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RESUME

Le traitement des brilures graves représente un probléme important a travers le monde entier.
Les complications dues a des infections sont une cause majeure de mortalité chez les grands
bralés, comprenant approximativement 75 % de tous les décés survenant apres avoir regu des
premiers soins. La brllure est caractérisée par des désorganisations physiologiques telles que
métaboliques, hormonaux et par une réponse inflammatoire systémique forte. Suivant cet état de
réponse exagérée du systeme immunitaire, il y a une réponse anti-inflammatoire qui va permettre
a l'organisme de compenser et de retrouver un état d’équilibre. Des cytokines et des cellules
immunitaires régulatrices seraient les responsables de Iimmunoactivation suivie par
l'immunosuppression. Cette immunosuppression augmente par la suite la probabilité de risque
des infections, non seulement par les pathogénes, mais aussi par des organismes qui ne sont
normalement pas dangereux pour des hétes en bonne santé.

La majorité des études sur les cellules immunitaires ou sur les cytokines ont porté sur les cellules
ou cytokines circulant dans le sang. L'objectif de ce projet est d’analyser les perturbations au
niveau de plaie, plus particulierement au niveau du derme profond.

Dans un premier temps, des biopsies ont été prélevées chez des grands brilés au niveau de la
plaie. Les populations de cellules immunes ont été analysées afin de déterminer la proportion de
cellules régulatrices et suppressives. Dans un deuxiéme temps, une analyse des génes exprimés
par ces cellules immunes au niveau de la plaie a permis d’'établir leur fonctionnalité et le type de
cytokines qu’elles produisent. Dans un troisieme temps, la présence de cytokines inflammatoires
a été déterminée a l'aide de micropuces d’anticorps a partir d’extraction protéique de peaux
brllées ainsi que dans les plasmas des patients.

L’analyse de nos résultats de PCR démontre une expression importante de plusieurs génes
impliqués dans la modulation de I'immunité inflammatoire et dans l'induction de I'apoptose. Nous
avons également observé lexpression des geénes impliqués dans limmunosuppression.
L’analyse de 20 cytokines dans le sang et 40 cytokines dans la peau humaine issus de nos 6
patients brilés a globalement démontré un fort profil inflammatoire. Il a été également démontré
dans ce projet que les concentrations de certaines cytokines sont trés importantes au niveau de
la plaie immédiatement apres la brilure, tandis que les concentrations de ces cytokines au niveau
de la circulation sanguine augmentent graduellement a partir de jour 4 ou 7. Ces résultats nous
suggeérent la migration de ces cytokines de la plaie vers la circulation sanguine. Nos résultats
supportent I'hypothése que le développement du syndrome de la réponse inflammatoire
systémique prend naissance au niveau de la plaie br(ilée.

Une meilleure connaissance des changements immunitaires au niveau de la plaie permettra de
développer de nouvelles thérapies ciblées afin de diminuer les séquelles de brilures graves sur
le systeme immunitaire.
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1 INTRODUCTION

Prés de 85 % des décés chez les grands briilés sont attribués a une septicémie ou au syndrome
de dysfonction d’organe multiple (MODS). Les traumatismes reliés aux bralures déséquilibrent
les mécanismes de défense de I'héte contre les microorganismes. L'immunosuppression qui

survient aprés la brlure augmente la sensibilité aux infections opportunistes.

En effet, les brllures sévéres causent des perturbations hormonales, métaboliques, circulatoires
et immunologiques (Wolfe, 1996). On considére un patient comme un grand brdlé lorsque TBSA
(Total Body Surface Area) de la brilure dépasse 20 %. Les brilures de la peau peuvent étre
provoquées par des agents thermiques, des agents chimiques ou de type électrique. La sévérité
pour I'organisme dépend de la profondeur de la brilure déterminée par le temps d’exposition et
aussi de son étendue. Les brlilures dont I'étendue ne dépasse pas les 20 % de TSA produisent
essentiellement une réaction inflammatoire locale. Cependant, les brllures dont I'étendue
dépasse les 20 % de la surface corporelle totale produisent a la fois une réaction inflammatoire
locale et une réaction inflammatoire systémique. La réponse inflammatoire aprés la bralure est

trés intense et prolongée (Kearns et al., 2013).

Une brilure de 1°" degré comprend une atteinte de I'épiderme superficiel caractérisée par la
douleur, la rougeur et la chaleur. Une bralure de 2¢ degré superficiel comprend la destruction de
I'épiderme avec une grande sensibilité et une couleur trés rouge. Une brilure de 2¢ degré profond
comprend la destruction de I'épiderme basal et une partie du derme. La sensibilité est perdue et
la couleur caractéristique pour ce tissu est plutét blanche. La brilure de 3° degré est caractérisée
par la destruction compléte de la peau et de tissus sous-cutanés avec une absence de la
sensibilité et la présence de la nécrose (Kearns et al., 2013). Chez les grands bralés, les trois
degrés de brilure existent bien que la bralure au troisieme degré soit prédominante. Les bralures
sont associées a des déséquilibres importants au niveau physiologique, immunologique,
anatomique ainsi qu’au niveau des fonctions endocrinologiques. Les plaies causées par brllure
sévére sont caractérisées par une perte importante de fluides suivis par le relachement fort de

médiateurs inflammatoires (Kearns et al., 2013).






2 REVUE DE LA LITTERATURE ET PROJET D’ETUDE

Dans ce chapitre, une revue sera effectuée sur les connaissances actuelles des effets
impliqués dans des brllures sévéres au niveau de la réponse immunitaire, de la réponse

inflammatoire et des cellules qui jouent le réle majeur dans ses évenements.
2.1 La peau humaine et la défense immunitaire

La peau humaine est un épithélium stratifié qui est composé de I'épiderme et du derme. La
partie supérieure, I'épiderme, est principalement composée de kératinocytes. Les
kératinocytes subissent une différentiation pour former la couche de stratum spinosum,
stratum granulosum et stratum corneum. Dans ['épiderme, on trouve également des
mélanocytes, responsable de produire la mélatonine. On y trouve également de nombreuses
cellules immunitaires de la famille de monocytes, par exemple les cellules de Langerhans
(Shimada & Katz, 1988). Au niveau de I'épiderme, les cellules de Langerhans représentent
les principaux acteurs pouvant capter un corps étranger afin de stimuler ou inhiber la réponse

immunitaire (Romani et al., 2012).

Le derme est une couche trés riche en tissu conjonctif et il est divisé en région papillaire et
réticulaire. Les cellules résidentes sont majoritairement des fibroblastes qui élaborent et
secréetent du collagéne et d’autres molécules de matrice extracellulaire qui fournissent une
résistance mécanique importante de la peau. Dans le derme, on trouve également les
adipocytes qui jouent un réle de la protection ainsi que de l'isolation thermique. Parmi des
cellules immunitaires, on trouve les macrophages, les mastocytes, les cellules dendritiques,
les lymphocytes T CD4+, les lymphocytes T CD8+, les cellules T régulatrices (Trég) et les
lymphocytes tueurs naturels (NK). Des glandes sudoripares, des nefs et des vaisseaux
sanguins et lymphatiques font aussi une partie indispensable et vitale du derme (Nestle et al.,
2009) (voir Figure 1).



Figure 1 : Schéma de la structure de la peau humaine et des types de cellules.
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Dans I'épiderme, on y trouve des cellules kératinocytes puis les cellules de Langerhans qui
jouent un réle important dans la réponse immunitaire. Le derme est constitué majoritairement
par les fibroblastes, mais c’est aussi le lieu abritant de nombreuses cellules immunitaires
comme des cellules dendritiques, les mastocytes, les macrophages, les lymphocytes T et les
cellules NK (Nestle et al., 2009).

2.2 Laréponse immunitaire au niveau de la peau

La peau est I'un des plus grands organes du corps et posséde des fonctions trés diversifiées,
comme par exemple, étre une ligne de défense contre I'environnement externe et les tissus
internes, et 'un des réles de la peau est d'assurer une fonction immunitaire (Valladeau &
Saeland, 2005).

Le systéme immunitaire joue un réle dans la défense d'un organisme contre des agents
étrangers qui sont susceptibles de menacer le bon fonctionnement de I'organisme vivant ou
sa survie. La réponse immunitaire est un mécanisme de défense de l'organisme qui est
capable de discriminer le soi du non-soi. Ces mécanismes sont devenus de plus en plus
complexes au cours de I'évolution des espéces pour pouvoir combattre des agents
pathogénes évoluant également. Parmi ces agents pathogenes, on compte les parasites, les
bactéries, les virus, mais aussi les cellules tumorales. Deux types de réponses immunitaires

sont en jeux. La réponse immunitaire innée qui est immédiate et la réponse immunitaire



adaptative qui est tardive. La défense de I'organisme vivant est basée sur un principe d’'une
action de collaboration mutuelle entre 'immunité innée non spécifique et 'immunité adaptative

spécifique (Fearon & Locksley, 1996).

La couche la plus superficielle de la peau, I'épiderme, forme la premiére barriére immunitaire
contre l'invasion des pathogenes. Au cours des 30 derniéres années, de nombreuses études
ont démontré l'importance de I'épiderme comme un organe immunitaire (Sauder, 1983). Il
s'agit d’un tissu hétérogéne qui contient des cellules qui jouent un réle trés important dans la
régulation des réponses immunitaires. Aujourd’hui on considére I'épiderme en tant qu'organe
immunologiquement actif. Le derme, séparé de I'épiderme par la membrane basale, soutient
le réseau vasculaire qui apporte a I'épiderme non vascularisé des nutriments nécessaires
(Valladeau & Saeland, 2005).

Les cellules immunitaires dans la peau sont reparties sur les deux cotés de la membrane
basale et jouent un réle important dans la défense contre les agents pathogenes a travers
des cellules présentant des antigénes (Bogunovic et al., 2006). La peau humaine saine est
caractérisée par une tres grande diversité de cellules immunitaires. Les cellules dendritiques
et les macrophages résidant dans la peau détectent les agents pathogénes envahissants et
servent de sentinelles, ce qui modifie par la suite les activités du systéme immunitaire inné et

adaptatif en danger potentiel pour 'lhomme (Nestle & Nickoloff, 2007).

2.3 Laréponse inflammatoire au niveau de la peau

La réponse inflammatoire est activée suite a une blessure telle que la briilure sévéere pour
restaurer les dommages causés par le traumatisme. Suite a la br(ilure, on observe I'apparition
de la réponse inflammatoire aigué qui déclenche une orchestration complexe d'événements
impliquant la perte d’eau, de sel et de protéines du compartiment vasculaire et I'activation des
cellules endothéliales. La réponse inflammatoire aigué est définie comme une série des
réactions qui peuvent survenir dans les premiéres heures suivant la blessure. La premiére
caractéristijue de cette réponse est l'adhérence des neutrophiles (leucocytes
polymorphonucléaires, PMN) a I'endothélium vasculaire (margination). Par la suite, les
cellules endothéliales commencent a exprimer sur leur surface des molécules d’adhésion de
survie des interactions adhésives entre les leucocytes et I'endothélium vasculaire. Les
cellules endothéliales activées participent également a la génération et a la libération de

cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines qui attirent et activent des cellules



immunitaires. Il y a également une activation de nombreux facteurs anti-inflammatoires
naturels tels que les cytokines [linterleukine 4 (IL-4), [linterleukine 10 (IL-10) et
linterleukine 12 (IL-12) qui bloquent la réponse inflammatoire en inhibant l'activation de
facteur de transcription NF-kB (Roumen et al., 1995). Toutes ces réactions sont orchestrées
par un réseau de cytokines, les molécules protéiques qui agissent de fagcon paracrine ou
autocrine avec des effets multiples dans la communication et la coordination entre les cellules
de systeme immunitaire. Le facteur de nécrose tumorale (TNFa) est considéré comme l'une
des cytokines essentielles de la réaction inflammatoire, avec linterleukine 1 (IL-1) et
linterleukine 8 (IL-8, CXCLS8). Les kératinocytes présentent dans la peau sont également

capables de sécréter une grande variété de cytokines (Griswold, 1993).

