). Cependant, les mécanismes de
régulation responsables et les emplacements anatomiques de l'inhibition immunitaire par ces
deux points de contrdle immunitaire different. Ces checkpoints agissent a différents stades de
la réponse immunitaire. CTLA-4 est considéré comme le "chef de file" des inhibiteurs de points
de controle, car il stoppe les LyT potentiellement auto-réactifs au stade initial de I'activation
des LyT naifs, en régulant leur prolifération au début de la réponse immunitaire, généralement
dans les ganglions lymphatiques (Fife BT et al., 2008). En paralléle, 'axe PD-1/PD-L1 régule
les LyT précédemment activés aux stades ultérieurs d'une réponse immunitaire, au cours de
la phase effectrice, principalement dans les tissus périphériques (Fife BT et al., 2008 ; Keir ME
et al., 2008). Dans le cadre d'une infection virale, les virus ont développé des moyens
d'échapper au systéme immunitaire de I'héte (Dunn GP et al., 2004 ; Poschke | et al., 2011).
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1.2.9.2. L’axe PD-1/PD-L1

1.2.9.2.1. Caractéristique et fonction de PD-1

La protéine de mort cellulaire programmée PD-1, également connue sous le nom de CD279,
a été découverte par Tasuku Honjo et al. a I'Université de Kyoto a partir d'un criblage de génes
impliqués dans la mort cellulaire programmée (Ishida Y et al., 1992). Au niveau structural, il
est constitué d'un domaine extracellulaire de type Ig-V, d'un domaine transmembranaire et
d'un domaine cytoplasmique qui abrite deux motifs de signalisation a base de tyrosine (Zhang
X et al., 2004 ; Figure 12). D'autres types de cellules immunitaires comme les LyB, les LyNK,
les cellules NKT, les CD, les cellules myéloides activées et les monocytes expriment
également PD-1 (Sharpe AH et al., 2007 ; Fife BT et al., 2008 ; Keir ME et al., 2008).

IgV domain

T cell

Figure 12 : Structure moléculaire de PD-1 et CTLA-4

(Chamoto K et al., 2017 : « Role of PD-1 in Immunity and Diseases »)

Dés la reconnaissance de I'antigene comme un agent pathogéne par le TCR, les LyT activés
expriment rapidement PD-1 (Hashimoto M et al., 2018 ; Sharpe AH et Pauken KE, 2018) qui
est modulé par diverses cytokines (Terawaki S et al., 2011 ; Ahn E et al., 2018). L'expression
de PD-1 sur les LyT activés est impliquée dans la modulation de la force de la réponse initiale
des LyT (Honda T et al., 2014). Lors de l'activation de PD-1, divers signaux sont générés et
empéchent la phosphorylation des intermédiaires clés de la signalisation du TCR, ce qui met
fin a la signalisation précoce du TCR et réduit I'activation des LyT engagés dans une réponse
de LyT effecteurs (Wherry EJ, 2011) et par la méme leur prolifération, leur survie et la
production de cytokines tels que I'lFN-y, le TNF-a et I'lL-2 (Butte MJ et al., 2007 ; Keir ME et
al., 2006, 2008).

1.2.9.2.2. Interaction de PD-1 avec ces ligands

PD-1 régule 'activation des LyT en interagissant avec ses ligands PD-L1 (CD274 ; B7-H1) et
PD-L2 (CD273 ; B7-DC), qui présentent des profils d'expression distincts (Keir ME et al.,
2008). La pluralité des ligands de PD-1 entraine une variation des effets biologiques en
fonction du ligand auquel il est lié (Akbari O et al., 2010). PD-1 a une affinité de liaison plus
élevée pour PD-L2 que pour PD-L1, et cette différence peut étre responsable des contributions
différentielles de ces ligands aux réponses immunitaires (Youngnak P et al., 2003). De plus,
PD-L1 est exprimé non seulement par toutes les cellules hématopoiétiques dont les LyB, les
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monocytes/macrophages et les polynucléaires mais aussi par de nombreux types de cellules
non hématopoiétiques comme les cellules endothéliales et épithéliales (Sharpe AH et Pauken
KE, 2018). En revanche, I'expression de PD-L2 est plus restreinte sur les CD et les mastocytes
et peut étre induite sur des cellules hématopoiétiques telles que les LyB et les
monocytes/macrophages (Rozali EN et al., 2012).

1.2.9.2.3. Caractéristique de PD-L1

PD-L1, comme PD-1 est une protéine transmembranaire de type | qui appartient a la
superfamille des Ig. Au niveau structural, PD-L1 contient un domaine extracellulaire de type
Ig-V et Ig-C, un domaine transmembranaire et une courte queue cytoplasmique qui ne contient
pas de motifs de signalisation canonique (Keir ME et al., 2008 ; Lin DY et al., 2008 ; Figure
13). De plus, les domaines extracellulaires de PD-L1, qui interagissent avec les domaines
extracellulaires de PD-1, induisent un changement de conformation de PD-1. Ce changement
de conformation entraine la phosphorylation du motif inhibiteur cytoplasmique a base de
tyrosine et du motif de commutation a base de tyrosine par les kinases de la famille Src (Zak
KM et al., 2015). Ces motifs tyrosine phosphorylés recrutent ensuite les protéines tyrosine
phosphatases pour atténuer les signaux d'activation des LyT.

T Cell

IgV and IgC
domain

PD-L1

Cell

Figure 13 : Structure de PD-L1 et interaction PD-1/PD-L1

1.2.9.2.4. Interaction PD-1 et PD-L1

L’interaction de PD-1 avec PD-L1 contribue a la conversion des Ly TCD4 naifs en Ly Treg
(Wang L et al.,, 2008) et inhibe les réponses des LyT (Francisco LM et al., 2009).
L’augmentation de I'expression de PD-L1 sur les cellules cibles est induite par les cytokines
inflammatoires dont 'IFNy (Chen L, 2004). Par la suite, PD-L1 ajuste la quantité et la qualité
de la réponse des Ly TCD8 cytotoxiques induisant I'élimination du virus avec un minimum de
dommages tissulaires collatéraux. PD-L1 interagit aussi avec d’autres molécules comme
CD80. La liaison entre CD80 et PD-L1 exerce, comme PD-1, un effet inhibiteur sur les
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réponses des LyT activés (Butte MJ et al., 2007, 2008 ; Park JJ et al., 2010). Cette interaction
empéche PD-L1 sur les CD d'émettre un signal co-inhibiteur aux LyT via PD-1 (Chaudhri A et
al., 2018 ; Sugiura D et al., 2019).

1.2.9.2.5. Axe PD-1/PD-L1 et infection virale

L'axe PD-1/PD-L1 régule les réponses immunitaires antivirales (Butte MJ et al., 2007 ; Xiao Y
et al., 2014) et est donc modulé par un certain nombre de virus. Lors d’une infection virale tel
que le VIH ou le VHB, I'expression de PD-1 est augmentée par les Ly TCD4 et les Ly TCD8
(Trautmann L et al., 2006 ; Bengsch B et al., 2014). Concernant le VIH, I'expression accrue de
PD-1 a été associée a un déclin accéléré des Ly TCD4, en particulier les LyT mémoire centrale
(Zhang JY et al., 2007) et les Ly Tregs (Tian X et al., 2015), suite a une infection aigué
(Hoffmann M et al.,, 2016) et a une infection chronique (Trautmann L et al., 2006).
L'enrichissement du VIH dans les cellules exprimant PD-1 peut étre d( aux effets inhibiteurs
de PD-1 sur l'activation des LyT, qui limiteraient la transcription, I'exportation et la traduction
de I'ARN du VIH, et favoriseraient donc l'infection latente par rapport a l'infection productive.
Pour le VHB comme pour les autres virus, il a été démontré que PD-L1 est élevé sur les
monocytes et sur les LyB, et qu'il peut contribuer a I'épuisement continu des LyT (Huang ZY
et al., 2017). L'épuisement et la suppression des réponses immunitaires antivirales peuvent
entrainer une évasion immunitaire virale. L'axe PD-1/PD-L1 régule les réponses des LyT au
stade de I'activation (Sugiura D et al., 2019).

1.2.9.2.5.1. Réle de PD-1 dans les infections virales aigues

Lors d’une infection virale aigue, PD-1 est rapidement régulé a la hausse sur les LyT CD8
naifs spécifiques du virus (Ahn E et al., 2018). De plus, PD-1 diminue les fonctions effectrices
des Ly TCDS8 effectrices, inhibe la différenciation des Ly TCD8 en Ly TCD8 cytotoxiques (David
P et al., 2019), et régule négativement la différenciation terminale des Ly TCD8 naifs en Ly
TCD8 effecteurs pendant une infection virale aigué. Les Ly TCD8 mémoire spécifique du virus
qui se développent aprés I'élimination du virus et a partir d’'un sous-ensemble de LyT effecteurs
(Akondy RS et al., 2017 ; Omilusik KD et Goldrath AW, 2017 ; Youngblood B et al., 2017),
persistent sans antigéne et sont capables de s'auto-renouveler en raison d'une prolifération
homéostatique en réponse a I'lL-7 et a I'lL-15 (Surh CD et Sprent J, 2008 ; Abdelsamed HA et
al., 2017). Aprés I'élimination du virus, I'expression de PD-1 sur les LyT spécifiques du virus
revient a la normalité (Barber DL et al., 2006 ; Blattman JN et al., 2009). Donc, la stimulation
de I'axe PD-1/PD-L1 pendant la phase aigué de l'infection virale est impliquée dans la force et
la qualité de l'activation des Ly TCD8 cytotoxiques de maniére a équilibrer le bénéfice
(élimination du virus) et le risque (dommages tissulaires), empéchant ainsi des dommages
tissulaires excessifs.

1.2.9.2.5.2. Expression de PD-L1 induite par les virus

Lors d’une infection virale, I'expression de PD-L1 est régulée au niveau génique par des
signaux pro-inflammatoires et anti-inflammatoires (Sun C et al.,, 2018). Au cours d’un
syndrome inflammatoire, nous avons la production d'IFN-y qui est inducteur soluble de PD-L1
sur divers types de cellules (Lee SJ et al., 2006) tout en favorisant I'élimination non lytique du
virus (Garcia-Diaz A et al., 2017 ; Sun C et al., 2018). PD-L1 augmente la cytotoxicité des
LyNK et permet I'expansion clonale et la formation de Ly TCD8 cytotoxiques antiviraux
(Kolumam GA et al., 2005 ; Aichele P et al., 2006).
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1.2.9.2.5.3. Fonction de PD-L1 pendant les infections virales aigues

Pendant l'infection virale aigle, les LyT spécifiques du virus régulent a la hausse PD-1 lors de
la reconnaissance de l'antigéne. Simultanément, les virus régulent aussi a la hausse PD-L1
pendant la phase tardive de l'infection virale aigiie. De hombreux virus régulent aussi PD-L1
sur les CPA professionnelles, soit directement, soit par la libération d'IFN (Brown JA et al.,
2003). Une forte expression de PD-L1 sur les CPA dans le contexte d'une infection virale
dépasse la capacité de liaison de CD80, ce qui entraine une augmentation de la signalisation
co-inhibitrice via PD-1 (Figure 14). De plus, la présence de PD-L1 induite par le virus sur les
CPA professionnelles active les Ly TCD8, ou leur réponse antivirale sera amplifiée sur les
épitopes dérivés du virus fortement stimulants. Sur les CPA professionnelles PD-L1 favorise
également l'induction et le maintien des Ly Treg (Francisco LM et al., 2009). Les Ly Treg
contribuent a confiner la défense antivirale et a prévenir l'immunopathologie pendant les
infections virales (Veiga-Parga T et al., 2013). Dans I'ensemble, les virus peuvent
reprogrammer la fonction des CPA dans les réponses immunitaires antivirales en faisant
pencher la balance entre les signaux co-inhibiteurs et co-stimulateurs (Kleinpeter P et al.,
2019). Enfin, cette augmentation de PD-L1 a un effet protecteur sur les cellules infectées par
le virus et sur leur élimination par les Ly TCD8 cytotoxiques, en dérégulant la différenciation
terminale des Ly TCD8 et en prévenant les dommages tissulaires excessifs dus a une attaque
cytotoxique incontrolée (Mueller SN et al., 2010 ; Frebel H et al., 2012).

Uninfected DCs (PD-L1/PD-1 axis restricted) Virus-infected DCs (PD-L1/PD-1 axis functional)
4 e s
L s No T cell activation
\ ‘%ﬂ‘ / f T cell activation com_ (Tregs?)

Costimulation
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Figure 14 : Régulation virale de I'activation des cellules T médiée par PD-L1

(Schénrich G et Raftery MJ, 2018 : « The PD-1/PD-L1 Axis and Virus Infections : A Delicate
Balance. »)

1.2.9.2.6. L’axe PD-1/PD-L1 lors d’infections virales chroniques

Au cours de l'infection chronique, les particules virales sont continuellement libérées par les
cellules infectées par le virus et entretiennent un réseau de mécanismes immunosuppresseurs
qui entravent I'élimination du virus (Ng CT et al., 2013). Dans un contexte de rencontre
chronique avec des antigénes, les changements phénotypiques des Ly TCD8 induisent une
perte progressive de leurs fonctions effectrices, pour atteindre un état d'épuisement (ou de
dysfonctionnement) di a I'expression élevée de PD-1 (Wherry EJ et Kurachi M, 2015 ;
McKinney EF et Smith KGC, 2018). De plus, les Ly TCD4 renforcent les réponses des Ly
TCD8 spécifiques du virus (Matloubian M et al., 1994). Néanmoins, certaines fonctions
cellulaires sont perdues précocement comme la cytotoxicité, la production d'IL-2 et la
prolifération, tandis que d'autres, comme la production d'IFN-y, sont maintenues plus
longtemps (Wherry EJ et al., 2003 ; Wei F et al., 2013). La régulation a la hausse de PD-1 est
devenue la caractéristique déterminante des LyT épuisés au cours des infections chroniques
(Crawford A et al., 2014). De facon plus explicite, la signalisation de PD-1 entrave la motilité
des LyT, facilitant I'engagement de voies inhibitrices dans les LyT (Zinselmeyer BH et al.,
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2013). Enfin, les LyT subissent une apoptose (Kahan SM et al., 2015). PD-1 refléte donc une
adaptation de la fonction des Ly T a l'inflammation chronique (Barnes E, 2018 ; Petrelli A et
al., 2018).

1.2.9.2.7. PD-1 et SARS-Cov-2

Lors des infections aiglies au SARS-Cov-2, PD-1 est surexprimé a la surface des LyT dont les
Ly TCD8 (Westmeier et al., 2020, Diao B et al., 2020). De plus, le taux de propagation des Ly
TCD4 et des Ly TCD8 est réduit. L'expression de PD-1 a la surface des LyT entraine un
dysfonctionnement de ces cellules (Diao B et al., 2020) qui inhibe les réponses immunitaires
appropriées, provoquant une auto-immunité et endommageant les tissus infectés (De Biasi S
et al., 2020). En outre, lors d’'une infection au SARS-Cov-2, la voie PD-1/PD-L1 sera activée,
et des signaux inhibiteurs seront générés pour stopper la propagation et I'activité des LyT, ce
qui entrainera une diminution de I'immunité contre le virus (De Biasi S et al., 2020 ; Figure 15).

1.2.9.2.8. PD-L1 et SARS-Cov-2

Lors de l'infection virale induite par le SARS-CoV-2, nous avons une sécrétion d'IL-10 qui
entraine la surexpression de PD-L1 dans les monocytes et les CD (Zhou F et al., 2020) ainsi
qu'une diminution de I'expression de I'antigéne leucocytaire humain d'isotype DR (HLA-DR).
Contrairement aux monocytes et aux CD, les neutrophiles expriment moins PD-L1 (Parackova
et al., 2020). La fixation du PD-L1 des monocytes au PD-1 exprimé a la surface des Ly TCD8
inhibe également leur activité antivirale et conduit finalement a la progression de la maladie
(Aghbash PS et al., 2021).

1.2.9.3. CTLA-4

1.2.9.3.1. Structure de CTLA-4

CTLA-4 ou CD152 forme un homodimére, constitué d’'un domaine extracellulaire de type Ig-V,
d’'un domaine transmembranaire et d’'un domaine intracellulaire incluant un motif de
signalisation YKVM (Figure 12).

1.2.9.3.2. CTLA-4 et ses ligands B7

Ce récepteur fixe les ligands B7 qui sont de deux types : B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) par des
mécanismes qui impliquent le motif MYPPPY présent dans le CDR3 (Complementarity
Determining Region 3) de CTLA-4 (Linsley PS et al., 1996). Ces ligands B7 sont exprimés par
les CPA professionnelles, qui résident généralement dans les ganglions lymphatiques ou la
rate (Fife BT et al., 2008), et aussi par les Ly TCD4, les LyTCD8 et les LyB (Su KY et al.,
2016). Ces interactions ont lieu au niveau de la synapse immunitaire entre les LyT et les CPA
par le recrutement des ligands B7 (Pentcheva-Hoang T et al., 2004 ; Yokosuka T et al., 2010)
(Figure 16).

1.2.9.3.3. CTLA-4 versus CD28

CTLA-4 est un homologue de CD28. Tous les deux fixent les mémes ligands B7 des CPA.
Plus précisément, CTLA-4 se lie aux molécules B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) et induisant un
signal inhibiteur des réponses des LyT (Quezada SA et Peggs KS, 2013) contrairement a
CD28 qui a un effet stimulateur lorsqu’il se fixe sur les ligands B7. Néanmoins, CTLA-4
posseéde une affinité de liaison beaucoup plus importante pour les ligands B7 que CD28
(Collins AV et al., 2002 ; Figure 16). CTLA-4 contrebalance les récepteurs co-stimulateurs
des LyT tels que CD28, qui se lient a CD80 et CD86 sur les CPA professionnelles et qui
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induisent I'activation des LyT (Esensten JH et al., 2016). Ainsi, cette liaison compétitive entre
CTLA-4 et CD28 empéche directement le signal co-stimulateur normalement fourni par la
liasison CD28:B7 ou par sa voie de signalisation (Walker LS et al., 2011 ; Egen JG et al., 2002
; Parry RV et al., 2005). En conséquence, le CD28 est chassé de la synapse immunologique
par CTLA-4 (Quezada SA et Peggs KS, 2013). Donc, ce systéme CD28/CTLA-4 fonctionne
comme un systéme qui peut réguler l'activation des LyT a la hausse ou a la baisse.

1.2.9.3.4. Régulation et expression cellulaire de CTLA-4

CTLA-4 est soumis a une certaine régulation. L’'expression de CTLA-4 a été mise en évidence
dans des vésicules intracellulaires des Ly Treg ou des LyT conventionnels activés. Cette
localisation est due a I'endocytose rapide et constitutive de CTLA-4 a partir de la membrane
plasmique expliquant qu'environ 90 % de CTLA-4 est intracellulaire dans les LyT naifs au
repos (Qureshi OS et al., 2012). Une fois internalisées, les molécules CTLA-4 vont soit étre
recyclées vers la membrane plasmique, soit étre dégradées dans les compartiments
lysosomaux. Donc, CTLA-4 est une molécule hautement endocytaire qui lie deux ligands
distincts, CD80 et CD86, conduisant a leur élimination dans les cellules. A contrario, les
signaux activateurs résultant de la liaison du TCR avec CD28 induisent une régulation a la
hausse de CTLA-4 a la surface de la cellule par exocytose de vésicules contenant CTLA-4
(Linsley PS et al., 1996).

1.2.9.3.5. Fonction immunitaire de CTLA-4

Au niveau du mécanisme d’action, l'interaction du CTLA-4 avec son récepteur augmente la
mobilité des LyT entrainant ainsi une diminution de leur capacité a interagir avec les CPA
(Egen JG et Allison JP, 2002 ; Schneider H et al., 2006). CTLA-4 est également impliqué dans
d'autres aspects du contréle immunitaire. Tout d’abord, les Ly Tregs expriment de maniére
constitutive CTLA-4, et jouent un réle important en altérant leurs fonctions suppressives
(Takahashi T et al., 2000), contrairement aux LyT effecteurs. Les Ly Tregs contrélent les LyT
effecteurs par rétrocontréle négatif des ligands B7 sur les CPA, ce qui entraine une réduction
de la costimulation de CD28 (Figure 17) (Qureshi OS et al., 2011). De plus, CTLA-4 sur les
Tregs contréle l'activité d'autres cellules, telles que les CPA ou les LyT naifs, permettant de
contenir ainsi les réactions immunitaires excessives. Son expression est également induite sur
les LyT activés (Piccirillo CA et al., 2004). De plus, la fonction de CTLA-4 dans les Ly non Treg
est extrinséque aux cellules, donc CTLA-4 a un effet similaire aux Ly Treg sur ces cellules
(Wang CJ et al., 2012 ; Corse E et al., 2012).

1.2.9.3.6. CTLA-4 et infection virale

Dans les infections virales comme le VIH, I'expression de CTLA-4 est augmentée sur les Ly
TCD4 et les Ly TCD8 (Kaufmann DE et al., 2007), ce que nous retrouvons également dans
l'infection au VHB pour les Ly TCD8 (Schurich A et al., 2011). CTLA-4 est aussi surexprimé
par les Ly Treg lors d’une infection virale (Tian X et al., 2015). Concernant le VIH, le virus se
réplique préférentiellement dans les Ly TCD4 activés qui expriment des niveaux élevés de
CTLA4, le virus se trouve donc enrichi dans les Ly TCD4 (El-Far M et al., 2015).
L'internalisation rapide de CTLA4 joue potentiellement un réle en favorisant la persistance du
virus dans ces cellules (El-Far M, et al., 2013).

1.2.9.3.7. CTLA-4 et SARS-Cov-2
Dans le cadre d’'une infection au SARS-Cov-2, et aprés la présentation d'antigénes viraux par
les CD aux Ly TCD8, il a été démontré que CTLA-4 se lie a son ligand B7 a la surface des CD,
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et par conséquent, supprime l'activité des Ly TCD8 (Aghbash PS et al., 2021 ; Figure 15).
Cependant, des études complémentaires sont nécessaires pour démontrer le réle de CTLA-4
sur les différentes populations lymphocytaires lors d’'une infection virale par le SARS-Cov-2.