2.4 La physiologie de la brialure

2.4.1 Le SRIS et CARS

Les décés immédiats dus aux traumatismes sont en général attribuables a une perte de sang
importante, tandis que la mortalité tardive est causée par 'échec de la défense de I'organisme
(Keel & Trentz, 2005). Tout d’abord, on observe I'hypoxie et la fracture dans les organes
internes, par la suite I'ischémie et la mise en place des infections induites par la réponse de
défense du patient. Cette étape est caractérisée par la sécrétion locale et systémique des
cytokines pro-inflammatoires ainsi que des métabolites d'acides arachidoniques, des
protéines de systéme de coagulation et des facteurs de complément et aussi les médiateurs
hormonaux. Cette étape est définie comme le syndrome de la réponse inflammatoire
systémique (SRIS). Pendant cette phase, la région du traumatisme représente un
environnement favorable a l'activation non spécifique de plusieurs types cellulaires du
systéme immunitaire. Ce SRIS est un probléme grave chez les grands brdlés. En paralléle,
des médiateurs anti-inflammatoires sont produits. |l s’agit d’'une réaction anti-inflammatoire
compensatoire (CARS) pour maintenir I'équilibre immunologique (voir Figure 2). Cette
réaction anti-inflammatoire compensatoire peut devenir exagérée et rendre le patient
vulnérable aux infections nosocomiales ou secondaires. Un déséquilibre de ces deux
réponses semble étre responsable d'un dysfonctionnement des organes et d'une
susceptibilité importante aux infections nosocomiales. Les dommages des cellules
endothéliales ainsi que 'accumulation des leucocytes et la perturbation de la microcirculation

meénent a 'apoptose cellulaire ainsi qu’a la nécrose de cellules. Par conséquence, on observe



chez les patients le développement de syndrome qui est caractérisé par dysfonctionnements
multiples des organes (MODS) (Bone, 1996a).

Les dommages tissulaires suite au traumatisme déclenchent la production importante de
cytokines pro-inflammatoires ainsi que des phospholipides dans la circulation locale et
systémique. Il y a plusieurs cellules immunitaires qui sont impliquées comme les monocytes,
les macrophages, les leucocytes (PMN), macrophages tissulaires et les lymphocytes NK
(Keel & Trentz, 2005).

Les premiéres cytokines pro-inflammatoires produites sont le TNFa et l'interleukine 1 béta (IL-
1B). Il y a aussi des cytokines pro-inflammatoires dites tardives telles que l'interleukine 6 (IL-
6) ou I'lL-8 ainsi que I'IL-12, l'interleukine 18 (IL-18) et linterféron gamma (INF-y) (Bone,
1991a). Les cytokines pro-inflammatoires activent le recrutement de PMN, les cellules
immunitaires de la premiere lignée de défense. Ces cellules PMN relachent les protéases
ainsi que radicaux libres dans le milieu. De plus, ces cellules sont sous l'influence de colony-
stimulating factor tels que les granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) ou les
macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) qui ont pour le but d’activer la fonction de
monocytes ainsi que de granulocytes et en méme temps réduire I'apoptose cellulaire pendant

la septicémie (Brach ef al., 1992).

L’hypoxie et les dommages mécaniques cellulaires suite au traumatisme sont responsables
de 'augmentation de niveau de calcium intracellulaire avec I'activation des enzymes telles
que les phospholipases A et C (PLA2 et PLC) (Bone, 1991b). Ces enzymes sont responsables
de la catalyse des membranes phospholipidiques cellulaires. Le résultat de ces catalyses est
le relachement de l'acide arachidonique a partir de membrane cellulaire. Ces métabolites
relachés recrutent par la suite les cellules immunitaires impliquées dans la réponse

inflammatoire (Rose & Marzi, 1996).

La forte production des cytokines inflammatoires conduit a la production des médiateurs anti-
inflammatoires. Les lymphocytes T et les macrophages produisent les interleukines anti-
inflammatoires telles que I'lL-4, I'IL-10, I'lL-13 ou transforming growth factor-beta (TGF-f)
(Collighan et al., 2004). Les cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10 ou I'lL-13 agissent
en diminuant la production des autres cytokines et du TNF-a. Cette contre-régulation met
aussi en jeu des protéines comme l'ubiquitine, produite apres traumatisme ou brdlure qui vise
également a limiter l'action des cytokines pro-inflammatoires (Majetschak et al., 2008). Le
niveau trés élevé de I'lL-10 est lié aux complications post-traumatiques telle que la septicémie

ou MODS (Hensler et al., 2002). Il semble que l'interleukine 10 diminue l'activité de facteur
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de transcription nucléaire factor-kappa B (NF-kB) qui est essentiel pour la synthése des
cytokines pro-inflammatoires (Cassatella et al., 1993). Il a été également observé un niveau
trés élevé de TNF-qa, responsable de l'activation de I'apoptose (Alderson et al., 1995). Cette
réaction anti-inflammatoire est responsable de I'immunosuppression post-traumatique et
'augmentation de la probabilité de I'apparition de septicémie. Pour pouvoir réduire le taux de
mortalité pendant la phase post-traumatique du CARS, il est nécessaire d'intervenir trés
rapidement aprés le traumatisme pour empécher I'effondrement du systéme immunitaire.
Cependant, il faut prendre en considération que le systéme immunitaire et les cytokines qu'il
libére forment un réseau complexe et spécifique qui est a la fois propre a chaque individu en

raison du polymorphisme génétique (Bone, 1996a).

Figure 2 : Le SRIS et le CARS
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Syndrome de la réponse inflammatoire systémique (SRIS) est la réaction anti-inflammatoire
compensatoire (CARS) apreés la briilure sévére.

2.5 La brilure et la réponse immunitaire

La brOlure sévere a des conséquences trés intenses et prolongées sur la réponse
immunitaire. Suite a la brllure, la barriere protectrice de la peau est perdue. Cet état favorise
le surgissement des infections suivi par la dépression immunitaire (O'Sullivan & O'Connor,

1997). Comme mentionné plus haut, on peut observer un déséquilibre entre la réponse pro-



inflammatoire et I'inflammatoire qui est associée a I'apparition des maladies nosocomiales et
la septicémie. La réaction anti-inflammatoire compensatoire meéne vers cette
immunosuppression qui contribue aussi a 'apparition des infections. L'immunosuppression
suite a la brQlure est caractérisée par la diminution de la capacité de cellules immunitaires a
produire des cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, I'IL-1B, I'IL-6, I'IL-8 et les
interférons en réponse aux endotoxines (Kondo et al., 2012). Les effets néfastes de la brilure
modifient la mise en place de la réponse immunitaire non spécifique ainsi que la réponse

immunitaire spécifique dans I'ensemble de ses fonctions

2.5.1 L’effet de la brilure sur la réponse non spécifique.

Le systeme du complément est I'un des éléments du systéeme immunitaire non spécifique et
fait partie de la réponse humorale. Il complémente l'action des anticorps. Il s’agit de
mécanisme de défense qui intervient dans la destruction des agents pathogénes, dans
I'élimination des complexes immuns, dans la modulation des réponses immunitaires
spécifiques et aussi dans le contréle des réponses inflammatoires. Le systéme de
complément est un ensemble de 35 protéines qui circulent dans le plasma sanguin (Haeney,
1998).

Le complément peut s'activer par la reconnaissance d’anticorps, on parle de la voie classique.
Il peut aussi s’activer en I'absence d’anticorps et on parle de la voie alterne ou des lectines.
La mise en place de ses voies entraine des cascades d’activation par les protéolyses
successives de protéines plasmatiques. L'activation par la voie classique est initiée par la
fixation de la premiére protéine du complément, C1q a un de ses ligands. Cette activation fait
intervenir un complexe macromoléculaire qui est composeé de trois protéines : C1q (la protéine
de reconnaissance) qui est associée a deux serines estérases C1r et C1s. Cette fixation
déclenche l'autoactivation de C1r, qui clive et active C1s. Le C1s une fois activé clive ensuite
le composant C4 qui est présent dans le plasma en un petit fragment C4a, qui est libéré en
phase fluide, et un fragment C4b, qui se fixe a la surface de cible de l'activation. Le
composant C2 qui circule dans le plasma, peut s’associer au C4b clivé par C1s en un
fragment C2a. Le fragment C2a reste associé a C4b tandis qu’un fragment C2b est libéré en
phase fluide. Toute cette cascade résulte la formation du complexe C4b2a, appelé C3

convertase classique qui possede la capacité de cliver C3.



La voie des lectines est activée par les structures carbohydrates des micro-organismes. La
protéine de reconnaissance est la protéine MBL (Mannan Binding Lectin) et est associée a
des serines estérase MASP 1, 2, 3 (Mannan-Associated serine Protease) qui présentent une
homologie avec C1s et C1r. Une fois activées, les MASP sont capables de cliver les
protéines C4 et C2 et participent ainsi a la formation d’'une C3 convertase qui est identique a

celle formée par la voie classique.

La voie alterne est activée par des substances d'origine bactérienne comme le
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries Gram négatives, mais aussi par des substances
issues des bactéries Gram positives ou des virus. Les interactions des protéines de cette voie

alterne aboutissent également a la formation de la C3 convertase (Haeney, 1998).

A Tissue des 3 voies d’activation, on peut former deux C3 convertases. La C3 convertase
classique et la C3 convertase alterne. Ces deux complexes moléculaires ont une méme
activité enzymatique qui clive de la protéine C3 en C3a et C3b. La protéine C3a est une petite
molécule qui se fixe aux mastocytes. Cette molécule possede des activités biologiques
importantes dans la réaction inflammatoire. Elle fait partie des anaphylatoxines. La
molécule C3b adhére a la cible (la cellule pathogéne). Ainsi recouverte, la cellule cible peut
étre fixée aux cellules qui possedent le récepteur pour C3b (C3bR), ce qui facilite la
phagocytose de cette cellule cible. L'association des C3 convertases avec des molécules de
C3b peut changer leur affinité pour le substrat et leur attribuer ainsi une activité C5
convertase. La C3 convertase clive ensuite C5 en un petit fragment C5a qui se fixe aux
mastocytes et les activent et en un fragment C5b qui adheére a la cellule cible et permet ainsi
l'activation successive des facteurs C6, C7 et C8. Le complexe ainsi formé catalyse la
polymérisation du facteur C9 dans la membrane de la cellule cible. Ce complexe lytique forme
un trou qui permet I'entrée d’eau et de sodium responsable de la lyse osmotique de cette

cellule cible pathogene (Haeney, 1998) (voir Figure 3).

Suite a la présence de cellule pathogéne dans l'organisme le systéme du complément
s'active. Par la suite, il y a également une augmentation de la perméabilité de vaisseaux
sanguins. Cette perméabilité résulte par la suite une attirance pour des leucocytes et leur
mobilisation au site de I'inflammation pour augmenter la phagocytose et la lyse des cellules

étrangeres (Haeney, 1998).
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Figure 3: L’activation du systéme du complément
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Conséquences biologiques de Dactivation du systéme du
complément

Suite a la brdlure, il a été observé une diminution de I'expression des récepteurs pour
'anaphylatoxine C5a présents a la surface des cellules immunitaires (Nelson et al., 1987). Le
Cba est un puissant agent chimiotactique pour les neutrophiles, mais aussi pour les
monocytes. Quand le C5a est relaché au niveau du tissu agressé, cela provoque la libération
d’histamine par les mastocytes et la libération d’enzymes hydrolitiques par les neutrophiles et
favorise la phagocytose. Les propriétés de I'anaphylatoxine peuvent étre partiellement
inhibées apreés le clivage de l'arginine carboxy-terminal par une carboxypeptidase sérique.
L’anaphylatoxine C5a exerce ses effets biologiques par liaison a un récepteur spécifique, le
ChaR, présents a la surface des polynucléaires et des monocytes (Haeney, 1998).
L’activation de la cascade du complément suite a la brllure est probablement le facteur

primaire dans la régulation négative des récepteurs C5a (Nelson et al., 1987).

L'immunité innée a été longtemps considérée comme un systéeme capable de fournir une
défense rapide antimicrobienne et incompléte jusqu’a ce que la réponse immunitaire
adaptative plus lente soit mise en place. |l est maintenant admis que I'immunité innée peut
avoir un réle plus spécifique et synergique dans la détermination des antigénes auxquels le
systéme immunitaire adaptatif donne par la suite sa réponse (Fearon & Locksley, 1996).

L'immunité innée implique plusieurs types de cellules tels que les neutrophiles, les

11



eosinophiles, les monocytes et les cellules dendritiques afin d’assurer la premiére ligne de

défense de I'organisme.