Infected Cell

* PD-L1  ®Viral Antigen Epithelial Cells

Rﬁcm-ss “W$ TCR

Figure 15 : Rbles de PD-1 et CTLA-4 dans la régulation des cellules immunitaires au cours d’une
infection virale respiratoire

(Aghbash PS et al., 2021 : « SARS-CoV-2 infection: The role of PD-1/PD-L1 and CTLA-4 axis »)
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Figure 16 : Inhibition des LyT médiée par CTLA-4
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(Buchbinder El et al., 2016 : « CTLA-4 and PD-1 Pathways: Similarities, Differences, and Implications
of Their Inhibition. »)

Antigen presenting cell

\

Reduced proliferation
Suppressed effector functions

Figure 17 : Inhibition des Tregs médiée par CTLA-4

(Buchbinder El et al., 2016 : « CTLA-4 and PD-1 Pathways: Similarities, Differences, and Implications
of Their Inhibition. »)
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Il. Objectifs de I’étude

En mars 2020, au début de la pandémie COVID-19, la connaissance des différents
meécanismes physiopathologiques était insuffisante pour la compréhension les différentes
étapes de l'infection SARS-Cov-2. Toutes les équipes de recherche étaient tournées vers cette
pandémie pour dénicher le maximum d’informations sur ce virus, et mettre en place, le plus
rapidement possible, un reméde pouvant s’opposer a cette infection, ou a I'’époque les vaccins
contre la COVID-19 n’existaient pas encore.

L’équipe de recherche INSERM U1262/CNRS 7276 s’est intéressé, pendant la période mars-
avrils 2020, a la compréhension des mécanismes immunitaires du corps humain impliqués
dans la réponse antivirale. Ce travail a été effectué en coopération avec I'équipe Inserm CIC
1435 & UMR 1092 et le service de réanimation. Nous présentons donc ici 'une des premieres
études préliminaires évaluant le statut immunitaire des patients atteints par I'infection SARS-
Cov-2 dans sa forme séveére, confirmés au laboratoire, et admis en service de réanimation.

L’équipe composé du Dr. Robin JEANNET, du Dr. Thomas DAIX, du Pr. Jean FEUILLARD,
du Dr. Bruno FRANCOIS et de moi-méme, s’est intéressé a la caractérisation de la réponse
immunitaire des patients SARS-Cov-2 dans les formes sévéres au cours des deux premiéres
semaines d’hospitalisation en service de réanimation au CHU de Limoges. Ce travail a fait
I'objet d’'une publication dans la revue Intensive Care Medecine (voir Annexe ; Jeannet R et
al., 2020).

Pour répondre a cette problématique, nous avons analyser ['évolution des différents
populations leucocytaires au cours de l'infection SARS-Cov-2, et étudier I'expression de points
de contréle immunitaire PD-1 et son ligand PD-L1, et CTLA-4 aux différents stades de la
maladie. A cette fin, il est nécessaire d'obtenir des échantillons réguliers de sang périphérique
de patients au cours de linfection par le SARS-Cov-2 et de la guérison. L'évaluation
longitudinale des réponses immunitaires au SARS-Cov-2 est particulierement importante dans
le cadre d'interventions thérapeutiques, qu'elles soient antivirales ou a visée immunitaire.
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Ill. Matériel et méthodes

lll.1. Population de I'étude

Notre étude repose sur une cohorte de 13 patients infectés par le virus SARS-CoV-2, transmis
en soins intensifs dans le service de réanimation du CHU de Limoges. Ces patients ont été
assignes a I'’étude entre le 1er avril au 1er mai 2020. lls ont été suivis durant les deux premiéres
semaines de séjour en service de réanimation. Cependant, certains patients, pour sortie plus
tét du service de réanimation du CHU de Limoges, n'ont pu étre suivis pendant toute I'étude.
Un tableau récapitulatif, ci-dessous, du nombre de contrdle (volontaires sains) et du nombre
de patients suivis aux différents instants t, a été réalisé. Tous les patients et les volontaires
sains ne se sont pas opposés a l'utilisation de leurs données a des fins de recherche (N° 287-
2018-53).

Tableau 1 : Population étudiée

Population | Controles Patients SARS- Patients SARS- Patients SARS- Patients SARS-
Cov-2a JO Cov-2 a J2-3 Cov-2 a J4-5 Cov-2 a J6-7
Nombre 10 13 10 10 9

lll.2. Analyse des différentes populations lymphocytaires, granulocytaires et
monocytaires , et de I’expression de PD-1, PD-L1 et de CTLA-4 par Cytométrie
en Flux

Pour chaque patient, un tube d’échantillon de sang périphérique a été fraichement recueilli
dans une poche par le CIC (Centre d’Investigation Clinique) dés I'admission en service de
réanimation puis tous les deux jours pendant une a deux semaines. Le prélévement est
acheminé directement au laboratoire de recherche INSERM U1262/CNRS 7276. A l'arrivée
du prélevement, une décontamination de la poche a été effectuée avant le recueil du
préléevement pour éviter toute contamination éventuelle.

Et pour chaque prélevement, 100 uL de sang pour environ 10 Millions de Leucocytes par mL
ont été transférés dans plusieurs tubes a hémolyse. Nous avons alors ajouté les anticorps
monoclonaux conjugués a des fluorochromes en fonction des populations étudiés (panel dédié
: voir ci-dessous). Aprés une incubation de 15 minutes a I'obscurité et a température ambiante
pour permettre 'expression des marqueurs a la surface des cellules, chaque échantillon a été
soumis a une lyse compléte des globules rouges par ajout de 900 uL de Versalyse (tampon
hypotonique). Aprés une nouvelle incubation de 10 minutes a I'obscurité et a température
ambiante, suivi d’'une centrifugation a 1200 rpm (300 G) 5 minutes, le culot cellulaire est
resuspendu dans 500 uL de PBS. Nous passons les échantillons sur le cytométre Navios
Beckman Coulter pour détermination des taux des différentes populations examinées.
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Les différents panels sont :
- Panel n°1: Analyse des différentes sous populations lymphocytaires et détermination
de leur taux en G/L (Tableau 2 ; Figure 18)

Tableau 2 : Panel n°1 : Analyse des sous-populations lymphocytaires
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CD45- = Débris
cellulaires

KO

CD19-

PB  PC7

Antigéne | Fluorochrome | Clone Compagnie Référence
CD4 FITC 13B8.2 Beckman Coulter | A07750
CD19 PE HD37 Beckman Coulter | A07769
CDyd 11F2 Beckman Coulter | B49176
CD8 ECD SFCI21Thy2D35,6,22,23 | Beckman Coulter | 737659
CD3 PC5.5 UCHT1 Beckman Coulter | B49203
CD56 PC7 NKH-1 Beckman Coulter | A21692
CD10 APC ABL1 Beckman Coulter B92400
CDh7 AA700 8H8.1 Beckman Coulter | B36290
CD5 AA750 BL1a Beckman Coulter B92413
CD16 PB 3G8 Beckman Coulter | B36292
CD45 KO J.33 Beckman Coulter B36294
CD4+ =Ly TCD4
ATC
CD3+= yT CD8+ =Ly TCD8
PC5.5 ECD
CDy6+ =Ly Tyd
PE
CD45+ =
Globules Blancs
KO CD19+=lyB
. — /' PE
Contingent PC5.5
cellulaire CD16+ CD56+ = LyNK

F k.

CD16+ CD56- = monocytes
PB  PC7

CD16- CD56- = Polynucléaires
PB  PC7

Figure 18 : Arbre décisionnel pour le panel n°1
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- Panel n°2: Analyse des différents phénotypes lymphocytaire TCD4 et TCD8 et de
'expression de PD-1 et de CTLA-4 sur les différentes populations lymphocytaires T
(Tableau 3 ; Figure 19)

Tableau 3 : Panel n°2 : Analyse des sous-populations lymphocytaires T et de I'expression de PD-1 et
de CTLA-4 sur les LyT

Antigéne Fluorochrome Clone Compagnie Référence
CD3 PerCp-Cy5.5 UCHT1 Biolegend 300430
CD4 PE-Cy7 SK3 BD 557852
CD8 APC-H7 SK1 BD 560179
PD-1 (CD279) PE EH12.2H7 Biolegend 329906
CTLA-4 (CD152) BV421 BNI3 BD 562743
CD25 PE-CF594 M-A251 BD 562403
CD127 APC IL-7Ra Biolegend 351316
CD45 RO BB515 UCHL1 BD 564529
CCRY7 (CD197) BV510 3D12 BD 563449
cbi127+ Analyse PD-1 PE
CD25 + APE et CTLA-4 BV421
PE-CF594
CD4+=LlyTCM4 / CD127 - = LyTRég
PE-Cy7 N cp2s - APC
CD3+=Lly T PE-CF594
PerCP-Cy5.5
CCR7(CD197)+ = Ly central memory
< BVS510
CD45 RO +
GB Y cos+=1yTcos iy 88515 CCR7(CD197)- =B\L/ys§:,feclor memory
APC-H7 TCD4 /
TCD8 CCR7 + = LyT naif
CD3 - = Autres GB €035 RO - < 8vs10
88515
PerCP-Cy5.5
CCR7 - = LyT effecteur
BV510

Figure 19 : Arbre décisionnel pour le panel n°2

- Panel n°3 : Analyse de I'expression de mHLA-DR sur les monocytes (Tableau 4)

Tableau 4 : Panel n°3 : Analyse de I'expression de 'HLA-DR sur les monocytes

Antigéne Fluorochrome | Clone Compagnie Référence
HLA-DR PE L243 BD
CD14 PerCP-Cy5.5 M®P9 BD 340827
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- Panel n°4 : Analyse des différentes populations myéloides et lymphocytaire B et de
I'expression de PD-L1 (Tableau 5 ; Figure 20)

Tableau 5 : Panel n°4 : Analyse des populations granulocytaires et de I'expression de PD-L1

Contingent

Antigéne Fluorochrome | Clone Compagnie Référence
CD10 PC5.5 ALB1 Beckman Coulter | B16490
CD16 BV450 3G8 BD 561246
PD-L1 APC 29E.2A3 | Biolegend 329708
CD14 PE-CF594 M®P9 BD 562334
HLA-DR PE L243 BD 347401
CD19 APC-AF700 HIB19 BD 557921
CD45 AmCyan 2D1 BD 339192
CD11b APC-Cy7 ICRF44 | BD 557754
Lin (CD3, CD56, CD123) FITC BD 643397
Lin +=LyT, LyNK,...
FITC
Analyse PD-L1
APC
CD45+ = Globules blancs
Amcyan
CD19+=LyB CD14+ = Monocytes
APC-AF700 CD11b+ PE-Cro5e CD10+ =p(:_rsar;ulomes
Lin— A
il CD1s- = \ pé.%i:;_y / CD16+=PNN
APC-AF700 J— \ co10- |_—] BV450

AmCyan

CD45- = Débris cellulaires

APC-Cy7

Figure 20 : Arbre décisionnel pour le panel n°4

PC5.5
CD16- = Immatures granuleux

BV450

Une fois les échantillons passés dans le cytométre, 'analyse des données des sous-
populations de cellules a été réalisée a l'aide du logiciel Kaluza (Beckman Coulter). Les
différentes populations lymphocytaires et myéloides ont été mises en évidence en fonction de
'expression des marqueurs de surfaces spécifiques étudiés. Les résultats de chaque
marquage ont pu étre rendus sous 3-4 heures aprés I'obtention de I'échantillon sanguin.

lll.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a partir des Logiciel GraphPad Prism. Comme
nous travaillons sur un nombre d’échantillon indépendant de petite taille, nous avons utilisés
un test non paramétrique de Mann-Whitney d'ANOVA (test de Kruskall-Wallis) avec les
témoins ou pendant le séjour en soins intensifs. Nous avons considéré nos résultats avec un

p<0.05 comme étant statistiquement significatifs.
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IV. Caractéristiques clinico-biologiques de la population étudiée