Les neutrophiles sont des cellules qu’on trouve en grand nombre dans la circulation sanguine
pendant une infection. lls possédent la capacité de répondre rapidement aux différents
stimulateurs chimiotactiques. Les neutrophiles contiennent dans le cytoplasme des granules
qui jouent un réle fondamental dans la phagocytose. Pendant la phagocytose, la membrane
du neutrophile englobe la particule étrangére qui peut étre recouverte d'anticorps ou de
composantes du systéme du complément et la vacuole va se former (phagosome) (Revillard,
1995). La phagocytose est un processus d’ingestion de particule étrangére par l'invagination
de la membrane plasmique et elle se produit lorsque les pathogénes se lient aux récepteurs
a la surface des phagocytes. Cette étape induit le changement de la structure
tridimensionnelle en induisant I'inclusion pathogéne dans la cellule. Chaque cellule comporte
un compartiment de phagocytose (phagosome), dans lequel la particule phagocytée est
stockée. Ensuite, il y a une fusion cellulaire avec un lysosome pour former un phagolysosome.
Dans ce phagolysosome les enzymes contenues dans les granules se déversent pour
s'attaquer au pathogéne. Ces enzymes possédent I'action bactéricide et digestive pour
éliminer la particule étrangére (Revillard, 1995). Les neutrophiles sécretent aussi les
chimiokines qui sont responsables de l'attraction des autres cellules immunitaires au site
d’infection. Selon le type de stimulation, les neutrophiles peuvent produire de I'lL-1, du TNF-
a, de I'lL-8. L'interleukine 1 affecte presque tous les types cellulaires (Griswold, 1993). Le
facteur de nécrose tumorale alpha permet d'initier une cascade d'événements qui sont
responsables de recrutement ainsi que de l'activation de cellules inflammatoires grace a
'expression des molécules d’adhésion sur I'endothélium et par la production de médiateurs
inflammatoires tels que les prostaglandines (PGE2) (Revillard, 1995). L'interleukine 8
(CXCLS8) est une chimiokine produite par les neutrophiles qui induit chez ces cellules un

changement de forme ainsi que la migration et la dégranulation (Baggiolini et al., 1994).

Chez les patients brllés, on observe un déséquilibre important au niveau de la réponse
immunitaire non spécifique causée par la perturbation de la fonction des neutrophiles. Il s’agit
d’une augmentation forte et rapide du nombre de neutrophiles dans la circulation sanguine
suite a la bralure sévere (Griswold, 1993). On observe aussi la modification des récepteurs a
la surface des neutrophiles pour les molécules chimioattractrices ce qui résulte 'augmentation
d’adhérence endothéliale de ces cellules bien avant d’arriver dans la plaie de la br(lure. De

plus, on observe la formation d’'amas de cellules et I'obstruction de vaisseaux sanguins ce qui
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va générer une diminution de la quantité de neutrophiles disponibles pour la défense
immunitaire non spécifique (Griswold, 1993). Il a été démontré qu'’il y a une perturbation de la
fonction de neutrophiles périphériques du sang non seulement juste apres la brilure, mais
aussi plusieurs mois aprés ce traumatisme (Griswold, 1993). Au moment d'une brdlure
seévere, il a été observé une augmentation significative de I'activité hydrolytique des enzymes
de neutrophiles qui est suivie par la diminution de cette activité. Cet état rend les neutrophiles
inaptes a éliminer les organismes phagocytés (Griswold, 1993). Des études ont démontré que
les neutrophiles ont la capacité de produire une variété de cytokines suite a la brdlure. Les
médiateurs lipidiques produits par les neutrophiles sont issus du métabolisme de l'acide
arachidonique provenant des membranes cellulaires. C'est grace a lenzyme la
phospholipase A2 (PLA2) qui est activée via la stimulation par le TNFa, que les acides gras
de la membrane plasmique sont transformés en prostaglandines et d’autres composés
lipidiques (Revillard, 1995). Ces composés sont chimiotactiques pour les neutrophiles et les
macrophages, et induisent 'augmentation de la dilatation des vaisseaux ainsi que leur
perméabilité pour faciliter 'arrivée des leucocytes sur le site de l'inflammation (Revillard,
1995). La voie métabolique de la COX (cyclo-oxygénase inductible) aboutit a la formation de
PGE2 et de thromboxanes (TXA2) (St-Onge et al., 2007). Il a été constaté que les
neutrophiles de souris saines expriment un faible taux de protéine COX, tandis que chez les
souris brdlées I'expression de COX a d’abord significativement augmenté aprés 4 heures
suivant la brdlure. Ensuit, il y a une diminution significative de I'expression de cette protéine
COX 36 heures plus tard suivant la bralure. Compte tenu des effets immunomodulateurs de
la PGE2, soit l'inhibition de la production d’anions superoxydes, la dégranulation et la
synthése de cytokines, la diminution de I'expression de protéine COX dans le neutrophile a

pour la conséquence l'effet d'immunosuppresseur suite a la bralure (He et al., 2001).

Dans d’autres études sur les fonctions de neutrophiles, il a été observé que I'expression des
récepteurs du complément de surface pour C3b (CR1) et CBbi (CR3) a été significativement
augmentée pendant les 10 premiers jours suivant la brdlure, tandis que I'expression du
récepteur Fc lll (FcRIIl) a été fortement diminuée (Bjerknes et al., 1990). Ces récepteurs Fc
sont des protéines membranaires qui reconnaissent la portion Fc des anticorps (Revillard,
1995). Les récepteurs CR1 et CR3 sont impliqués dans l'attachement et lingestion de
particules opsonisées de molécules du complément (Revillard, 1995). La capacité de
phagocytose des neutrophiles a été augmentée juste apres la brdlure, tandis que l'ingestion
de pathogene ainsi que la cinétique de l'acidification phagolysosomale ont été diminués au

cours des 20 premiers jours suivant la brQlure. De plus, la production du peroxyde par les
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neutrophiles a été diminuée progressivement au cours des deux premiéres semaines. Les
résultats montrent des altérations métaboliques et fonctionnelles significatives chez les
neutrophiles des patients brilés menant a des complications infectieuses suite a la brilure

sévére (Bjerknes et al., 1990).

Les éosinophiles représentent 1 % a 3 % des globules blancs en circulation sanguine. Leur
role principal est de s'attaquer aux parasites sans les phagocyter. Les éosinophiles sont trés
importants dans la défense contre les infections parasitaires (Revillard, 1995). Il contient des
granules qui sont déversés sur les parasites pour les détruire. Ces cellules immunitaires non
spécifiques jouent un réle important également pendant l'inflammation allergique. Les
éosinophiles modulent les réactions d’hypersensibilité en dégradant des médiateurs libérés
par les mastocytes, tels que les leucotriénes, 'héparine et 'histamine. A la surface de leur
membrane on trouve des récepteurs pour ces molécules qui possédent des effets vasoactives
capables augmenter la perméabilité vasculaire (Revillard, 1995). Chez les patients gravement
bralés, il a été observé un afflux important des éosinophiles dans les tissus brdlés par I'action
de chimiokines tel que I'IL-8. Ces chimiokines recrutent par la suite les monocytes et les
macrophages qui vont produire des cytokines pro-inflammatoires (Weber-Matthiesen &
Sterry, 1990).

Les monocytes sont des leucocytes les plus grands de tous les monocytes. lIs circulent dans
le sang et quand ils quittent la circulation sanguine, ils évoluent en différents types cellulaires
tels que les macrophages dans le tissu ou les ostéoclastes dans l'os ou encore les
microgliocytes dans le systéme nerveux central (Griswold, 1993). Chez les grands brdlés, il a
éte observé que les fonctions des monocytes et des macrophages sont fortement perturbées.
Il a été démontré chez les patients brllés que la perturbation énergétique de cellules
mononucléaires sanguines pourrait contribuer a la dérégulation de la réponse immunitaire
(Yarovinsky et al., 2005). Le récepteur CD14 est un marqueur spécifique des monocytes et il
existe soit sous une forme soluble, soit sous une forme ancrée a la membrane directement
sur les phospholipides membranaires (Yin et al., 2014). Ce récepteur CD14 est un
corécepteur qui interagit avec TLR4 pour transmettre le signal a travers la membrane pour
activer la voie de signalisation, a été fortement diminué aprés la brilure sévere, accompagnée
par 'augmentation de CD14 libre dans le sérum de patients brilés (Weber-Matthiesen &
Sterry, 1990). Dans une étude antérieure, il a été démontré que les monocytes

circulants CD11b+ ont été significativement augmentés 24 heures aprés la brilure avec une
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augmentation de I'expression de TLR-2. Le niveau élevé des signaux de danger (DAMPs)

circulant est en partie responsable de I'activation des monocytes (Rani et al., 2017).

Les macrophages se différencient a partir des monocytes. Les macrophages et les
mastocytes sont les premieres cellules activées par des signaux de dangers et ils sont ensuite
attirés vers le lieu d’inflammation par le chimiotactisme. Elles s'activent par les signaux
dérivés des cellules endommagées par I'apoptose ou par la nécrose ou elles s’activent
également par la reconnaissance de la présence de DAMP ou de motifs pathogénique
(PAMP) ou par les anaphylatoxines C3a et C5a. Parmi des signaux d’'appel, on compte
également des produits libérés par les cellules déja présentes au site d’'inflammation telles
que I'histamine libérée par les granulocytes et les mastocytes et aussi des chimiokines et des

cytokines libérées par des macrophages (Schwacha, 2003).

Les brllures entrainent des altérations de la fonction des macrophages. L’activation de
protéine kinase C (PKC) est une étape essentielle dans l'ingestion de particules opsonisées
par le macrophage (Revillard, 1995). Il a été démontré chez les souris brllées qu'il y a une
augmentation de 2 fois de la production de superoxyde par les macrophages. En revanche,
I'activité de la protéine kinase C et la phosphorylation des protéines n’ont pas été modifiées
suite a la brdlure (Schwacha, 2003). Ces résultats indiquent que I'amélioration du
meétabolisme oxydatif des macrophages suite a la brllure est indépendante des changements

de l'activité de protéine kinase C (Schwacha, 2003).

Il a été également démontré que les macrophages élaborent spontanément des GM-CFC, car
ils ont fortement augmenté aprés la bralure. Il est probable que la PGEZ2, un régulateur négatif
de la croissance des macrophages granulocytaires, soit largement responsable de cet effet

suppressif (Gamelli et al., 1994).

Les cellules NK ou les cellules tueuses naturelles sont des cellules de 'immunité innée et font
partie de la premiére ligne de défense de I'organisme. Ce sont des lymphocytes de grande
taille dont le cytoplasme contient des granules. Ces cellules immunitaires sont capables de
détruire spontanément, sans reconnaissance spécifique, des cellules infectées ou des
cellules cancéreuses par la lyse qui s’effectue par une synapse immunologique. Les cellules
NK ne sont pas capables d’adhérer, de phagocyter et ne possedent pas des récepteurs pour
'antigéne, mais possedent des récepteurs pour I'INF-y, I'lL-1 et I'lL-2 (Revillard, 1995). Les
cellules NK ont également sur leur membrane des récepteurs activateurs qui portent des
séquences ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) ou des récepteurs

inhibiteurs qui portent des séquences ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif).
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Pour que la lyse de la cellule cible se produise, il est nécessaire que les signaux d’activation
surpassent les signaux d’inhibition. La cytokine libérée par les cellules NK est majoritairement
le TNF-B, responsable de I'activation des voies de I'apoptose cellulaire, et I'IFN-y qui active
par la suite des macrophages (Banchereau & Steinman, 1998). Il a été observé chez les
patients brdlés la diminution de I'activité cytotoxique des cellules NK (Boismenu et al., 1996).
Les patients gravement brilés ont une activité NK significativement diminuée pendant une

période de 40 jours suivant la brilure sévére (Blazar et al., 1986).

Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques qui présentent 'antigéne ou les
cellules présentatrices d’antigene (CPA). Ces cellules se trouvent entre les kératinocytes et
I'épiderme et elles sont responsables de la premiére défense immunitaire dans la peau
(Romani et al., 2012). L'antigene est d’abord reconnu par ces cellules grace au récepteur
CLR (C-type Lectin Receptor). Ensuite elles migrent vers les tissus lymphoides secondaires
pour présenter cet antigene aux lymphocytes T a l'aide de leur récepteur des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité CMH de classe Il (Romani et al., 2012). Chez les
patients bralés, il a été observé que les cellules de Langerhans ont une capacité réduite
d’induire l'activation des cellules T suite a la brllure. En revanche, le niveau d'expression de
différentes molécules de co-stimulation telles que le HLA-DR et le CMH de classe Il restent

constante dans les conditions brilées et non brilées (van den Berg et al., 2011).

Il a été observé chez les patients brdlés que les cellules mononuclées du sang périphérique
(PBMC) exprimaient TARNm spécifique de cytokine l'interleukine 6 (IL-6) in vivo a des taux
trés élevés, contrairement aux PBMC des donneurs sains (Schluter et al., 1991a). Il s'agit de
cellules NK et monocytes de 'immunité innée, mais on y compte également des cellules de
limmunité adaptative telles que les lymphocytes T et B (Weber-Matthiesen & Sterry, 1990).
Chez les patients survivants, le niveau de I'lL-6 a été maximal pendant les 3 premiers jours
aprés la brilure, qui est ensuite revenue a des valeurs normales. Chez les patients non-
survivants, les concentrations d’IL-6 ont augmenté de fagon permanent jusqu'a la mort
résultant d'une septicémie. Ces résultats suggerent que I'lL-6 est un médiateur potentiel de

la septicémie suite a la brllure sévere (Schluter et al., 1991a).