Les caractéristiques cliniques et biologiques de la population étudiée est répertorié dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 6 : Caractéristiques clinico-biologiques de la population étudiée

Critére Population étudiée (n = 13)

Age 72 [64-76]

Sexe Male 8 (62%)
Femelle 5 (38%)

BMI Moyenne 26.4 [24.2 — 32]
BMI > 30 kg m-2, n (%) 5 (38%)

SAPS I 31 [27 - 35]
Diabétes 3 (23)
Hypertension 5(38)
Pathologies respiratoires | 2 (15)

N chroniques

Comorbidités, n (%) Pathologies cardiaques | 1 (8)
chroniques
Affection rénale chronique 1(8)
Immunosuppression 1(8)

Jours entre l'apparition de la maladie et I'admission a | 7 [5 — 8]

I'hépital

Jours entre I'apparition de la maladie et 'admission en ICU | 9[6 — 12]

RT-PCR Covid positive a 'admission en ICU, n (%) 13 (100)

Bilan
’'admission

biologique a | Pa0O2 (mmHg)/FiO2

122 [81-155]

Lactate, mmol/l

1.21[0.93 — 1.31]

Créatinine, mmol/l

65 [53 -93]

Bilirubine, pmol/l

6.9 [4.6 — 12.25]

Plaquettes, G/L

228 [184 - 277]

Ventilation mécanique, n(%) 10 (77)
Sévere ARDS at admission, n (%) 2 (15)
Sévere ARDS at J7, n (%) 8 (80)
Patient avec infection secondaire suspecté avant J7, n (%) | 4 (40)
Patient avec une infection secondaire suspecté pendant le | 7 (70)
séjour aux soins intensifs, n (%)

Décés a J7, n 0
Décés a la sortie de I'unité de soins intensifs 1
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V. Résultats

V.1. Etude de la lymphocytose globale et des sous-populations lymphocytaires
Pour rappel, pour chaque étude, et en paralléle du groupe contréle, nous avons analysé le
groupe de patients atteints du SARS-Cov-2 admis en service de réanimation de I'admission
JO, aJ2-3, a J4-5 et a J6-7. Les résultats données représenteront la moyenne des échantillons
avec leur intervalle de confiance.

Tout d’abord, nous avons étudié la population lymphocytaire dans sa globalité. Ces valeurs
ont été récupérées a partir de l'automate Sysmex utilisé en routine au Laboratoire
d’Hématologie Biologique du CHU de Limoges. Ensuite, nous avons étudié par CMF les
différentes sous populations lymphocytaires, c’est-a-dire les LyB, LyT et LyNK, ainsi que les
marqueurs CD19 pour les LyB, CD3 pour les LyT, CD56 et CD16 pour les LyNK. Et en ce qui
concerne la population lymphocytaire T, nous nous sommes aussi intéressés aux taux de Ly
TCD4 et de Ly TCD8. Enfin, la caractérisation des populations en G/L a été réalisée a partir
du taux de Ly totaux.

Dans la population étudiée, le nombre absolu médian de lymphocytes totaux a été
considérablement réduit a 0,72 G/L [0,65-0,88] a JO par rapport au groupe contrdle qui est de
2,24 G/L [1,72-2,76] (p-value < 0,0001) et cette diminution persiste pendant la semaine
d’hospitalisation (Figure 21A). Si nous analysons les différentes sous-populations
lymphocytaires, nous remarquons aussi une baisse des lymphocytes T, NK et B a JO. Celles-
ci persistent pendant la semaine suivant 'admission au service de soins intensifs de
réanimation. En ce qui concerne les LyB et les LyNK, nous avons a JO un taux a 0,15 G/L
[0,04-0,25] pour les LyB (Figure 21D ; p-value = 0,007) et un taux a 0,12 G/L [0,04-0,21] pour
les LyNK (Figure 21C ; p-value = 0,0058). Cependant la lymphopénie T est plus marquée que
pour les autres populations lymphocytaires avec un taux de LyT a 0,48 G/L [0,24-0,72] a JO
versus 1,55 G/L [1,18-1,91] pour le groupe contréle (Figure 21B ; p-value < 0,0001). Et enfin,
si nous analysons les sous-populations lymphocytaires T, c’est-a-dire les Ly TCD4 et TCDS,
a JO, nous avons un taux a 0,29 G/L [0,19-0,43] pour les Ly TCD4 et a 0,08 G/L [0,05-0,1]
pour les Ly TCD8, qui sont tout deux en baisse en comparaison du groupe contréle, qui est de
1,00 G/L [0,74-1,26] pour les Ly TCD4 (p-value = 0,0004) et de 0,49 G/L [0,36-0,63] pour les
Ly TCD8 (p-value = 0,0001) (Figure 21E et 21F). Donc, quel que soit le type de sous-
population nous retrouvons, une lymphopénie a I'admission en service de réanimation qui
perdure pendant une semaine.
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Figure 21 : Analyse par box-plot des populations lymphocytaires au cours de la premiére semaine en
service de réanimation par CMF.

Les box-plot représentent les résultats du groupe controle et des patients donnent la médiane avec le premier et le
troisieme quartile. Les moustaches représentent les valeurs minimales et maximales. Les lignes entre crochets et les|
lignes pleines indiquent une comparaison de Mann-Whitney et d'ANOVA (test de Kruskall-Wallis) entre les controles
et les patients en soins intensifs, respectivement. Les valeurs p du test sont représentées par *, ** et *** pour p <
0,05, p=0,01 et p 0,001 respectivement. Nombre absolu de Ly totaux (A), de LyT CD3+ (B), de LyNK (C), de LyB

(D), de LyT CD4 (E) et de Ly TCD8 (F).
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V.2. Etude des différents phénotypes lymphocytaires TCD4 et TCD8

En ce qui concerne les phénotypes lymphocytaires TCD4 et TCD8, nous avons étudiés, par
CMF, 4 phénotypes en fonction de divers marqueurs, dont CD45 RO et CCR?7, a partir des
données que nous avons en Figure 21 pour les taux de Ly TCD4 et de Ly TCD8. Tout d’abord,
nous avons les Ly naifs qui sont CD45R0 - et CCRY7 +. Ensuite, nous avons les Ly effecteurs
qui sont CD45RO0O- et CCRY7-. Puis, les Ly mémoires ont été étudiés ainsi que les Ly Central
Memory qui sont CD45RO+ et CCR7+, et les Ly Effector Memory qui sont CD45RO+ et CCR7-

V.2.1. Phénotypes lymphocytaires TCD4

Les résultats montrent que pour les Ly TCD4, nous avons a JO, un taux de Ly TCD4 effecteur
a 2,28% [1,42-3,14] qui reste stable au cours du temps. Par comparaison au groupe contréle,
ou nous avons un taux a 5,69% [4,07-7,31] de Ly TCD4 effecteur, nous avons donc une baisse
du taux de Ly TCD4 effecteur pour les patients (p-value < 0,0001) (Figure 22B). Tandis que
pour les autres phénotypes lymphocytaires, que ce soit les Ly TCD4 naifs et mémoires, nous
ne constatons pas de différence significative par rapport au groupe contréle et au cours du
temps (Figure 22A, 22C et 22D).
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Figure 22 : Analyse par box-plot des sous-populations lymphocytaires TCD4 au cours de la premiére
semaine de réanimation par CMF.

Les box-plot représentent les résultats du groupe contrdle et des patients donnent la médiane avec le premier et le
troisieme quartile. Les moustaches représentent les valeurs minimales et maximales. Les lignes entre crochets et
les lignes pleines indiquent une comparaison de Mann-Whitney et d'/ANOVA (test de Kruskall-Wallis) entre les
contrbles et les patients en soins intensifs, respectivement. Les valeurs p du test sont représentées par *, ** et ***
pour p < 0,05, p <0,01 et p < 0,001 respectivement. Taux de LyT CD4 naive (A), effecteur (B), central memory (C)
et effector memory (D).

De plus, nous avons aussi étudié une sous-population de Ly TCD4, les LyT régulateurs qui
sont des Ly nécessaire au maintien de la tolérance immunitaire participant au maintien de
I'hnoméostasie cellulaire et exprimant a leur surface, le marqueur CD25 mais pas le CD127, ce
qui nous a permis de les identifier par la suite en CMF.

L’analyse des Ly Tregs, nous montre une augmentation progressive de leur taux au cours du
temps pour les patients passant de 8,41% [4,49-12,33] a JO jusqu’a 10,38% [8,93-11,84] (p-
value = 0,5288) a J4-5 (p-value = 0,0047) par comparaison au groupe contrdle, ou le taux est
de 7,23% [4,99-9,47] (Figure 23).
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Figure 23 : Analyse par box-plot de la population Ly Treg au cours de la premiére semaine de
réanimation par CMF.

Les box-plot représentent les résultats du groupe contrdle et des patients donnent la médiane avec le premier et le
troisiéme quartile. Les moustaches représentent les valeurs minimales et maximales. Les lignes entre crochets et
les lignes pleines indiquent une comparaison de Mann-Whitney et d'’ANOVA (test de Kruskall-Wallis) entre les
contrdles et les patients en soins intensifs, respectivement. Les valeurs p du test sont représentées par *, ** et ***
pour p < 0,05, p <0,01 et p <0,001 respectivement. Taux de lymphocytes Tregs.

V.2.2. Phénotypes lymphocytaires TCD8

Concernant les sous-populations lymphocytaires TCD8, pour les Ly TCD8 naifs, nous avons
pour le contréle un taux a 34,06% [19,16-49,26] et pour les patients un taux a 18,29% [9,31-
27,27] a JO restant stable pendant une semaine. Nous constatons donc une diminution
significative avec une p-value = 0,0355 (Figure 24A). Pour les LyT CD8 effector memory, nous
avons un taux a 47,36% [28,69-66,04] pour les patients a JO et a 28,91% [24,05-33,78] pour
le groupe contrdle. Ces résultats montrent une augmentation significative pour les patients par
rapport au groupe contréle (p-value = 0,0002). Au cours du temps ce taux a une tendance non
significative a augmenter (Figure 24D). Enfin, les Ly TCD8 effecteur et central memory ne
varient pas par rapport au groupe contréle ni au cours du temps (Figure 24B et 24C).
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Figure 24 : Analyse par box-plot des sous-populations lymphocytaires TCD8 au cours de la premiére
semaine de réanimation par CMF.

Les box-plot représentent les résultats du groupe contrdle et des patients donnent la médiane avec le premier et le
troisiéme quartile. Les moustaches représentent les valeurs minimales et maximales. Les lignes entre crochets et
les lignes pleines indiquent une comparaison de Mann-Whitney et d'’ANOVA (test de Kruskall-Wallis) entre les
contrbles et les patients en soins intensifs, respectivement. Les valeurs p du test sont représentées par *, ** et ***
pour p < 0,05, p 0,01 et p <0,001 respectivement. Taux de LyT CD8 naive (A), effecteur (B), central memory (C)
et effector memory (D).

V.3. Etude de I’expression de PD-1 et de CTLA-4 pour les différentes
phénotypes lymphocytaires

En paralléle de la lymphocytose, nous avons étudié I'expression des points de controle
immunitaire inhibiteurs, tels que PD-1 et CTLA-4, exprimés principalement par les LyT. Dans
un premier temps, I'expression de ces différents points de contréle immunitaire a été étudiée
par CMF pour les populations lymphocytaires T CD4 et T CD8, puis pour la population
lymphocytaire Treg, spécifique des Ly TCDA4.
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Aprés analyse des résultats de CMF, pour les patients, nous constatons que durant les 3
premiers jours d’hospitalisation, une proportion faible de Ly TCD4 expriment CTLA-4 passant
de 7,41% [3,86-10,97] a JO a 8,31% [5,02-11,59] a J2-3 versus 4,34% [1,40-7,28] pour le
groupe contréle (Figure 25A), qui est plus faible que les patients (p-value = 0,0433). Tandis
que pour PD-1, nous avons une expression a JO similaire au groupe contréle puis qui
augmente progressivement jusqu’au 7éme jour pour atteindre un taux de 36,77% [23,41-
50,14] (p-value = 0,011) (Figure 25B).

Concernant les Ly TCD8, I'expression de PD-1 est de 30,46% [19,51-41,40] pour le groupe
contréle, et de 54,31% [36,81-71,81] pour les patients a JO. En conséquence, nous avons une
augmentation significative de I'expression de PD-1 pour les patients a JO en comparaison du
groupe contrdle (p-value = 0,0011), et stable pour les patients de JO a J7 (Figure 25C). Alors
que I'expression de CTLA-4 ne varie pas par rapport au groupe contréle (Figure 25D).
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Figure 25 : Analyse par box-plot de I'expression des points de contrdles immunitaires au cours de la
premiére semaine de réanimation par CMF.

Les box-plot représentent les résultats du groupe contrdle et des patients donnent la médiane avec le premier et le
troisiéme quartile. Les moustaches représentent les valeurs minimales et maximales. Les lignes entre crochets et
les lignes pleines indiquent une comparaison de Mann-Whitney et d'ANOVA (test de Kruskall-Wallis) entre les
contrbles et les patients en soins intensifs, respectivement. Les valeurs p du test sont représentées par *, ** et ***
pour p < 0,05, p <0,01 et p <0,001 respectivement. Taux d’expression de CTLA-4 et de PD-1 par les Ly TCD4 (A
et B), et par les LyTCD8 (C et D).
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Nous avons aussi étudié I'expression de CTLA-4 et PD-1 par les Ly Treg. En ce qui concerne
cette population, un faible pourcentage de ces Ly exprime CTLA-4 a JO avec un taux a 5,05%
[3,02-7,08], persistant pendant une semaine, alors que les Ly Treg du groupe contrdle
n’expriment quasiment pas CTLA-4 (2,44% [0,88-3,99]). Nous obtenons donc une
augmentation significative de I'expression de CTLA-4 par rapport au groupe contrdle (p-value
= 0,0052) (Figure 26A). Concernant PD-1, le taux d’expression augmente de fagon stable et
durable jusqu’a J7 passant de 46,23% [37,19-55,27] a 53,89% [43,64-64,13]. Par comparaison
au groupe contrdle ou nous avons un taux a 25,41% [16,47-34,34], I'expression de PD-1 est
en forte hausse pour les patients avec une p-value = 0,0002 (Figure 26B).
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Figure 26 : Analyse par box-plot de I'expression des points de contréles immunitaires PD-1 et CTLA-4
par les Ly Treg au cours de la premiére semaine dans le service de réanimation par CMF.

Les box-plot représentent les résultats du groupe controle et des patients donnent la médiane avec le premier et le
troisieme quartile. Les moustaches représentent les valeurs minimales et maximales. Les lignes entre crochets et
les lignes pleines indiquent une comparaison de Mann-Whitney et d'ANOVA (test de Kruskall-Wallis) entre les
contrdles et les patients en soins intensifs, respectivement. Les valeurs p du test sont représentées par *, ** et ***
pour p < 0,05, p=<0,01 et p <0,001 respectivement. Nombre absolu de lymphocytes Tregs (A) et taux d’expression
par les Treg de CTLA-4 (B) et de PD-1 (C).

V.4. Analyse de la production cytokinique par les Ly TCD4 et les Ly TCD8

Nous savons que PD-1 peut servir soit de marqueur d'épuisement soit de marqueur
d'activation, mais que c’est aussi un inducteur d'apoptose des Ly TCD8 lorsqu'il est activé.
Lorsque les LyT sont activés, ils produisent, entre autres, des cytokines pro-inflammatoires.
Par conséquent, une évaluation fonctionnelle des LyT par la production de cytokines a été
réalisée au sein de I'’équipe INSERM U1262/CNRS 7276, chez trois patients et des témoins a
des fins de contréle. L'utilisation d’un kit DurActive 1 (kit de stimulation) et d’'un kit DuraClone
IF T (kit d’activation des LyT) ont été nécessaire pour la réalisation de ces mesures.

Nous constatons que la production de TNF-a et d'IL-2 demeure normale, alors que la
production d'IFN-y par les Ly TCD4 diminue (Figure supplémentaire 1). En revanche, les Ly
TCD8 produisent des niveaux plus importants d'IFN-y et de TNF-a (Figure supplémentaire 2).
De plus, les taux circulants d'IL-6 et d'IL-8 ont augmenté de maniére modérée mais
significative et durable au fil du temps (Figure supplémentaire 3A et 3B).
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V.5. Etude des populations granulocytaires et monocytaires

En ce qui concerne les différentes populations non lymphocytaires, nous nous sommes
intéressés aux taux de granulocytes totaux, d'immatures granuleux et de monocytes au cours
de la 1ére semaine d’hospitalisation. Ces différentes populations interviennent dans la réponse
immunitaire innée lors d'une infection virale par différents mécanismes. Nous les avons
identifiés par CMF grace aux marqueurs CD10 et CD16 pour les granuleux étant donné que
les PNN sont CD10+ et CD16+, tandis que les immatures granuleux sont CD10+ et CD16-.
Les monocytes ont été identifiés grace aux marqueurs CD14 et CD11b tous deux exprimés
par les monocytes.

Nos résultats, sur I'étude des différentes populations granuleuses, montrent que les granuleux
totaux et les immatures granuleux ont une tendance non significative a augmenter avec une
régression transitoire des immatures granuleux pour 4 patients a J4-5 (points rouge sur la
figure) (Figure 27A et 27B). Lorsque I'on s’intéresse aux monocytes nous pouvons constater
que, pour les patients, le taux de monocytes est de 0,69 G/L [0,45-0,93] a JO, Iégérement
diminué par rapport au groupe contréle qui est de 0,31 G/L [0,11-0,51] (p-value = 0,0021).
Ensuite, le taux de monocytes a tendance a augmenter au cours du temps jusqu’a atteindre
un taux a 1,10 G/L [0,57-1,63] a J6-7, significativement plus élevé par rapport au groupe
contréle (p-value = 0,036 ; Figure 27C).

De plus, I'équipe INSERM U1262/CNRS 7276 a étudié I'expression d’HLA-DR par les
monocytes, car HLA-DR est un marqueur exprimé a la surface de nombreuses cellules et a
pour réle de fixer 'Ag du « non-soi » et de le présenter aux CPA. Dans notre cas, nous avons
mis en évidence que I'expression d’'HLA-DR par les monocytes est fortement régulée a la
baisse d’un facteur trois a JO avec un taux a 9.698 molécules mHLA-DR [4.178-15.219] par
rapport au groupe contréle ot nous avons un taux de 29.251 molécules mHLA-DR [21.785-
36.718] (p-value = 0,0001), et cela persiste de facon importante pendant une semaine (Figure
27D). Cette diminution peut s’expliquer par l'altération de la présentation de I'antigéne aux
cellules immunitaires.
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Figure 27 : Analyse par box-plot des populations granulocytaires et monocytaire et de I'expression de
HLA-DR par les monocytes au cours de la premiére semaine d’hospitalisation en réanimation par CMF.

Les box-plot représentent les résultats du groupe contrdle et des patients donnent la médiane avec le premier et le
troisieme quartile. Les moustaches représentent les valeurs minimales et maximales. Les lignes entre crochets et
les lignes pleines indiquent une comparaison de Mann-Whitney et d'/ANOVA (test de Kruskall-Wallis) entre les
contréles et les patients en soins intensifs, respectivement. Les valeurs p du test sont représentées par *, ** et ***
pour p <0,05, p=<0,01 et p<0,001 respectivement. Nombre absolu de Granulocytes (A), d'immatures granuleux (B)
et des monocytes CD14+ (C) et taux d’expression par les monocytes de mHLA-DR (D).

V.6. Etude de I'’expression de PD-L1 par les PNN et les monocytes

En paralléle de I'étude du taux de PNN et de monocytes, nous avons étudié I'expression de
PD-L1 sur ces derniers. En ce qui concerne les monocytes, nous observons que le
pourcentage d’expression de PD-L1 par le groupe controle est de 14,12% [5,45-22,78], alors
que pour les patients a J2-3, le taux est de 42,16% [16,12-68,19]. Donc, nous constatons une
augmentation significative de I'expression de PD-L1 surtout a J2-3 par rapport aux témoins,
(p-value = 0,0336 ; Figure 28A). Cependant, pour les PNN, nous n’avons pas d’augmentation
significative mais une tendance a une hausse de I'expression de PD-L1 au cours de la 1ére
semaine d’hospitalisation en réanimation allant de 2,12% [0,93-3,31] a JO jusqu’a 4,76% [3,81-
5,72] a J7 (Figure 28B).
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Figure 28 : Analyse par box-plot de I'expression de PD-L1 par les PNN et les monocytes au cours de la
premiére semaine d’hospitalisation en réanimation par CMF.

Les box-plot représentent les résultats du groupe controle et des patients donnent la médiane avec le premier et le
troisieme quartile. Les moustaches représentent les valeurs minimales et maximales. Les lignes entre crochets et
les lignes pleines indiquent une comparaison de Mann-Whitney et d'ANOVA (test de Kruskall-Wallis) entre les
contrdles et les patients en soins intensifs, respectivement. Les valeurs p du test sont représentées par *, ** et ***

pour p < 0,05, p <0,01 et p < 0,001 respectivement. Taux d’expression de PD-L1 par les monocytes (A) et par les
PNN (B).
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VI. Discussion

En mars 2020, nous n’étions qu’au début de la pandémie SARS-Cov-2. Peu d’informations sur
ce virus étaient accessibles. Nous présentons ici 'une des premiéres études évaluant le statut
immunitaire des patients atteints de formes sévéres au SARS-Cov-2, confirmés par un test de
dépistage au laboratoire et admis en unités de réanimation. Durant cette période, la
connaissance des différents paramétres physiopathologiques, notamment des indicateurs
immunologiques dont PD-1, PD-L1 et CTLA-4 était insuffisante pour la compréhension des
mécanismes immuno-pathologiques impliqués. Aujourd’hui, de nombreuses études ont pu
confirmer et détailler ces différents mécanismes lors d’une infection au SARS-Cov-2.

VI.1. Une cohorte représentative de la population

Conformément aux autres études, au niveau épidémiologique, la présente étude a montré
qu'une prédominance masculine dans l'incidence des formes sévéres du SARS-Cov-2 est
mise en évidence avec un sex ratio H/F a 1,6, indiquant que les hommes sont plus sensibles
a l'infection par le SARS-CoV-2 que les femmes. De plus, les hommes plus agés (> 50 ans),
en particulier ceux qui présentent des comorbidités associées (diabéte, hypertension,
insuffisance respiratoire...), semblent aussi étre le plus susceptibles de développer une forme
sévére au SARS-Cov-2. Cela est retrouvé dans la population générale. Les manifestations
cliniques les plus courantes au début de la maladie étaient la fievre, la toux, la fatigue et la
myalgie. Les cas graves présentaient plus fréquemment une dyspnée et ont développé par la
suite un SDRA nécessitant une ventilation mécanique pour 77% des patients. En termes de
résultats biologiques, nous obtenons a I'admission en réanimation, un PaO2/FiO2 diminué a
122 confirmant une altération trés sévére des échanges gazeux, et signe d'un SDRA.