Le systéme d'immunité innée est capable de reconnaitre la structure commune conservée au
cours d’'évolution qui caractérise un groupe de certains pathogenes (Asehnoune et al., 2012).
La réponse immunitaire innée est induite par un signal de danger qui est émis suite &
l'interaction spécifique entre des récepteurs du soi PRR (Pattern Recognition Receptor) et

des molécules du non-soi PAMP présent au niveau des microorganismes qui sont un motif
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associé aux pathogénes. Le récepteur de reconnaissance de pathogéne peut étre composé
de LPS, le peptidoglycane, la lipoprotéine, ’ADN ou 'ARN bactérien (Asehnoune et al., 2012).
Les « Pattern Recognition Receptor » sont des groupes de récepteurs qui sont exprimés au
niveau de différentes cellules telles que les macrophages, les cellules dendritiques, les
polynucléaires, les mastocytes, les cellules NK, les cellules épithéliales et les fibroblastes.
Les génes de ce groupe de récepteurs ne sont pas polymorphes donc ils sont tous les mémes
au sein d'une espéce. La reconnaissance de ses motifs moléculaires par ces récepteurs
donne la possibilité au systéeme immunitaire de se différencier et par la suite discriminer les

agents infectieux (Janeway & Medzhitov, 2002).

Des études récentes ont montré que le systéme immunitaire inné posséde une spécificité
beaucoup plus importante qu'on ne le pensait auparavant et qu'il est trés étendu dans sa
capacité a distinguer entre les particules de soi et les agents pathogénes étrangers (Janeway
& Medzhitov, 2002). Cette capacité a distinguer le soi de non-soi est basée principalement
sur la présence d'une famille de récepteur qui est bien conservée au cours de I'évolution,
connue sous le nom de Toll-like récepteurs (TLR). Ces récepteurs jouent un réle clé dans la
défense immunitaire de I'héte contre les agents pathogénes envahissants (Beutler &
Rietschel, 2003). Les Toll-like récepteurs reconnaissent des motifs moléculaires associés aux
pathogenes tels que les LPS ou les PAMP ou le motif DAMPs. Les motifs moléculaires
associés au danger sont dérivés de composants cellulaires, y compris le noyau, la membrane
plasmique, le réticulum endoplasmique, la mitochondrie, le cytochrome C, I'ADN
mitochondrial et 'ATP (Krysko et al., 2011). Ces motifs moléculaires associés au danger sont
reconnus par nombre de types de récepteurs, y compris les TLR. L'activation de TLR stimule
le systéeme immunitaire inné et peut conduire a linflammation. lls appartiennent a la
superfamille des récepteurs de l'interleukine-1(IL-1R). Le Toll-like récepteur et I'lL-1R ont une
région conservée de 200 acides aminés dans leur queue cytoplasmique, appelée le
domaine Toll-IL-1R (TIR) (Slack et al., 2000). Dans ce domaine TIR, la région homologue
comprend les trois régions conservées qui sont essentielles pour la signalisation (Akira &
Takeda, 2004). A ce jour il a été identifié¢ 13 TLR chez I'humain et ils différent par la
reconnaissance de leurs ligands (Janeway, 2002). Les Toll-like récepteurs sont des
glycoprotéines membranaires intégrées de type | et ils sont exprimés par plusieurs types de
cellules immunitaires telles que les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques,
les cellules de Langerhans, les lymphocytes ainsi que les cellules endothéliales, les
kératinocytes et les fibroblastes (Chen & DiPietro, 2017) (voir Tableau 1). TLR1, 2, 4, 5, 6,

10 et 11 sont présentent a la surface de membrane cellulaire tandis que TLR3, 7, 8, 9, 12 et
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13 sont présentes a la membrane de compartiments intracellulaires tels que le réticulum
endoplasmique, I'endosome et le lysosome ou ils reconnaissent les acides nucléiques
microbiens (O'Neill et al., 2013). Les cellules qui expriment TLR stimulent I'activation des
voies de signalisation qui entrainent I'expression de génes impliqués dans la lutte
antimicrobienne ainsi que l'induction des génes de cytokines inflammatoires (Janeway &
Medzhitov, 2002).

Tableau 1 : Toll-like récepteur exprimé sur la cellule immunitaire (Chen & DiPietro, 2017).

TLR Type de cellule immunitaire

TLR1 macrophage, cellule dendritique, mastocytes, lymphocytes B, kératinocytes, fibroblastes

TLR2 neutrophile, macrophage, cellule dendritique, cellule de Langerhans, mastocytes, lymphocyte T,
lymphocyte B, kératinocyte, fibroblaste, cellule endothéliale

TLR3 cellule dendritique, cellule de Langerhans, mastocyte, lymphocyte T, lymphocyte B, kératinocyte,
fibroblaste

TLR4 neutrophile, macrophage, cellule de Langerhans, mastocyte, lymphocyte T, lymphocyte B,
kératinocyte, fibroblaste, cellule endothéliale

TLR5 neutrophile, macrophage, mastocyte, lymphocyte T, lymphocyte B, kératinocyte, fibroblaste

TLR6 neutrophile, mastocyte, lymphocyte B, keratinocyte, fibroblaste

TLR7 neutrophile, cellule dendritique, cellule de Langerhans, mastocyte, lymphocyte T, lymphocyte B,
fibroblaste,

TLR8 neutrophile, macrophage, cellule de Langerhans, mastocyte, lymphocyte T, lymphocyte B,
fibroblaste

TLR9 neutrophile, cellule dendritique, mastocyte, lymphocyte T, lymphocyte B, kératinocyte, fibroblaste

TLR10 neutrophile, lymphocyte B, fibroblaste

TLR11 inconnu

TLR12 inconnu

TLR13 macrophage, cellule dendritique,

Lors de la liaison du ligand, les TLR dimérisent et subissent un changement conformationnel
requis pour le recrutement de molécules de signalisation en aval (Akira & Takeda, 2004). La
stimulation du TLR facilite par la suite l'activation de deux voies de signalisation: la
voie MyD88 (myeldid differentiation primary-response protein 88) dépendante et Ila
voie MyD88 indépendante. La voie dépendante de MyD88 implique la phase précoce de
l'activation de NF-kB, ce qui conduit a la production de cytokines inflammatoires. La voie
indépendante de MyD88 active le facteur régulateur d’'interférons (IFN) et implique la phase
tardive de 'activation de NF-kB, ce qui conduit a la production de I'lFN- et a I'expression de
génes inductibles par I'lFN, le TNF-q, I'lL-1, I'lL-6, I'lL-8, I'lL-12 et aussi de la petite cytokine
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« Macrophage inflammatory protein 2 » (MIP-2) (CXCL2). (Akira & Takeda, 2004) (voir
Figure 4).

Une augmentation de la réactivité de TLR a été impliquée dans certains nombres d’aspects
immunopathologiques suite a la bralure sévere (Schwacha, 2003). Il a été également observé
que l'expression de récepteur TLR4 a la surface de CPA telles que les cellules dendritiques

a été significativement diminuée chez les patients brilés (Zhang & Schluesener, 2006).

Figure 4 : Le récepteur TLR4
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Stimulation du récepteur Toll-like (TLR4) facilite I’activation de deux voies : la voie MyD88
dépendante et la voie MyD88 indépendante (Akira & Takeda, 2004).

[l existe une autre famille de récepteurs de I'immunité innée impliquée dans la reconnaissance
de soi et de non-soi. Il s’agit de la famille de NOD-like récepteur exprimé par les cellules
épithéliales. Ces récepteurs possedent un domaine NOD (nucleotide oligomerization domain)

et sont localisés dans le cytoplasme. A ces jours, les récepteurs NOD les plus connus sont
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NOD1 et NOD2. Le NOD1 est capable de détecter les fragments de peptidoglycans issus de
bactéries Gram négatifs tandis que le récepteur NOD2 reconnait le muramyl dipeptide
provenant de bactéries Gram positifs et négatifs. Les deux récepteurs déclenchent I'activation
du facteur de transcription NF-kB dans le noyau ce qui méne a la production de médiateurs

pro-inflammatoires tels que des cytokines (Asehnoune et al., 2012).

La voie de signalisation canonique de NF-kB joue un réle trés important dans la réponse
inflammatoire. Les protéines NF-kB sont des activateurs transcriptionnels présents dans la

cellule sous forme de diméres. Les complexes de dimeéres retrouvés le plus souvent sont les
hétérodiméres p50 p65. En l'absence de signaux extracellulaires spécifiques, les

hétérodiméres de NF-kB sont retenus dans le cytoplasme sous une forme inactive par leur
interaction avec les molécules de la famille IkB. A la suite de stimulation de récepteur TLR,
par exemple par des cytokines telles qu’lL-1 ou TNF-a ou divers signaux de stress tels que la
bralure sévere, les molécules IkB sont phosphorylés par un complexe de kinase qui est
composé de trois sous-unités : deux sous-unités catalytiques (IKKa et IKKB) et une sous-unité
régulatrice NEMO-IKKy. Cette phosphorylation entraine l'ubiquitinylation des IkB puis leur
dégradation par le protéasome. Cet événement permet aux diméres NF-kB d’'étre transloquer
dans le noyau ou ils se fixent sur les promoteurs de leurs génes cibles (Asehnoune et al.,
2012) (voir Figure 5).

Suite au traumatisme par la brdlure sévére la régulation de facteur de transcription NF-kB
semble étre un événement crucial, car la présence de séquence d’activation a été observé
de ce facteur dans les promoteurs des genes pro-inflammatoires tels que le facteur TNFa,
FIL-1B, I'lL-6 et I'lL-8 a la suite de la bralure séveére (Asehnoune et al., 2012). La concentration
trés élevée des cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10 a également été observé suite
a la bralure sévere ce qui est probablement impliqué dans la diminution de l'activité de

certains facteurs de transcription tel que le NF-kB (Ozinsky et al., 2000).
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Figure 5 : Activation de la voie canonique de signalisation de NF-kB (Asehnoune et al., 2012)
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2.5.2 L’effet de la bralure sur la réponse spécifique

L'immunité spécifique ou adaptative est apparue il y a environ 500 millions d’années chez les
premiers vertébrés. La réponse spécifique est une réponse tardive qui est spécifique de
l'antigéne, car ses cellules telles que les lymphocytes portent un seul type de récepteur
capable de reconnaitre un déterminant antigénique (épitope). Elle repose sur une distinction
trés fine et spécifique du soi et du non-soi. Les cellules de 'immunité adaptatives sont les
lymphocytes B et T. lls sont responsables de I'immunité humorale et cellulaire. Les
lymphocytes B peuvent reconnaitre les épitopes dans leur forme native, par contre les
lymphocytes T reconnaissent les épitopes sous forme de peptides et a condition qu'ils soient
présentés par des molécules du CMH. Les cellules les plus efficaces pour la présentation

antigénique sont les cellules dendritiques (Revillard, 1995).

Les cellules dendritiques sont des phagocytes qui jouent le réle de cellules présentatrices
I'antigéne (CPA), c’'est-a-dire les cellules capables d’activer des cellules immunitaires naives.
Elles contrélent la fonction des lymphocytes B et T (Banchereau & Steinman, 1998). Les
cellules dendritiques sont trés importantes non seulement pour l'induction de la réponse
immunitaire primaire, mais elles jouent également un réle important dans la régulation de la

réponse médiée par les cellules T (Banchereau et al., 2000).
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Figure 6 : La cellule présentatrice antigéne (CPA) et la cellule T CD4+
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Les cellules dendritiques présentent I'antigéne spécifique aux cellules T CD4+ par leur
récepteur CMH Il au récepteur TCR présent sur la membrane de cellules T. Les cellules T
peuvent par la suite aussi activer les cellules dendritiques via la signalisation du ligand CD40
conduisant a une expression accrue de molécules de costimulations CD80-CD86 et de la
libération de cytokines (Sallusto & Lanzavecchia, 1994).

Les cellules T peuvent aussi a leur tour activer les cellules dendritiques via la signalisation
du ligand CD40. Ce ligand est par la suite responsable de l'activation d'expression de
molécules de costimulations CD80-CD86 et de la libération de cytokines telles que I'lL-1, le
TNF et I'lL-12 (Sallusto & Lanzavecchia, 1994) (voir Figure 6).