VI1.2. Une immunosuppression sévere chez les patients admis en réanimation

Dans notre étude, nous avons noté que l'infection sévére par le SARS-CoV-2 entraine une
réduction significative et persistante des Ly circulants a 0,72 G/L au cours de la premiére
semaine d’hospitalisation en service de réanimation. Il en est de méme pour les sous-
populations lymphocytaires que ce soit les LyT, LyB et LyNK, contrairement aux formes moins
séveres ou la lymphopénie est quasi absente (Vardhana SA et al., 2020). Cependant, comme
vu précédemment, la diminution des LyB et LyNK reste moins importante que la lymphopénie
T qui elle est sévére chez ces patients. Une lymphopénie des sous-population lymphocytaires
T, que ce soit les Ly TCD4 ou les Ly TCD8 a aussi été observée. Cette infection induit donc
une immunosuppression sévere et globale que nous retrouvons dans d’autres infections
virales chroniques telles que le VIH (Parsa N et al., 2020). Au niveau fonctionnel, les Ly TCD4
sont connus pour jouer un réle central dans la régulation des réponses immunitaires, en
orchestrant la suppression et I'amplification des cellules immunitaires, notamment des Ly
TCDS8. Ces LyT CD4 facilitent la production d'anticorps spécifiques du virus via I'activation T-
dépendante des LyB (Xu X et al., 2004). Ceci peut expliquer que dans notre étude, nous avons,
outre un lien avec la lymphopénie séveére des Ly TCD4, une réponse tardive du systéme
immunitaire face a une infection au SARS-Cov-2, comme dans le cas du VIH (Parsa N et al.,
2020). Il serait intéressant de mieux comprendre les facteurs affectant les Ly, en particulier le
taux de LyT, et leur association avec la gravité de la maladie chez ces patients infectés par le
SARS-CoV-2. Pour appuyer nos résultats, une étude ultérieure sur le SARS-CoV-2 a
démontré que la déplétion des LyT au moment de l'infection n'affecte pas la réplication ou la
clairance virale (Nomura T et al., 2021). L’étude de Chen G et al. (2020) a démontré que la
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déplétion des LyT entraine une pneumonie interstitielle & médiation immunitaire accrue et un
retard dans la clairance du SARS-Cov-2 dans les poumons, ce qui démontre le role vital des
LyT dans l'infection primaire du SARS-CoV-2. De plus, les proportions de LyT sont fortement
impactées avec une chute trés sévéere. Il est rapporté pour d’autres infections que les
mécanismes homéostatiques périphériques sont cruciaux dans le contréle des LyT et, de
fagon concomitante, dans le maintien de la tolérance immunitaire chez les individus sains, ce
qui peut expliquer en partie l'origine des conséquences néfastes et contribuer au
développement des formes sévéres au SARS-Cov-2, qui a fait I'objet d’'une étude (Wang H et
al., 2021). La question de savoir si les proportions modifiées de LyT observées dans cette
étude expliquent la gravité du SARS-Cov-2, ou si elles sont corrélées a la virémie mérite d'étre
approfondi. Pour les LyNK, I'étude Bao C et al. (2021) a démontré que la diminution de ces
cellules est corrélée a un taux de survie plus faible et a une durée d’excrétion du virus plus
longue. Et pour les LyB, I'étude de Sosa-Hernandez VA et al. (2020) a mis en évidence que la
gravité du SARS-Cov-2 s’accompagne de perturbations dans les sous-populations B, et
gu’une diminution de ces populations lymphocytaires est liée aux formes sévéres et est a
I'origine des signes cliniques. Individuellement, les patients qui ont survécu a une infection par
le SARS-CoV-2 présentaient généralement de meilleures réponses immunitaires que ceux qui
n'ont pas survécu ou qui ont eu des séquelles importants suite a l'infection. Ces résultats
laissent suggeérer I'importance des différentes sous-populations lymphocytaires T mais aussi
de maniére moins importante, des LyB et des LyNK dans le contrdle de I'infection et de la
pathogenése par le SARS-Cov-2.

VL1.3. Réponse inflammatoire initiale

Nous avons mis en évidence une augmentation des PNN et des monocytes pendant la
premiére semaine d’hospitalisation en réanimation que nous retrouvons pour d’autres virus
respiratoires (Narasaraju T et al., 2011). Cette augmentation pourrait refléter la mise en place
d’une réponse inflammatoire face a l'infection au SARS-Cov-2, et jouer un rdéle dans I'initiation
de la réponse immunitaire adaptative et l'interaction avec les LyT. L’équipe Bao C et al. (2021)
a démontré l'intérét de ces cellules dans la réponse antivirale. Cependant les mécanismes
responsables de 'augmentation de ces populations nécessitent d’étre approfondis. Ensuite, la
diminution de I'expression de HLA-DR par les monocytes peut expliquer, en partie, I'altération
de la présentation de I'antigéne aux cellules immunitaires. Cette diminution de I'expression
monocytaire de HLA-DR (mHLA-DR) représente un indicateur fiable de ['altération
monocytaire, permettant d'évaluer I'état général fonctionnel du systéme immunitaire.

VI.4. CTLA-4 et PD-1 a I’origine d’un déréglement immunitaire

En ce qui concerne I'expression des points de contrdle immunitaire, I'expression augmentée
de CTLA-4 par les LyT, en particulier pour les Ly TCD4 et les Ly Treg, démontre un
déréglement précoce de la réponse immunitaire survenant durant les premiers jours
d’hospitalisation. L’étude portant sur I'expression de PD1 par les LyT montre que le taux
d’expression de PD-1 a la surface des différentes populations lymphocytaires T que ce soit les
Ly TCD4, les Ly TCD8 ou les Ly Treg, est augmenté plus tardivement chez les patients. Cette
augmentation tardive laisse suggérer un déréglement du systéme immunitaire retardé par
rapport a CTLA-4 et est en faveur de rdles distincts de ces points de contréle dans la régulation
des réponses immunitaires antivirales.

De plus, PD-L1 joue aussi un réle fondamental se manifestant par une expression tardive de
PD-L1 sur les monocytes et les polynucléaires neutrophiles. Cette augmentation tardive de
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'expression de PD-1 sur les différentes populations lymphocytaires et de PD-L1 sur les
monocytes et les polynucléaires neutrophiles peut expliquer en partie comment le virus
échappe a la réponse immunitaire de I'héte. Plus précisément, cette augmentation accroit les
probabilités que PD-L1 se fixe sur PD-1 et induise par la suite une inhibition de I'activation des
LyT et donc de la réponse immunitaire.

Ces schémas différentiels d'expression de CTLA-4 et de PD-1 confirment I'hypothése selon
laquelle CTLA-4 intervient précocement dans l'induction de la tolérance virale et PD-1 agit
tardivement pour maintenir la tolérance a long terme. L'expression augmentée de CTLA-4 sur
les Ly Treg et surles Ly TCD4 et de PD-1 sur toutes les populations lymphocytaires T contribue
donc a la régulation des LyT. Cette étude confirmant que CTLA-4 et PD-1 utilisent des
schémas distincts de régulation immunitaire, pourrait faire 'objet d’'une étude ultérieure des
combinaisons de points de contréle immunitaires en clinique, et la mise en place de traitement
ciblant ces deux points de contréles immunitaires. Conformément au rble de PD-1 dans la
suppression de l'activité des LyT, l'inhibition de I'axe PD-1/PD-L1 pourrait augmenter les
réponses immunitaires antivirales contre le SARS-Cov-2 ce qui a déja été démontré dans
d’autres études (Erickson JJ et al., 2012 ; Liu J et al., 2014). En conséquence, le blocage de
CTLA-4 et de 'axe PD-1/PD-L1 pourrait induire, par un effet synergique, la prolifération d'un
plus grand nombre de LyT au début de la réponse immunitaire, de restaurer par la suite les
réponses immunitaires des LyT précédemment activés qui se sont épuisés, et de réduire
l'immunosuppression médiée par les Ly Tregs, cela a été démontré dans le cadre des tumeurs
(Selby MJ et al., 2016). Il serait donc intéressant d’étudier de nouvelles thérapies inhibant
spécifiquement PD-1, PD-L1 ou CTLA-4. Cependant, méme si la combinaison du blocage de
CTLA-4 et de I'axe PD-1/PD-L1 afin d'augmenter l'efficacité thérapeutique est hautement
souhaitable, le traitement combiné pourrait s'avérer toxique en induisant une prolifération
anormale et incontrélée des Ly Tregs. Plusieurs paramétres qui refletent I'état immunitaire
géneéral des patients, tels que le nombre absolu de Ly, I'expression des marqueurs
immunitaires PD-1, PD-L1 et CTLA-4 pourront étre considérés comme des marqueurs
prédictifs de la réponse a tout traitement. Il a été démontré pour le Virus de I'Hépatite C par
exemple, que le blocage de I'axe PD-1/PD-L1 au cours d’une infection chronique virale
réactive les fonctions des LyT antiviraux et réduit la charge virale (Billerbeck E et al., 2017).
Le ciblage de I'axe PD-1/PD-L1 pendant les infections rétrovirales, dont le VIH, a des effets
bénéfiques pour le contrdle du virus (Velu V et al., 2015). Il est possible que l'inhibition de la
signalisation PD-1 pendant la stimulation des Ly TCD8 entraine une diminution de I'activation,
tandis que le blocage de PD-1 des LyT effecteurs augmente I'activation immunitaire établie
pour le VIH (Garcia-Bates TM et al., 2019).

VL.5. Surproduction de cytokines pro-inflammatoire

L’évaluation fonctionnelle des LyT par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire nous a
permis de constater que la production de TNF-a et d'lIL-2 est normale, alors que la production
d'IFN-y par les Ly TCD4 est diminuée, indiquant un processus d'épuisement des Ly TCD4. En
revanche, les Ly TCD8 peuvent étre impliqués dans la réponse immunitaire antivirale puisqu'ils
produisent des niveaux plus importantes d'IFN-y et de TNF-a, suggérant que les tempétes de
cytokines pourraient étre associées a la gravité de la maladie et que les LyT exercent, entre
autre, leurs effets immunitaires par la sécrétion de ces cytokines (Hadjadj J et al., 2020). La
production d'IFN-y est essentielle a la résistance contre linfection de divers agents
pathogénes. En tant que source majeure d'IFN-y, la capacité des LyT a répondre a l'infection
fait partie de la réponse immunitaire tardive donc adaptative qui prend plusieurs jours pour
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développer une réponse IFN-y proéminente. Par ailleurs, les taux circulants d'lIL-6 et d'lIL-8 ont
augmenté de maniére modérée mais significative et durable au fil du temps, reflétant la
réponse inflammatoire subaigué des cellules immunitaires liee au SARS-CoV-2 (Vardhana SA
et al., 2020). Ces résultats suggérent que la surproduction de certaines cytokines pro-
inflammatoires, pourraient expliquer, au moins en partie, I'immunogénicité du SARS-Cov-2.

VI.6. Limites de I’étude

Toutefois, notre étude présente certaines limites. Premiérement, nous avons principalement
évalué le taux de LyB, de LyNK, des sous-ensembles de LyT et des populations
granulocytaires et monocytaires, mais la fonction explicite de ces cellules dans la réponse
antivirale reste a démontrer. Deuxiémement, cette étude n'a porté que sur un petit échantillon
de patients ; les résultats doivent donc étre interprétés avec prudence et comparés a une
population plus large. Etant donné que nous ne disposons pas de toutes les données sur le
profil viremique du SARS-CoV-2 aux différents temps, d'autres études sont nécessaires pour
étudier la corrélation entre la cinétique de la charge virale et la dynamique des réponses
immunitaires cellulaires antivirales dans les formes séveres comparée aux formes légéres ou
modérées. Et enfin, I'origine des ces perturbations immunologiques pour les marqueurs PD-
1, PD-L1 et CTLA-4 nécessite une exploration plus approfondie en amont. La clarification de
ces questions permettra de disséquer davantage la pathogenése complexe du SARS-CoV-2,
avec des implications potentielles pour le développement de nouvelles thérapies.

VI.7. Intérét pronostic

La mesure de I'état fonctionnel de la réponse immunitaire dans un échantillon de sang d'un
patient atteint de SARS-Cov-2 devrait améliorer la prédiction du pronostic et I'identification de
patients présentant un risque accru d'évolution vers une pneumonie au SARS-Cov-2, voir a
un SDRA, ainsi que la prédiction du bénéfice clinique de la ventilation invasive en soins
intensifs. Cela devrait permettre aussi de déterminer le traitement le plus adapté, d’évaluer
I'effet de nouveaux traitements sur la réponse immunitaire, de développer de meilleurs
modéles pour prédire I'évolution de la pandémie, de soutenir le développement de vaccins
optimaux, de développer des traitements immunomodulateurs sars afin d’améliorer la réponse
immunitaire avec un rapport bénéfice/risque optimal, tout en inhibant la réponse inflammatoire
associée a la pneumonie et au SDRA.
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VII. Conclusion

Bien que nos résultats méritent d'étre confirmés sur une cohorte plus importante, nos analyses
suggérent fortement que le virus a un effet dévastateur a multiples facettes entrainant une
déplétion de pratiguement toutes les populations lymphocytaires et une régulation positive de
puissants mécanismes immunosuppresseurs chez les patients atteints du SARS-Cov-2 et
gravement malades. Nous n'étions qu'au tout début de notre compréhension de l'interaction
entre l'immunité innée et I'immunité adaptative et de I'impact a la fois dans le contrdle viral et
dans la toxicité pour I'néte lors d'infections graves par le SARS-Cov-2. Aujourd’hui, la
pandémie du SARS-Cov-2 continue de représenter une grave menace pour la santé publique
des nations du monde entier, méme si des vaccins efficaces ont vu le jour grace aux
connaissances scientifiques acquises et aux résultats de nombreuses études. Malgré tout,
I'objectif principal de lutte contre la pandémie du SARS-Cov-2 a été et reste toujours de limiter
au maximum la transmission et de définir une gestion clinique qui améliore le taux de guérison
et réduise efficacement le taux de mortalité global. Pour atteindre cet objectif, une
compréhension plus approfondie de tous les aspects du coronavirus, dont les caractéristiques
immunologiques que nous avons commencés a étudier, est nécessaire pour prévenir ou
réduire au maximum la menace que ce virus représente pour la société. De plus, une
compréhension approfondie de I'épidémiologie, de la physiopathologie et des efforts de
réponse a la pandémie pour combattre la COVID-19 est une legon inestimable pour la société,
fournissant un protocole pour combattre les futures pandémies a I'avenir. Néanmoins, des
thérapeutiques antivirales efficaces ciblant I'entrée du virus, la réponse et les points de
contréle immunitaire dont PD-1 et CTLA-4, n'ont pas encore été mises au point en particulier
dans les formes sévéres, afin de mettre en place une meilleure gestion clinique des
complications secondaires.
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Figure 1 Supplémentaire : Production d’lIL-2, d'IFN-y et TNF-a par les LyT CD4 du SARS-Cov-2
patients versus contrdles en réponse a une stimulation in vitro.

Histogrammes biparamétriques typiques d'IFN-y / TNF-a (A) et d'IFN-y / IL-2 (B) par CMF réalisé sur les cellules
isolées de LyT CD4 pour un volontaire sains (a gauche) et pour un patient SARS-Cov-2 (a droite). Pourcentage de
LyT CD4 (C) produisant de I'lFN-y et du TNF-a (gauche) ou de I'IFN-y et de I'lL-2 (droite). Les lignes indiquent les
moyennes et I'écart-type.
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Figure 2 Supplémentaire : Production d’IL-2, d'IFN-y et de TNF a par les LyT CD8 du SARS-Cov-2
patients versus contrdles en réponse a une stimulation in vitro.

Histogrammes biparamétriques typiques d'IFN-y / TNF-a (A) et d'IFN-y / IL-2 (B) par CMF réalisé sur les cellules
isolées de LyT CD8 pour un volontaire sains (a gauche) et pour un patient SARS-Cov-2 (a droite). Pourcentage de
LyT CD4 (C) produisant de I'IFN-y et du TNF-a (& gauche) ou de I'IFN-y et de I'lL-2 (a droite). Les lignes indiquent

la moyenne et I'écart-type.
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Figure 3 Supplémentaire : Taux plasmatiques d’IL-6 (A) et d’IL-8 (B) chez les patients SARS-Cov-2

Dosage des cytokines avec le kit de cytokines inflammatoires humaines de Becton Dickinson
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Annexes

Annexe 1 : Article : « Severe COVID-19 is associated with deep and sustained multifaceted
cellular immunosuppression ».
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Severe COVID-19 is associated with deep

=

and sustained multifaceted cellular

Immunosuppression
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© 2020 Springer-verag GmbH Garmary, part of Springer Nature

Dear Editor,

SARS-CoV-2 infection is associated with marked lym-
phopenia that correlates with morbidity and mortality
[1, 2]. Here, we present the first report on serial immu-
nophenotypic and functional changes in 13 consecutively
recruited patients infected with SARS-CoV-2 virus dur-
ing their first week of ICU stay (Supplementary Table 1)
with 10 healthy donors used as controls.

Patients uniformly exhibited deep global and persist-
ing T, NK and B cell lymphopenia from ICU admission
(DO) to day 7 (D7) (Fig. 1a to d). On DO, median abso-
lute lymphocyte count was dramatically reduced at 0.72
[0.65-0.88] G/I. as were CD4 and CD8 T cell counts at
0.29 [0.19-0.43] and 0.08 [0.05-0.1] G/L (Fig. 1a, e, f),
such CD4 T cell levels reflecting profound immuno-
suppression in HIV-infected patients. Few CD4 T cells
transiently expressed CTLA-4 during the first 3 days
(Fig. 1g) while expression of PD-1 was observed at DO
and increased until D7 (Fig. 1h). CD8 T cells significantly
and persistently expressed PD-1 from DO to D7 while
CTLA-4 expression remained unchanged (Fig. 1, j).

Being heterogeneous at DO (Fig. 1k), percentages of
regulatory T cells (Tregs) increased during time. Few of
them over-expressed CTLA-4 while PD-1 expression was
strongly and stably increased until D7 (Fig. 11, m). Total
granulocytes were moderately increased with a transient
egression of immature granulocytes in 4/10 patients at
day 4-5 (Supplementary Figure 1). Monocyte counts
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increased during the first week. Nevertheless, HLA-DR
expression was strongly down-regulated by a threefold
factor at DO. Strikingly this decrease persisted unabated
until D7, possibly impairing antigen presentation, and
was associated with increased PD-L1 expression (Fig. In,
o and Supplementary Figure 4d).

Being either an exhaustion or an activation marker,
PD-1 is an inducer of CD8 T cell apoptosis when acti-
vated. Therefore, functional evaluation of T-lymphocytes
was performed in three patients and controls for com-
parison. Meanwhile production of TNF-a and IL-2 was
normal, CD4 T cell IFN-y production was decreased
(Supplementary Figure 2), indicating a CD4 exhaustion
process. In contrast, CD8 T cells could be involved in
anti-viral immune response since they produced higher
levels of IFN-y and TNF-a (Supplementary Figure 3).
Consistently, percentages of effector CD4 T cells were
decreased while those of effector memory and activated
CD8 T cells were increased (Supplementary Figure 4a
to 4c). Circulating levels of IL-6 and IL-8 were moder-
ately but significantly and sustainly increased over time,
reflecting the known SARS-CoV-2 related sub-acute
inflammatory response of innate immune cells [4] (Sup-
plementary Figure 5).

Although our results warrant further confirmation in
larger cohort, they strongly suggest a multifaceted dev-
astating effect of the virus to cause depletion of virtually
all classes of adaptive immune cells and to cause upregu-
lation of potent T cell killing and immunosuppressive
mechanisms in critically-ill COVID-19 patients. Since
T cells are essential for definitive viral clearance, these
results call into question therapies (e.g., anti-1L-6, corti-
costeroids, JAK inhibitors) that aim to block the ability
of the patient to mount an effective immune response to
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Fig. 1 Over time, ICU COVID-19 patients showed a pmﬁoundandmslaned Iympfnpmaconehtedwnh increased percentages of CD4 and CD8
expressing exhaustion marks and inareased frequency of immune suppressive cells. Box plot represent results for 10 healthy subjects (controks) and
for the following time point and number of COVID-19 ICU patients. The number of patients is given below the horizontal axis of panel a. Boxes give
the median with the first and the third quartile. Whiskers represent min to max. Lines with bracket and plain lines indicate a Mann-Whitney and
ANOVA (Kruskall-Wallis test) comparison with controls or during the ICU stay respectively. Test p values are represented by *, ** and *** for p < 0.05,
p =001 and p <0.001 respectively. Upper panel a, b, ¢, d, e, f: absolute lymphocytes count (ALQ) (a), CD3 T-lymphocytes (b), Natural Killer (NK) cells
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SEVERE COVID-19 IS ASSOCIATED WITH DEEP AND SUSTAINED CELLULAR
IMMUNOSUPPRESSION

Robin Jeamnet, PhD™**, Thomas Daix, MD>*", Rémy Formento"*", Jean Feuillard, MD,

PhD"*, Bruno Frangois, MD, >3

Supplementary materials and methods, tables and legends:

Supple mentary materials and methods

Flow Cytometry and leukocyte subset identification

Leukocytes populations were counfed usmng a Sysmex XN automate (Sysmex Kobe, Japan).
Flow cytometry was performed usmg a Navios flow cytometer (Beckman Coulter
Diagnostics, Brea, CA).

In brief, all surface stammg were done on 100pL of EDTA whok blood. Concentration of
WBC was adjusted at 10.10° cells/mL with PBS. Antibodies are listed in supplementary table
2 and were used at concentrations recommended by the supplier. Antibody panel 1 was used
to target the followmg populations: total CD3+ T cells, CD4+ and CD8+ T cels, CD19+ B
cells, CD56+ NK cells. Papel 2 was for CD4 and CD8 T-cells, mcludng naive (CCR7+
CD45RO-), central memory (CCR7+CD45RO+), effector memory (CCR7-CD45RO+) and
effector (CCR7-CD45RO-) T cells. Regulatory T cells were gated on CD4+CD25+CD127"™
events. Expression of PD-1 and CTLA-4 was studied on these different subsets.
Quantification of HLA-DR molecule on monocytes was performed with the antibody from
panel 3 accordng to recommendations of the manufacturer (Quantibrite beads from BD
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Bioscience, San Jose, CA). Antbody panel 4 was used for activated CD8 T cells (CD38~+
HLA-DR+). Fmally, panel 5 was for CD14+ monocytes. Flow cytometry analyss was
performed with the Kahwza software (Beckman Coulter). Statistics were done with the
Graphpad Prnism (GraphPad Software, San Diego, CA). Comparison between controls and
patients were done usmg the Mann-Withney test. ANOVA (Kruskall- Wallis) was used for
global analysis of the cohort durmg the ICU stay.