La maturation de cellules dendritiques est accompagnée par les modifications
morphologiques telles qu'une perte de structure adhésive, une réorganisation du
cytosquelette et l'acquisition d’'une motilité cellulaire élevée (Winzler et al., 1997). De
nombreux facteurs induisent et régulent la maturation de cellules dendritiques. Par exemple,
les molécules liées aux pathogénes telles que le LPS, 'ADN bactérien et I'ARN bicaténaire
(Larsen et al., 1990). Plusieurs molécules incluant le CD40, le TNF-R et I'lL-1R ont été
également identifi€es comme les activateurs de I'état de transition de cellules dendritiques
immatures vers I'état mature (voir Figure 7). Un autre facteur important dans la maturation
de cellules dendritiques est une balance entre les signaux pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires dans le micro-environnement local, y compris le TNF, I'IL-1, I'lL-6, I'lL-10, le

TGF-B et les prostaglandines (Banchereau et al., 2000).

22



Figure 7 : Les progénitures de cellules dendritiques

Les progénitures de cellules dendritiques se déplacent de la moelle osseuse vers les tissus
lymphoides. Les signaux de maturation ou de danger ainsi que des cytokines, GM-CSF sont
relachés dans le tissu endommagé (bralé). En captant ces signaux, les CD immatures se
transforment en CD matures. Une fois CD mature, elle posséde un récepteur MHC classe I
chargé par des peptides ainsi que les molécules de costimulation CD80 et CD86 pour pouvoir
interagir de fagon efficace avec les cellules T (Banchereau et al., 2000).

Les cellules dendritiques sont capables de présenter I'antigéne aux cellules T par les
molécules du CMH de classe | et de classe Il (Banchereau et al., 2000). La majorité des
antigénes reconnus par les cellules T sont des protéines qui doivent étre fragmentées avant
d’étre reconnues en association avec les molécules du CMH a la surface des cellules CPA.
Les cellules T cytotoxiques reconnaissent les peptides associés aux molécules du CMH de
classe I. Les cellules T auxiliaires reconnaissent les peptides associés aux molécules du CMH
de classe Il. Les molécules du CMH de classe | présentent des produits de dégradation de
protéines intracellulaires générés dans le cytosol. Tandis que les molécules du CMH de
classe |l présentent des fragments dérivés de protéines extracellulaires qui sont générés dans

un compartiment intracellulaire (Banchereau et al., 2000).

Il a été démontré dans un modeéle ex vivo de brllure de la peau humaine une altération des
fonctions de cellules dendritiques (van den Berg et al., 2011). Il a été également établi que la
capacité de migration et le niveau de molécules de costimulations de cellules dendritiques
dans la peau brilée ne sont pas affectés par la brilure par rapport a la peau saine (van den
Berg et al., 2011). Il a été observé que les cellules dendritiques sont activées en présence de
cellules nécrotiques, et ce méme en absence de pathogene (Gallucci et al., 1999). Cette
situation peut potentiellement se produire a la suite d’'une brdlure, car il a été établi, au site
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de la brillure et au niveau systémique, qu’il y a une augmentation importante de plusieurs
ligands du TLR4 (Okamura et al., 2001). Des travaux effectués dans notre laboratoire ont
permis de caractériser le réle des cellules dendritiques dans [linduction de [état
d’'immunosuppression suivant une brllure sévére (Patenaude et al., 2010). Ces résultats ont
démontré une apparition de tolérance chez les cellules dendritiques au 10¢ jour suivant la
bralure. L'état de tolérance est caractérisé par une diminution de la capacité des cellules
dendritiques a maturer a la suite de la stimulation par du TLR4 (Patenaude et al., 2010). Ces
résultats ont également démontré une baisse de I'expression et de 'activité intracellulaires du
TLR4, une diminution des marqueurs de maturation et une atténuation dans la production de
cytokines I'lL-12. L'interleukine 12 est essentielle a I'activation de lymphocyte Th1. Cet état
de tolérance est donc impliqué aux infections rencontrées a la suite d’'une brilure grave
(Patenaude et al., 2010). La réduction de l'activation des lymphocytes T par les cellules
dendritiques a partir de la peau bralée pourrait étre impliquée dans la suppression de la
réponse immunitaire adaptative observée chez les patients gravement bralés, entrainant ainsi
une septicémie et une défaillance d’organes multiples (van den Berg et al., 2011). L’altération
de la fonction de ces cellules suggére des hypothéses que ces cellules pourraient étre des
cibles thérapeutiques pour améliorer la régénération tissulaire ainsi que le traitement potentiel
contre I'effondrement du systéme immunitaire chez les patients gravement brialés (van den
Berg et al., 2011). |l a également été observé que des cellules dendritiques, suite a la brilure,
sécretent les facteurs tels que TGFB-1 qui sont responsables de la prolifération des cellules
impliquées dans la cicatrisation de la plaie brllée ce qui nous suggéere que les cellules
dendritiques pourraient étre la cible thérapeutique dans la guérison suite a la bralure (Vinish
et al., 2016). D’'autres travaux sur les cellules dendritiques ont démontré une augmentation
de I'expression de plusieurs TLR, 28 jours aprés la brilure. Chez les patients qui ont survécu
a une brdlure sévere, a été observé une augmentation de I'expression du TLR2 et TLR4 sur
les cellules dendritiques contrairement a I'expression du TLR9. Par contre, chez les patients
décédés suite a la brdlure il a été noté une faible expression du TLR2 sur les cellules
dendritiques et pas de différence significative dans I'expression du TLR4 et du TLR9 (Zhang
et al., 2016)

L'immunité humorale spécifique permet de distinguer les éléments étrangers et les éliminer
grace a la production d'anticorps spécifiques (Griswold, 1993). Ce sont uniquement des
lymphocytes B une fois différenciés en plasmocytes qui sont capables de produire des
anticorps. Les lymphocytes B sont des globules blancs qui font partie des leucocytes. Ces

cellules sont issues de progénitures hématopoiétiques et se différencient dans la moelle
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osseuse (Dubois et al., 1998). Il existe plusieurs types de cellules B : les cellules B naives,
les mémoires, les plasmocytes et les cellules B régulatrices. L’activation des lymphocytes B
qui sont responsables de la production des anticorps spécifiques en réponse a des antigénes
est le résultat d’interaction complexe et mutuelle entre les lymphocytes B avec des

macrophages ou des lymphocytes T.

Les anticorps sont des glycoprotéines de la famille des immunoglobulines, composées de
deux chaines lourdes (H) identiques et deux chaines légéres (L) identiques. Différentes
chaines lourdes déterminent des classes d'immunoglobulines. On décrit ainsi cing types de
chaines lourdes subdivisées en neuf sous-classes : IgA1, IgA2, IgG1, 1I9G2, 1gG3, 1gG4, IgD,
IgE et IgM (voir Figure 8).

Figure 8 : Les différentes sous-classes d’immunoglobuline

ANTIBODY CLASSIFICATION

lgG IgE .o gD o
ST N N
= o

igM
Disulfide \ »
bond X N\ 4 l
i ’ gA
3\. .‘,{,’-,
Joining — L5 R
chain e
< \
Joining Secretory
chain protein

La premiere étape de l'activation des lymphocytes B passe par la stimulation par I'antigene
qui se lie au récepteur spécifique BCR, présent a la surface membranaire de ces cellules. Par
la suite, il y a 'endocytose du pathogene pour étre digéré par les enzymes protéolytiques et
étre associé a la surface de lymphocyte B sur les molécules du CMH de classe Il (Janeway,
1992). La cellule B ira ensuite a son tour stimuler les cellules T collaboratrices par le récepteur
des cellules T (TCR) (Janeway, 1992). Les lymphocytes T une fois activés sécrétent les

cytokines et les interleukines spécifiques par exemple IIL-2, qui vont donner le signal
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d’activation nécessaire aux lymphocytes B. Cette activation stimule la prolifération et la
différenciation de lymphocytes B en plasmocyte qui sera capable de sécréter des anticorps
specifiques contre l'antigeéne de départ (Griswold, 1993). Au cours de cette phase de
différentiation, la réponse immunitaire est aussi mémorisée dans les lymphocytes B
mémoires, dont la durée de vie varie entre plusieurs mois jusqu'a plusieurs années, cette
durée dépend de la nature de signe d’activation (Janeway, 1992). C'est grace a cette capacité
de la mémorisation de la réponse immunitaire qu’on va pouvoir obtenir la réponse immunitaire
spécifique trés rapide lorsqu'une substance étrangére s'introduit de nouveau dans

I'organisme méme plusieurs années plus tard (Janeway, 1992).

La bralure sévére perturbe certaines fonctions des lymphocytes B telles que la sécrétion des
anticorps (Griswold, 1993). Chez les patients gravement brilés, on observe une diminution
importante d’immunoglobulines IgA, IgD, 1gG et IgM, une semaine aprés la bralure. A la fin
de la deuxieme semaine, les chercheurs ont observé le retour de niveau d'immunoglobulines
vers le normél. La perturbation et surtout la décroissance importantes de la production de
toutes les sous-classes d'lgG sont en partie responsables de la mortalité a cause de la
septicémie (O'Sullivan & O'Connor, 1997). Dans une étude antérieure, il a été observé chez
les patients brilés que I'activation des lymphocytes B est fortement diminuée, car I'expression
spontanée et induite de molécule CD23 par les cytokines (I'lL-2 et I'lL-4), qui est un marqueur
d’activation des lymphocytes B, a été significativement réduite au cours de la deuxiéme a la
cinquiéme semaine post-brllure comparativement aux donneurs sains (Schluter et al.,
1991b).

Au niveau de la réponse spécifique cellulaire, il existe deux populations de lymphocyte T : les
cellules T auxiliaires et les cellules T cytotoxiques, qui se distinguent par leur expression des
co-récepteurs CD4 et CD8. La réponse des lymphocytes T CD4+ est une réponse régulatrice
et la réponse T CD8+ est une réponse effectrice (O'Sullivan et al., 1995).

Les préecurseurs des lymphocytes T doivent subir lors de leur maturation des étapes de
différentiation et de sélection pour devenir les lymphocytes T fonctionnels. Ces étapes de
maturation des lymphocytes T se déroulent dans le thymus. La maturation implique la
régulation de I'expression de certaines protéines membranaires comme le TcR récepteur. Le
réle du thymus dans ces processus complexes est de préparer des cellules T pour étre
capables de reconnaitre les antigénes spécifiques et d'étre activées par ces antigénes
présentés par les molécules du CMH du soi. Les lymphocytes T auto réactifs sont éliminés

dans le thymus. Pendant les étapes de maturation, les cellules T subissent différentes étapes
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de contréle, les sélections négatives et positives selon I'expression des marqueurs de
surface. On décrit ainsi le stade double négatif (DN), le double positif (DP) et le simple-positif
(SP) (Savino & Dardenne, 2000). Le stade double négatif est caractérisé par 'absence des
marqueurs CD4+ et CD8+. La plupart de ces cellules n'expriment pas un récepteur TcR
fonctionnel. Les cellules non fonctionnelles sont par la suite éliminées par I'apoptose. Le stade
double-positif est caractérisé par une prolifération des cellules et le processus de
réarrangement de la chaine alpha du récepteur TcR. Il s’agit de processus qui contrélent et
arrétent la maturation des cellules T non fonctionnelles ou autoréactives qui peuvent étre
nocives pour l'organisme. Les cellules T sont par la suite sélectionnées en fonction de leur
capacité a reconnaitre le complexe des peptides qui sont présentés par les molécules du soi
exprimées a la surface des cellules corticales de thymus. Les cellules T qui ne sont pas
capables de reconnaitre ce complexe par son récepteur TcR sont par la suite éliminées par

I'apoptose par la voie mitochondriale (Vacchio & Ashwell, 2000).

Le récepteur TcR est un complexe d’hétérodimere de 8 protéines transmembranaires formé
par des chaines alpha béta (a / ) ou gamma-delta (y / ). Prés de 99 % des lymphocytes T
matures expriment un TcR o/ B tandis que seulement 1 % de cellules T sonty /& (Savino &
Dardenne, 2000). Ce récepteur attribue une propriété de reconnaitre des fragments
peptidiques antigéniques associés aux molécules CMH de fagon hautement spécifique
(Groux et al., 1996).

Les chaines a et 8 de ce récepteur sont responsables de la reconnaissance d'un antigéne
présenté par le complexe CMH. L'expression de molécules de costimulation CD4, CD8 et
CD28 renforce et stabilise linteraction entre la CPA et la cellule T. L'engagement et
I'activation du TcR récepteur déclenchent par la suite la phosphorylation des Immunoreceptor
Tyrosine-based Activtion Motifs (ITAMs) dans la partie cytoplasmique des chaines du CD3
(voir Figure 9). Ce récepteur une fois couplé au CD3 molécule, permet une signalisation qui
est responsable de [lactivation cellulaire. Ces motifs ITAMs, une fois phosphorylés,
déclenchent un recrutement des protéines nécessaires pour l'activation des voies de
signalisation de l'inositol triphosphate (IP3). Suite a cette activation du TcR, les cellules T
subissent l'activation intracellulaire de nombreuses voies de signalisation suivie par la
phosphorylation de protéines intracellulaires, I'activation de messagers secondaires, et par
conséquent I'activation des protéines MAPKs responsables de I'augmentation de lactivité
transcriptionnelle de nombreux facteurs de transcription, par exemple NF-kB et NF-AT (Kung
& Thomas, 1997).
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Les lymphocytes T matures s’installent dans les organes périphériques secondaires comme
la rate ou les ganglions lymphatiques. Quand les cellules T matures naives rencontrent une
cellule présentatrice antigéne activé, comme les cellules dendritiques, il y a une activation de
la réponse immunitaire adaptative. Cette activation est déclenchée suite a linteraction entre
le récepteur spécifique de cellule T, le récepteur TcR, avec le CMH. L’interaction est renforcée
par des signaux issus des molécules CD4 ou CD8 et par les molécules co-stimulatrices

comme le CD28 favorisant I'activation des cellules T (O'Sullivan et al., 1995) (voir Figure 10).

Figure 9 : Le récepteur TcR
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Le récepteur TcR présent a la surface de cellule T est un complexe de 8 protéines
transmembranaires. L’engagement du TcR déclenche la phosphorylation des ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) dans la partie cytoplasmique des chaines
du CD3 (Kung & Thomas, 1997).
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Figure 10 : La rencontre entre le lymphocyte T et la cellule présentatrice antigéne (CPA).
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Suite a cette rencontre il y a une activation de la réponse immunitaire adaptative qui est
déclenchée grace a I’activation spécifique entre le récepteur de cellule T, le récepteur TcR, avec
le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (O'Sullivan et al., 1995).

Une fois activés, les lymphocytes T CD4+ se différencient en différentes sous-populations de
lymphocyte T CD4+ de type Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 ou Trég (voir Figure 11). Cette
différentiation dépendra de plusieurs facteurs par exemple la nature et la concentration de
l'antigéne présenté, I'affinité du récepteur TcR pour I'antigene, des interactions entre des
molécules de costimulation et leurs corécepteurs ainsi que le type de cytokines libérées dans

le micro-environnement suite a ces événements complexes (Revillard, 1995).

Une prédominance de lymphocytes de type Th1 induit une augmentation des lymphocytes
cytotoxiques T CD8+ impliquée dans la réponse cellulaire. Les lymphocytes Th1 sont trés
efficaces dans I'élimination des bactéries, des virus et des parasites. Elles produisent de I'lFN-
y et de I'lL-2. La différenciation des lymphocytes CD4+ en type Th1 est en grande partie
induite par la cytokine I'lL -12 produit par des cellules dendritiques et des macrophages. La
liaison de I'lL-12 a la surface de lymphocyte T naive active la phosphorylation intracellulaire
de Signal Transducer and Activator of Transcription-4 (STAT4). Cette phosphorylation résulte
la stimulation de la production d’'INF-y. En revanche, la liaison de cytokine I'lL-4 & la surface
d’'un lymphocyte T naive active la voie de signalisation JAK1-STAT6 et favorise ainsi
l'activation de facteur de transcription GATA-3, favorisant le développement du type Th2
(O'Sullivan et al., 1995).
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Les lymphocytes de type Th2 sécrétent dans le micro-environnement des cytokines telles que
IL-4, I'L-5, I'IlL-9, T'IL-10 et I'lL-13. Ces cytokines activent par la suite des éosinophiles et des
mastocytes qui participent a I'élimination de pathogénies. Ces cytokines sont également
importantes pour le développement de la réponse humorale qui implique la synthese

d’anticorps spécifiques (Revillard, 1995).

Les lymphocytes de type Trég sont responsables de la suppression de l'activation des
lymphocytes T. Ces cellules co-expriment le facteur de transcription Foxp3. L'altération de la
fonction de lymphocytes T rég ou leur absence chez la souris s’est révélée trés néfaste, ce
qui a causé I'échappement ainsi que la surproduction des lymphocytes T auto réactive (Kim
et al., 2007). Ces cellules régulent la réponse immunitaire via divers mécanismes, tels que la

production des cytokines immunosuppressives I'lL-10 et TGF-B (Revillard, 1995).

Les lymphocytes de type Th17 sont de nature pro-inflammatoire. Les cellules Th17 sont des
producteurs preférentiels d'IL-6, IL-17A, IL-17F, IL-21 et IL-22. Ces cellules médient les
réponses défensives pour I'hote contre les agents pathogénes extracellulaires et elles sont
egalement impliquées dans de nombreuses maladies auto-immunitaires (Sasaki et al., 2011).
Selon les études les plus récentes, la réponse Th17 peut étre divisée en médiateurs précoces
et tardifs avec I'lL-6, I'lL-27 et le TGF-B régulant la différenciation initiale des lymphocytes T
naifs et  I'lL-23, I'lL-17 et I'lL-22 étant associés au phénotype de Th17 matures bien qu'il y
ait des cellules produisant que de I'lL-22 (Th22). (Sasaki et al., 2011) (voir Figure 11). L'IL-
22 est une interleukine unique, car elle n'agit pas sur les cellules immunitaires, mais
directement sur les cellules épithéliales. Elle est ainsi impliqguée dans la chimiotaxie, dans la
prolifération et la différenciation des cellules épithéliales et aussi dans I'expression peptidique
antimicrobienne pour prévenir I'invasion par les bactéries. Ce réle des cellules Th17 est trés
important, car les brllures sévéres induisent une atrophie et une apoptose de la muqueuse
intestinale, puis une perturbation de 'homéostasie des cellules épithéliales intestinales. Cette
fonction de barriere intestinale est rapidement altérée des 5 minutes aprés la brilure grave,
ce qui augmente le risque de translocation bactérienne et prédispose a la septicémie
(Magnotti & Deitch, 2005).

L’augmentation spécifique de certains groupes de cytokines suggere que le profil de ces
derniéres puisse fournir des cibles spécifiques pour des interventions thérapeutiques des
grands bralés (Sasaki et al., 2011).
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Figure 11 : Sous-types de lymphocytes T CD4+ matures.
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Lorsqu’une cellule T naive est stimulée par une CPA, la cellule s’active, prolifére et produit les
cytokines. Dépendant de la nature de I’'antigéne ainsi que de la force du signal recu, la cellule T
se développe en cellule de type Th1, Th2, Th17 ou T ré (Utsunomiya et al., 2001).

Plusieurs études ont démontré que la brlure sévére exerce un effet immunosuppresseur sur
la réponse adaptative. Cette immunosuppression semble avoir été associée a la fois a une
diminution du nombre de cellules T et a une paralysie au niveau de la cellule T individuelle

ainsi qu’a la perturbation de la fonction des cellules T (Wood et al., 1978).

Aprés la brllure sévere, il a été détecté l'infiltration importante par les lymphocytes T activés
au niveau de I'épiderme ainsi que du derme de la plaie agressée en détectant I'expression
ectopique de HLA-DR, ICAM-1 et CD36 qui sont les marqueurs moléculaires sur les
kératinocytes. Il a été également observé la synthése importante de certaines cytokines

inflammatoires telles que I'INF-y et TNF-a dans la plaie brllée (Bernabei et al., 1999).

Un aspect critique de la réponse immunitaire du patient suite a la brilure est liée a
I'hyperproduction de l'acide arachidonique et ses métabolites PGE2 et les leucotrienes qui
sont des immunomodulateurs importants (Schwacha et al., 1999). Il a été démontré que les
prostaglandines peuvent supprimer la fonction des lymphocytes T par linhibition de
cytokine IL-2 (Choudhry et al, 2002). Des études antérieures ont démontré que les
lymphocytes T chez les patients briilés sont plus sensibles a I'effet d’inhibiteur de PGE2. De
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plus, il a été démontré que les lymphocytes T CD8 sont plus sensibles aux effets inhibiteurs
de PGE2 que les lymphocytes T CD4 (Schwacha et al., 1999). La prostaglandine modifie
également les interactions entre les antigénes de CPA et des lymphocytes T en inhibant
I'expression du CMH de classe Il (Stephan et al., 1988). Cette dépression de I'expression du
CMH 1l contribue a la suppression de I'activation des lymphocytes T (Ayala et al., 1996).

L'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) assure la médiation de la plupart de ses effets
via l'activation des kinases telle que la protéine kinase C (PKC) qui conduit a la
phosphorylation des protéines intracellulaires. Les études ont démontré que le niveau de
AMPc via l'activation de PGE2 est élevé dans les cellules immunitaires suite a la bralure
sévere (Grbic et al., 1991). Il a été observé que cette altération de la sensibilité de AMPc
implique une activation dysfonctionnelle du PLC, ce qui entraine une diminution de la
génération de diacylglycérol (DAG) et réduit ainsi I'activation de PKC (Schwacha et al., 1999).
Parmi les autres effets de la bralure sur les lymphocytes T on peut observer 'augmentation
du stress oxydatif ainsi que la diminution de niveau de GSH dans le milieu intracellulaire. La
brllure est caractérisée par une carence de cystéine dans le milieu intracellulaire. L’entrée
de la cystéine dans la cellule est régulée par I'expression du systéeme de transporteur Xc qui
échange un glutamate pour une molécule de cystéine. Il s’agit d’'un systéme antiport des
acides aminés pour échanger L-cystéine du milieu extracellulaire avec L-glutamate du milieu
extracellulaire a travers d'une cellule. Ce systeme est essentiel pour la protection de la cellule
contre le stress oxydatif. Les travaux de notre laboratoire ont montré que la brilure sévére
est responsable de la perturbation significative du systéme de Xc transporteur pour la cystine
et le glutamate dans les lymphocytes T. |l a été observé 'augmentation importante de
I'expression de ce transporteur Xc dans les lymphocytes T suite a la brllure sévere,
probablement pour compenser la carence de cystéine dans le milieu intracellulaire (D'Elia et
al., 2009). Il a été également démontré dans notre laboratoire que I'effet de la bralure sévere
affecte 'homéostasie des lymphocytes T naifs ainsi qu’effecteurs. Dés le premier jour suivant
la bralure il a été observé une diminution importante du nombre de cellules T ainsi que
'augmentation de la capacité des lymphocytes T a proliférer et aussi une augmentation de
I'expression des cellules TCD4+ et TCD8+ naives. Toutes ces données nous suggéerent que
I'effet de la bralure a pour conséquence une surstimulation des fonctions effectrices des
lymphocytes T dans le but d'induire une réponse immunitaire qui compenserait cette perte de
cellules T (Patenaude et al., 2010). De plus, il a été démontré au jour 10 suivant la bralure
que les cellules T naives sont incapables d'induire une réponse immunitaire. Il a été

également observé que les cellules T naives activées étaient en apoptose suite a la bralure
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au jour 10 suivant la bralure (D'Elia et al., 2009). Par conséquent, on observe I'activation
suivie par 'immunosuppression chez les patients gravement brlés (Dalton, 2001). Cet état
peut entrainer un défaut de fonctionnement d'organes multiples ou une septicémie. Cela
pourrait étre di en partie a 'augmentation de la présence des cellules T-helper 2 (Th2) a
cause des niveaux tres élevés de TGF-B et d’IL-4 (O'Sullivan et al., 1995). Des études ont
confirmé que les brdlures graves induisent un changement significatif de la réponse des
cytokines dans la direction des lymphocytes Th2, car il y a une production importante des IL-
4. Le phénotype CD8+ est majoritairement présent par rapport de phénotype CD4+ (Zedler
et al., 1999).

Les interactions entre les lymphocytes T et les lymphocytes B sont fortement altérées suite a
la bralure. L'expression de marqueur CD23 a la surface des lymphocytes B qui sert de
récepteur pour le facteur de croissance des cellules B et participe a la présentation des
antigénes par les lymphocytes B aux lymphocytes T est fortement diminuée suite a la bralure.
Suite a cet événement, on observe la régulation positive de marqueur CD25 présent a la
surface des lymphocytes T pour maintenir la réactivité des lymphocytes T. Il a été noté que
I'expression de CD25, un marqueur d’activation des lymphocytes T, est fortement augmentée,
car CD25 est destiné a maintenir la réactivité des lymphocytes T face aux quantités réduites
d'IL-2 disponibles dans le microenvironnement (Schluter et al., 1991b). Malgré cette forte
activation des cellules T suite a la brilure, ces cellules ne parviennent pas a proliférer en
réponse aux stimulus mitogénes exogénes a cause de l'expression de récepteurs non

fonctionnels pour IL-2 sur les cellules T. (Schluter et al., 1991b).