Functional study:

Flow cytometry quantification of cytokme production of CD4 and CDS8 T-cells was assayed
with the Duractive 1 and DuraClone IF T Stinmiation and Activation kits (Beckman Coulter)
followmg the manufacturer’s protocolk for 3 patients at D6-7. Brefly, cels from 50ul of
whole perpheral blood were first stmmlated for 3h at 37°c with PhorbolMyristate-acetate
(PMA) and Ionomycm m presence of Brefekim A for mhibition of cytokine secretion Surface
membrane and mfracellular labelng were performed as recommended Kahwza software was
used to analyze the results. Results were acquired on the Navios flow cytometer and analyzed
with the Kahwza software.

2
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Supplementary table 1: clinical and biological characteristics ofthe 13 patients at the

ICU admission.
Criteria Study population. n=13
Age* 72 [64 - 76]
Gender. n (%):
- Mak 8(62)
BMI* 26.4 [24.2 - 32]

- BMI > 30kgm-2, n(%):
SAPS IT*
Comorbidities. n (%)
- Daabetes
- Hypertension
- Chronic respiratory disease
- Chronic heart disease
- Chronic kudney disease
- Immunosuppression
Days from onset of disease to:
- Hospital admission
- ICU admsssion
Positrve RT-PCR at ICU admission. n (%)
Biological at admission:
- PaO2F:02
- Lactate, mmoll
- Creatmme, mmoll
- Bilmubm pmoll
- Platelets, G/L

hanical ventilation n (%)
rere ARDS at admission . n (%)
rere ARDS at Day 7", n (%)
atient with suspected secondary infection before day 7", n (%)

3
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5(38)
31 [27 - 3]

3(23)
5(38)
2(15)
1(8)
1(8)
1(8)

7[5-8]
9[6-12]
13 (100)

122 [81-155]
1.21 [0.93 - 1.31]
65 [53 -93]
6.9 [4.6 - 12.25]
228 [184 - 277]
10 (77)

2 (15)

8 (30)

4 (40)

100



atient with suspected secondary infection during ICU stay ", n (%) 7 (70)
ad at Day 7. n 0
ad at ICU discharge, n 1

*: BMI: body max mdex; SAPSII: smplified acute physiology score II; ARDS: acute

respiratory distress syndrome based on Berim defmition (Ranteni et al JAMA 2012 Jun
20;307(23)2526-33).

**: Day 3 to day 7 follow up mformations are given for the 10 remammg patients.

4
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Supple mentary table 2: antibodies used in the study:

Panel n°1

Antigen Fluorochrome | Clone Companies References
CD4 FITC 13B8.2 Beckman Coulter | A07750
CD19 HD37 Beckman Coulter | A07769
TCRyS FE 11F2 Beckman Coulter | B49176
CD8 ECD SFCI21Thy2D35,6.22.23 | Beckman Coulter | 737659
CD3 PC5.5 UCHI'1 Beckman Coulter | B49203
CD56 PC7 NKH-1 Beckman Coulter | A21692
CD10 APC ABL1 Beckman Coulter | B92400
CD7 AA700 8H8.1 Beckman Coulter | B36290
CD5 AAT50 Blla Beckman Coulter | B92413
CD16 PB 3GS8 Beckman Coulter | B36292
CD45 KO J.33 Beckman Coulter | B36294
Panel n°2

Antigen Fluorochrome Clone Companies References
CD3 PerCp-Cy5.5 UCHT'1 Biolegend 300430
CD4 PE-Cy7 SK3 BD 557852
CD8 APC-H7 SK1 BD 560179
PD-1 (CD279) PE EHI12.2H7 Biolegend 329906
CTLA-4 (CD152) | BV421 BNI3 BD 562743
CD25 PE-CF594 M-A251 BD 562403
CD127 APC IL-7Ra Biolegend 351316
CD45RO BB515 UCHL1 BD 564529
CCR7 (CD197) | BV510 3D12 BD 563449
Panel n°3

Antigen Fluorochrome Clone Companies References
HLA-DR PE 1243 BD

CD14 PerCP-Cy5.5 M$P9 BD 340827

Licence CC BY-NC-ND 3.0
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Panel n°4
Antigen Fluorochrome Clone Companies References
CD4 FITC RPA-T4 Biolegend 300506
PD-1 (CD279) PE EHI12 2H7 Bolegend 329906
CD3 PerCP/Cy5.5 UCHT1 Biolegend 300430
HLA-DR PE/Cy7 1243 Biolegend 307616
CD127 APC A019D5 Biolegend 351316
CD8 APC/Cy7 SK1 Biolegend 344714
CD38 BV421 HB-7 Biolegend 303526
Panel n°5
Antigen Fluorochrome Clone Companies References
CD64 PE 22 Beckman Coulter | IM3601U
CD14 FITC RMO52 Beckman Coulter | B36297
CD3 APC UCHT1 Beckman Coulter | IM2467
CD16 PC7 3G8 Beckman Coulter | 6607118
CD45 KO J.33 Beckman Coulter | B36294

6
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Supple mentary legends
Supplementary Ficure 1: Levels of total and mmmature granulocytes. The 4 patients that
exhibted transient mcrease m circulatmg CD16neg mmature granulocytes at day 4-5 are

highlighted m red. It 15 of note that these patients were those for which a secondary bacterial

mfection was suspected.

Supplementary Figures 2 and 3: COVID-19 CD4 T-cels (Supplementary Figure 2) produced

less IFN-y than ther healthy counterparts while CD8 T-cells (Supplementary Figure 3)
produced more IFN-y and TNF-a in response to in vifro stmmlation

Supplementary Figure 2a, 2b, 3a and 3b: typical bparametric IFN-y / TNF-a (2a and 3a) and
IFN-y / IL-2 (2b and 3b) flow cytometry bparametric histograms gated on CD4 and CD8 T-
cells respectively for one healthy volhmteer (left) and one COVID-19 patient (right).
Supplementary Figure 2¢ and 3c: percentages of CD4 (2¢) and CDS8 (3¢) T-cells producmg

IFN-y and TNF-a (left) or IFN-y and IL-2 (right). Lmes mdicate means and standards

deviation

Supplementary Figure 4: T cells subset analysis by flow cytometry of COVID-19 patients

reveals decreased proportions of CCR7-/CD45RO- CD4 effector T-cels (a), and mcreased
frequencies of both CCR7-/CD45RO+ effector memory (b) and HLA-DR+/CD38+ activated
CDS8 T-cells (c) when compared to controls. Percentage of monocyte expressmg PD-L1 s
mcreased m patients when compared to control at D2 (note: patient were not analyzed at D4-5

for this marker).

7
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Supplementary Figure 5: plasma levek of IL-6 (a) and IL-8 (b) were moderately but

persistently and significantly mcreased m COVID-19 patients. Cytokme dosages were
performed with the Human Inflaimmatory Cytokmes Kit from Becton Dickmson
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 5
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Serment De Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;

- d’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de I'honneur, de la probité et du
désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine,
de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres, sij'y manque.
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Impact d’une infection sévéere au SARS-Cov-2 sur le systéme immunitaire

La pandémie SARS-Cov-2 est une infection touchant le monde entier. De transmission
interhumaine, la majorité des patients infectées développent une forme légére a modérée de
la maladie et guérissent sans hospitalisation. Cependant, certains patients développent une
forme sévere de la maladie avec des symptdmes cliniques graves allant jusqu’au syndrome
de détresse respiratoire aigue. Pour ces patients, une hospitalisation en service de
réanimation est nécessaire. Mais lors d’'une infection, une réponse immunitaire est mis en
place. Corrélée avec la morbidité et la mortalité, I'infection par un virus induit un déréglement
de ce systéme immunitaire. Néanmoins, trés peu d’études, au début de la pandémie, ont
caractérisé les conséquences de l'infection sur la réponse immunitaire. C’est pourquoi nous
nous sommes intéressés, en Mars 2020 au début de la pandémie en France, a 'impact du
SARS-Cov-2 sur les populations lymphocytaires, granulocytaires et monocytaires dans les
formes sévéres, et a I'expression de points de contréle inhibiteurs CTLA-4, PD-1 et PD-L1
pendant la premiére semaine d’hospitalisation en service de réanimation au CHU de Limoges
par cytométrie en flux. Nos résultats montrent une lymphopénie profonde et persistante,
associé a une augmentation des polynucléaires neutrophiles et des monocytes. Et nous avons
une expression augmentée de CTLA-4 sur les différentes populations lymphocytaires dans les
premiers jours d’hospitalisation en réanimation. Tandis que I'expression de PD-1 sur les
lymphocytes T, et de PD-L1 sur les polynucléaires neutrophiles et les monocytes augmentent
plus tardivement au cours de I'hospitalisation en service de réanimation. Pour conclure, nous
avons une immunodépression sévere chez ces patients affectant toutes les populations
lymphocytaires associé a un déréglement immunitaire en lien avec I'expression des différents
points de contréles inhibiteurs. A travers ce travail, nous avons pu démontrer une premiere
approche sur 'impact du SARS-Cov-2 sur le systéeme immunitaire.

Mots-clés : SARS-Cov-2, lymphocytes, PD-1/PD-L1, CTLA-4
Impact of severe SARS-Cov-2 infection on the immune system

The SARS-Cov-2 pandemic is a worldwide infection. With human-to-human transmission, the
majority of infected patients develop a mild to moderate form of the disease and heal without
hospitalisation. However, some patients develop a severe form of the disease with severe
clinical symptoms up to acute respiratory distress syndrome. For these patients, hospitalisation
in an intensive care unit is necessary. But in the case of infection, an immune response is
established. Correlated with morbidity and mortality, infection with a virus induces a disruption
of the immune system. Nevertheless, very few studies, at the beginning of the pandemic
characterised the consequences of the infection on the response immune. This is why we were
interested, in March 2020 at the beginning of the pandemic in France, in the impact of SARS-
Cov-2 on lymphocyte, granulocyte and monocyte populations in severe forms, and in the
expression of inhibitory checkpoints such as CTLA-4, PD-1 and PD-L1 during the first week of
hospitalisation in the intensive care unit at the University Hospital of Limoges by flow cytometry.
Our results show a profound and persistent lymphopenia, associated with an increase in
neutrophils and monocytes. And we have an increased expression of CTLA-4 on the different
lymphocyte populations during the first days of hospitalization in intensive care. While PD-1
expression on T cells and PD-L1 expression on neutrophils and monocytes increase later
during hospitalization in the intensive care unit. To conclude, we have a severe
immunodepression in these patients affecting all lymphocyte populations associated with
immune dysregulation related to the expression of inhibitory checkpoints. Through this work,
we have demonstrated a first approach on the impact of SARS-Cov-2 on the immune system.

Keywords : SARS-Cov-2, lymphocytes, PD-1/PD-L1, CTLA-4