Il a également été observé chez la souris que la brllure sévere est responsable de la
diminution de l'activation de lymphocytes Th1 en inhibant la transcription du géne I'lL-2 et
'expression du récepteur pour l'interleukine 2 (IL-2R) (Ferrara et al., 1989). Cette activation
incompléte cause I'anergie des lymphocytes T CD4+. Cet effet a aussi été démontré pour les
lymphocytes Th1 chez les patients brilés (Teodorczyk-Injeyan et al., 1986). Ainsi, la capacité
réduite de la production de IL-2 peut conduire a I'immunosuppression en raison d’'une
diminution d’expression clonale des lymphocytes Th1 suite a la brllure sévére (Teodorczyk-
Injeyan et al., 1986). L'interleukine 2 ajoutée de fagon exogene a des cultures de lymphocytes
augmente la prolifération des cellules provenant des patients survivants seulement. Un
complexe lipidique protéique (LPC) produit par la peau aprés la brilure est possiblement
responsable de linhibition de la réponse immunitaire in vivo ainsi que linhibition de la

croissance des lymphocytes T dépendants de I'lL-2 en culture (Sparkes, 1993). Une altération
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de la réponse de type Th1 contribue a rendre les patients brilés fortement susceptibles a

certains pathogenes (Utsunomiya et al., 2001).

Aprées la brilure, il a été observé une dépression précoce de I'activité effectrice de fonction
des lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Cette suppression précoce des CTL suite a la bralure
peut étre due a une diminution de la sous-population de T auxiliaire. Cette dépression est
mise en place dés le jour 3 suivant la brllure et revient a la normale a partir de jour 7 post-
brilures (Hunt et al, 1998). La réduction initiale peut étre lié¢e a une diminution des
lymphocytes T et peut persister jusqu'au jour 14. Cette réduction de la population CTL est
accompagnée par une augmentation de cytokine I'lL-5 et par une diminution de la production
d’'IL-2 ainsi que d’INF-y chez les patients brilés (Hunt et al., 1998). Dans une étude
antérieure, il a été également démontré que les altérations phénotypiques les plus frappantes
observées chez les patients brilés étaient une diminution du nombre et du pourcentage de
cellules T totales et de la sous-population de cellules T auxiliaires. Par contre, aucune
augmentation significative n'a été observée dans la sous-population de lymphocytes T
suppressives. Un ratio de lymphocytes T/CTL fait de 24 a 48 heures suivant la brilure pourrait
représenter un indice prédictif de décés et/ou de la septicémie. Ce résultat suggére que le
syndrome d’'immunodéficience suivant la brllure sévere est principalement caractérisée par
une diminution significative du nombre ou de la fonction des lymphocytes T qui sont les
productrices importantes de I'lL-2 (Antonacci et al., 1984). Le mécanisme par lequel ces
changements dans les cellules T se produisent pendant la brilure est probablement
multifactoriel et lié en partie aux changements induits par les cytokines, les facteurs de
croissance et les réponses hématopoiétiques (Rani & Schwacha, 2017). Des lymphocytes T
doubles négatifs sont probablement responsables de la répression de la réponse
inflammatoire précoce en supprimant la prolifération lymphocytaire. Elles sont également
impliquées dans la suppression myéloide via les cytokines Th2 ou par le recrutement de

cellules suppressives myéloides (Rani & Schwacha, 2017).

Il a été démontré une diminution importante de la capacité d’activation des lymphocytes T par
les cellules de Langerhans (van den Berg et al., 2011). Le niveau de l'expression de
différentes molécules de costimulation et de molécule CMH de classe |l reste constant dans
les conditions bralées et non bralées. En utilisant le modéle ex vivo de la peau humaine
bralée, il a été démontré que les cellules de Langerhans de la peau migrantes ont une
capacité de stimulation et de prolifération des lymphocytes T fortement réduite (van den Berg
et al., 2011).
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Il a été noté dans une étude chez les patients brilés que I'expression des genes impliqués
dans la réponse immunitaire est indirectement proportionnelle a la taille de la brilure. Les
petites brilures (TBSA<20 %) induisent une augmentation de I'expression des génes
mesures, tandis que de plus grandes brllures (TBSA>20 %) induisent une suppression de
'expression des genes impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire. Une plus
grande brQlure établit les conditions responsables de 'immunosuppression sévére par la
diminution de l'expression des génes clés impliqués dans les voies de signalisation
immunitaire telle que la voie de signalisation de facteur de transcription NF-kB. Les patients
avec plus de 20 % de TBSA ont montré une diminution de I'expression de chacune des voies
de signalisation NF-kB par rapport aux patients briilés de moins de 20 % TBSA (Moore et al.,
2007). La transcription des genes de I'lL-6 et I'lL-12 était significativement élevée chez les
patients brilés de moins de 20 % TBSA. Chez les patients avec plus de 20 % de TBSA,
I'expression de I'lL-6 et I'lL-12 était fortement diminuée (Moore et al., 2007).

Les anomalies des fonctions de la réponse immunitaire sont résumées sur la figure suivante

(voir Figure 12).

Figure 12: Le résumé de I'activation complexe du systéme immunitaire suite a I’agression
tissulaire (la brilure) et ses effets sur la réponse immunitaire innée, spécifique, la réponse
cellulaire et humorale (O'Sullivan & O'Connor, 1997)
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2.6 Projet d’étude

La majorité des études sur des cellules immunitaires et des cytokines inflammatoires
impliquées dans I'élaboration de la réponse immunitaire suite a la brdlure ont été effectuées
seulement dans la circulation sanguine. Peu des études ont été faites sur les cellules
immunitaires et cytokines potentiellement présentes immédiatement aprés la brilure dans le

tissu traumatisé.

Notre hypothése est que les cytokines inflammatoires au niveau de la plaie chez les brilés
se retrouvent dans la circulation sanguine et donnent ainsi la naissance au SRIS et par la

suite modifient la réponse immunitaire.
Nos objectifs de ce projet sont suivant :

1. Déterminer au niveau de la plaie des grands bralés les genes inflammatoires
exprimés ainsi que les chemokines et les cytokines

2. Evaluer la réponse inflammatoire en périphérie chez les grands bralés

3. Faire une analyse comparative des résultats des deux premiers objectifs pour
déterminer le site d'initiation du SRIS
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3 ARTICLE SCIENTIFIQUE

Contribution a I'article :

Pour ce projet, jai effectué les extractions des ARN ainsi que des protéines a partir de plaies
brilées issues de 6 patients. Ensuite, j’ai vérifié la qualité de tous les ARN par Expérion. Avec
des ARN totaux extraits de bonne qualité j'ai les faits transformer en ADNc et puis j'ai effectué le
RT PCR. J'ai également évalué les niveaux de 20 cytokines humaines dans les plasmas et 40
cytokines dans la peau de 6 patients en utilisant Quantibody Human Th17 Assay. Cette
experience a été réalisé avec la colaboration de Guillaume Ricaud, mon collégue de laboratoire.
Toutes les données jai analysées a l'aide du programme logiciel Graph Pad InStat. Sous la

surveillance de mon directeur de recherche Jacques Bernier, j'ai rédigé cet article.

Résumé de l'article en francais :

La peau représente I'une des premieres lignes de défense de I'organisme contre les pathogénes.
Les brllures séveres sont caractérisées par le syndrome de la réponse inflammatoire systémique
(SRIS). Cet état rend le patient vulnérable aux infections nosocomiales qui peuvent entrainer la
mort. L’objectif de notre étude est de déterminer les marqueurs qui identifient les cellules
immunitaires et le réseau de cytokines dans les tissus briilés. Les échantillons de la peau briilée
ont été obtenus chez des patients avec plus de 20 % de TBSA dans les 24 premiéres heures
apres leur admission a I'hdpital. Les ARN obtenus & partir des échantillons cutanés de 6 patients,
les profils d’expression génétique des cytokines inflammatoires et des chimiokines, ainsi que ceux
lies a limmunité innée et adaptative, ont été déterminés par RT Profiler PCR Assay. Ensuite, la
présence de cytokines inflammatoires a été déterminée en utilisant des puces a I'anticorps de 6
échantillons de protéines extraites de la peau brilée et comparées a celles trouvées dans le
plasma des patients br(lés et le plasma des donneurs sains. Nos résultats démontrent une
expression importante de plusieurs genes impliqués dans la modulation de limmunité
inflammatoire et dans l'induction de I'apoptose. Nous avons également observé I'expression de
plusieurs génes impliqués dans 'immunosuppression. L'analyse des cytokines dans le sang et
les cytokines dans la peau ont montré un fort profil inflammatoire. Les concentrations de certaines
cytokines sont treés élevées au niveau de la plaie par rapport au niveau systémique. Ces résultats

confirment notre hypothese que le développement du SRIS prend la naissance dans le site de
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I'agression tissulaire. Les populations cellulaires résidentes dans la peau initient cette réponse

inflammatoire.
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ABSTRACT

The skin represents one of the first lines of defense of the organism against pathogens. Severe
burns are characterized by the syndrome of the systemic inflammatory response (SRIS). This
condition makes the patient vulnerable to nosocomial infections that may lead to death. The
objective of our study is to determine markers that identify immune cells and cytokines network in
burn excised tissues. The excised burn skin sample were obtained form patient with more 20%
TBSA within first 24h after their admission in hospital. RNA obtained from the skin samples of 6
patients, the gene expression profiles of inflammatory cytokines and chemokines, as well as those
related to innate and adaptive immunity, were determined by RT Profiler PCR Array. At the same
time, the presence of inflammatory cytokines was determined using antibody microarrays from 6
samples of protein extracted from burning skin and compared to those found in the plasma of
burn patients and healthy donors. Our results demonstrate an important expression of several
genes involved in the modulation of inflammatory immunity and in the induction of apoptosis. We
have also observed the expression of several genes involved in immunosuppression. Cytokine
analysis in the blood and cytokine in the skin showed a strong inflammatory profile. The
concentration of some cytokines in very high at the wound level compared to the systemic level.
These results support the hypothesis that the development of SRIS takes the origin place at the

site of tissue aggression. Resident cell populations in the skin initiate this inflammatory response.

Keywords Debridement, Skin, burn injury, cytokines, SRIS, CARS, RT-profiler, Antibody array,

innate immune response, adaptive immune responds
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INTRODUCTION

Almost 85% of fatal deaths of survivors of severe burn trauma are attributed to septicemia or
multiple organ dysfunction syndrome (MODS). Burn-related trauma disrupts host defense
mechanisms against microorganisms. Immunosuppression that occurs just after the burn

increases the susceptibility to infections of common and opportunistic pathogens (1).

Burn injury cause very important hormonal, metabolic, circulatory and immunological disturbance
(1) (2). To reduce these later changes, particularly the immunosuppression, burn tissue is excised
early in the burn unit. Severe burn could induce of systemic inflammatory response syndrome
(SRIS) in the initial phase. It has been suggested that SRIS originate from the burn wound that
spill over to the periphery (3).

Several non-immune and immune cells present in the skin have the capacity to produce cytokines
after stimulation. Burn injured tissues can contain pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) of bacteria and damage-associated molecular patterns (DAMPs). Consequently,
injured tissue represents an environment favorable to the non-specific activation of several cell
types of the immune system such as keratinocytes, fibroblast endothelial cells and dendritic cells.
Dendritic cells are highly specialized antigen presenting cells. They play a critical role in the
development of an adequate response by T lymphocytes as well as in maintaining immune
tolerance. Studies have shown that dendritic cells are activated in the presence of necrotic cells
(4). This situation can occur after the burning trauma because an increase in several ligands of a
receptor expressed by dendritic cells, such as toll-like receptor-4 (TLR4), has been observed at
the burn site (5). TLR4 is expressed by dendritic cells as well as by macrophages and
keratinocytes (6). This receptor plays a crucial role in the initiation of innate immunity, in the
regulation of adaptive immunity and skin wound healing (1). Wound from TLR-4 deficient mice
shown a modification at the level of pro-inflammatory cytokines and in infiltrating cells. The
activation of TLR4 allowed the maturation and activation of dendritic cells and the link between

innate immune response and to activate the path of adaptive immunity (7).

This exaggerated inflammatory response triggers an overproduction of inflammatory cytokines
such as an interleukin-1 beta (IL-1a), alpha tumor necrosis factor (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6)

of immune cells. The aggravation of the SIRS led to a compensatory anti-inflammatory reaction
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(CARS). These mechanisms are potentially responsible for the state of immunosuppression of
the patients (1). The emergence of CARS is the second risk factor in the occurrence of septicemia,
as immune depression sets in, making the organism vulnerable to nosocomial infections. The

degree of immunosuppression increases with the severity of the burn (1).

It was demonstrated that wound exudates, isolated from eschars obtained11-21 days post-burn
injury contained low numbers of cytokines and a high amount chemokines and growth factors.
High to moderated concentration of IL-8, CCL2, CCL5 and CCL18 were observed. Since blister
fluid and wound exudate from burn superficial-partial thickness and burn deep partial thickness
have different outcomes of immune mediators or immune cells (2). It was suggested that
debridement decrease pro-inflammatory conditions and facilitating the healing recovery.
Presently, divergent studies have been publishing on the composition in either pro- or anti-
inflammatory cytokines in burn wound fluid. The concentrations of IL-1B, IL-8, MCP-1, TNF-q,
MIP-1a, and GM-CSF were more important in wound level than plasma when the systemic
complication occurs (3). Burn eschar can represent a source of PAMPs and DAMPs which can
stimulate immune response. It was established an association of burn patients whose eschar
and a reduction of pro-inflammatory cytokines at systemic level (4). Analysis of cultured human
epidermal keratinocyte of patients with severe burns showed hypo expressed genes (TNF, HLA-
E, Lyz, CCR6, CD86, HLA-A, IRF3, STAT3, TLR2, and IL18) and hyper expressed genes (IL8,
IL6, IL1A, SLC11A1, CD8A, IL1B, NOD2, CCR4) (5). These results cannot easy associated to
burn since keratinocytes were cultured in vitro before analysis. Thus, innate and adaptive immune

components present in excised tissues from burn wound remained elusive.

The objective of this project was to determine the expression of genes and proteins linked to
immune response present in excised tissues of human burn patients. It was demonstrated that
burn wound contained different zones based on the severity of tissue destruction. Early excision
was associated with a decrease of time wound closure and infection (3). Most studies on the
sequelae of severe burns on immune cells or cytokines have been focused on the cells or
cytokines circulating in the bloodstream (6). Few studies have addressed the immune cells
present at the site of burn, in the wound, although the elevation of systemic inflammatory cytokine

concentrations is attributed to them.
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1 MATERIALS AND METHODS

1.1 Biopsy of burn skin

Skin biopsy was obtained from patients who had a thermal burn on more than 15% TBSA in
CHUM hospital of Montreal. This was an exploratory study with the small number of patients. We
realised this project with 6 patients. The samples were taken in the first week following admission.
The damaged tissue was removed with a dermatome during surgery, up to the level of the deep
tissue, which allowed us to isolate cells from the dermis. The biopsies were made on the periphery
of the wound, allowing us to collect cells in the site of the burn and the cells at the peripheral level
of the wound. Samples were stored on ice until used or in -80°C in the freezer of our laboratory
until further processing. The protocol for this study was approved by Ethics Committee of

CRCHUM and written consent was obtained from the patient or closest relative.

1.2 Isolation of ARN and proteins

At first days, the burn skin was washed in cold PBS. Then the cells were grinded with liquid
nitrogen. Total ARN and total proteins were extracted using chloroform and then precipitated with
the Ambion PARIS KIT Protein and RNA Isolation system (Life technologies) following the
manufacturer’'s instructions. The RNA concentration was quantified with the Nanodrop1000
(Thermo Scientific), while purity and integrity were assessed using Experion RNA StdSens

Analysis Kit using the Experion™ automated Electrophoresis System (BIO-RAD).
RT? Profiler PCR Arrays

The total RNA was converted to cDNA using the First Standard kit (QIAGEN). Random primers
and reverse transcriptase already prepared in RT mix (RT First Standard kit QI AGEN) were used
for cDNA synthesis. We used 10 uL of RT mix for each sample. To establish the profile of
cytokines and immune cells present, the system RT Profiler PCR Array Human Innate and
Adaptive Immune Reponses (QIAGEN) was used. A pool was made with our samples by taking
50 uL of each and then taking 102 uL of pool of all samples to the new tube. cDNA was amplified
using Syber Green RT Mastermix (BIO-RAD) following the manufacturer's instructions.
Amplification of the cDNA was performed in a final volume of 25 uL for each of 96 wells. Cycling
conditions were 95°C for 20 s, 95°C 15 s, and 60°C for 60 s and the optimum cycle was 40 cycles

for amplification. Gene expression was quantified using Bio-Rad CFX manager software.
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Standardization was performed with GAPDH as the endogenous control and the expression levels
of the genes of interest were normalized to reference genes. This system allowed us to determiner
the expression of more than 84 genes involved in the Th17 response and inflammation as well as
expression of molecules involved in the anti-bacterial defense and septic shock, including

chemokines, interleukins, growth factors as well as receptors for these molecules.

1.3 Quantibody Array

An antibody-based cytokine array (Quantibody Human Th17 Array 1, Ray Biotech, Inc.) was used
to detect 20 cytokines simultaneously in serum of patients with severe burn injury (n=6) as well
as in serum of healthy donors (n=6). Another array (Human Inflammation Array Q3, Ray Biotech,
Inc.) was used to detect 40 cytokines simultaneously in the skin of patients with severe burn injury
(n=6). The array system utilized the multiplexed sandwich ELISA-based technology to
quantitatively measure the concentration of human cytokines. An equal amount of sample diluent
was added into each well and incubated for 30 minutes to block slides. Then multiple cytokine-
specific capture antibodies together with the positive controls were arrayed onto the glass support
in quadruplicate. After incubation for 2h with gentle shaking, the diluted serum samples were
incubated with the second biotinlabeled specific detection antibody to recognize a different
isotope of the target cytokine. The streptavidin-labeled Cy3 equivalent dye was added to incubate
in dark room for 1h, and the signals were subsequently visualized using a laser scanner. Data
extraction was done using microarray analysis software GenePix laser scanner (Toronto,
Canada), and Quantibody Q-Analyzer software (Ray Biotech, Inc.) was used for quantitative data

analyse. By comparing signals from positive controls, the cytokine concentration was determined.

1.4 Statistic analysis

All data are expressed as mean + standard error of the mean. Exception for a pool of plasma
because we performed a single pool only. Data were analyzed by using Graph Pad InStat

software program. A value of p < .05 was considered statistically significant.
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2 RESULTS

Six male patients were included in our study with an average age of 55 years (38 +- 22) and an
average TBSA of 44% (44 +-20.7%). Burn skin excision were performed on the day following

their admission in burn center. All sample were kept in -800C before analysis.

We have used RT2 Profiler PCR Arrays for human innate and adaptive Immune Reponses to
determine which genes were predominantly expressed in burn excised tissue. Analyse of our
results shown an important expression of different genes involved in the modulation of
inflammatory immunity and innate and adaptive immunity. Results presented in the form of a
graph representing the relative value of expression of most significantly expressed genes as
compared to the mean of expression of reference genes namely, GADPH, B2-microglobulin and
actin B. Regarding innate immunity, pattern recognition receptors were largely expressed
(Figure 1) particularly TLR-4 expression. Adaptive immunity genes were also expressed in
excised tissues. Genes expressed by T cell (CD4, CD8, CCR4, CCR6) (Figure 1), T-cell activation
genes (CD80, CD86, SLC11a) (Figure 1) and T cell transcription factors (GATA3, FoxP3, RORC)
(Figure 2). Cytokines such as IL-1a, IL-1b, IL-18, TNFa and IL-8 were also expressed in live cells
present in excised tissues (Figure 3). TRAF-6, NLRP3, and IRF3 genes involved in signaling
pathways of innate immunity were also expressed (Figure 3). Several of genes of innate immune
system were highly expressed such as SLC11a1, and IRF3. Gene controlling inflammatory
response such TRAFG6 involved in TNF and IL-1 signaling, RORC implicated in IL-17 production
were also upregulated. Interestingly, FoxP3 gene which is mainly expressed in CD4+ Treg cells
was also strongly expressed demonstrating that both inflammatory response and counter

inflammatory response were present in excised tissues early as one day following the burn injury.

PARIS kit used for RNA isolation gives to us the opportunity to isolate in the same sample
native protein. From protein isolated, we have quantified cytokines in the sample.
Inflammatory cytokines including IL-6, TNF and IL-17A were elevated in patients’
samples. Interestingly, IL-15 and IL-16, two interleukins with chemoattractant propriety
and involved in the modulation of T cells were also ihcreased. Some interleukin like IL-2

and IL-11 were extremely variable with a level of 10 to 2000 pg/100 ug protein. Cytokines
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such as G-CSF, GM-CSF and M-CSF involved in monocytes and granulocytes division

or activation were present at low concentration.

Next, we have evaluated the presence of chemoattractant factors. CXC chemokine family
involved in lymphocyte was increased (Figure 3). High concentration of CXCL9 was
noted. This CXC chemokine is specific to T cells. CL13 which are involved in B cells
recruitment was also increased but less extent. Chemokine sharing C-C motif were
differently expressed in excised tissue. Only CCL2 and CCL5, which have chemotactic
activity for T cells and to a less extent to monocytes or basophil were markedly raised.
Surprisingly, CCL3, CCL4, CCL11, CCL15 and CCL24, which are involved in PMN
recruitment are present low concentration. High concentration of ICAM-1, an adhesion
molecule expressed by endothelial cells and immune cells was present in sample of
excised tissues (10 000 pg/100 ug of protein). As expected, TIMP-1 and TIMP-2, two

metalloproteinases inhibitors were expressed at high levels.
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Figure 1 : Receptors genes of Human Innate & Adaptive Response. RT Profiler PCR Array Human
Inflammatory Cytokines & Receptors & Chemokines. The RNA purified from biopsy of the frozen
human burned skin from 6 patients underwent the Reverse Transcription and then the POOL (cDNA
cluster of each sample). Then transfer the samples into 96 wells of PCR patch kit (QIAGEN).
Expression of genes with inflammatory profile and induction of apoptosis (RT-PCR). Results are
presented as mean value * SEM of two independent experiments (n=6 patients/group).
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Figure 2. Intracellular proteins genes involved in Human Innate & Adaptive Response. RT Profiler
PCR Array Human Inflammatory Cytokines & Receptors & Chemokines. The RNA purified from
biopsy of the frozen human burned skin from 6 patients underwent the Reverse Transcription and
then the POOL (cDNA cluster of each sample). Then transfer the samples into 96 wells of PCR patch
kit (QIAGEN). Expression of genes with inflammatory profile and induction of apoptosis (RT-PCR).
Results are presented as mean value £ SEM of two independent experiments (n=6 patients/group).
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Figure 3. Cytokines and chemokines genes involved in Human Innate & Adaptive Response. RT
Profiler PCR Array Human Inflammatory Cytokines & Receptors & Chemokines. The RNA purified
from biopsy of the frozen human burned skin from 6 patients underwent the Reverse Transcription
and then the POOL (cDNA cluster of each sample). Then transfer the samples into 96 wells of PCR
patch kit (QIAGEN). Expression of genes with inflammatory profile and induction of apoptosis (RT-
PCR). Results are presented as mean value * SEM of two independent experiments (n=6
patients/group).
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Figure 4. Cytokines profile from excised tissues after burn injury. The presence of inflammatory
cytokines was determined by using antibody microarrays from protein samples of the skin as well
as from the plasma of burned patients. Then the results of each concentration of proteins were
compared to those found in the patient plasma. The commercial kit Quantibody Human Th17 Array
1(Ray Biotech, Inc.) was used. Data are represented as the mean value * SEM (n= 6 patients/group).
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Figure 5. Chemokines profile from excised tissues after burn injury. The presence of inflammatory
cytokines was determined by using antibody microarrays from protein samples of the skin as well
as from the plasma of burned patients. Then the results of each concentration of proteins were
compared to those found in the patient plasma. The commercial kit Quantibody Human Th17 Array
1(Ray Biotech, Inc.) was used. Data are represented as the mean value +* SEM (n= 6 patients/group).
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3 DISCUSSION

Over the past 30 years, numerous studies have shown the importance of the epidermis as an
immune organ (2). Our results shown of burn tissues excised within 24 hours after injury
contained a complex inflammatory immune network. The immune cells in the skin are distributed
on both sides of the basal membrane and participate in the defense against pathogens through
antigen-presenting cells (5). In burn wound, zone of coagulation contained necrotic cells
associated with denatured and degraded proteins (7). These later zones contained numerous
DAMPs and PAMPs which can stimulate TLR and upregulation of their expression in bearing cells
such as macrophages, dendritic cells and Langerhans cells (8) (9). The stimulation of these
receptors by microbial products lead to the activation of signaling pathways and the induction of
several genes involved in antimicrobial control as well as the induction of inflammatory cytokine
genes (33). It was also observed that dendritic cells are activated in the presence of necrotic cells
in the absence of a pathogen (34). Although the majority of TLR were expressed, TLR4 and TLR6
were highly expressed in burn excised skin (Figure 1). Around coagulation zone, a region with
predominance of hypoxia and ischemia can also activate innate immune response. Since several
cell can also dead by necrosis, it is not surprising that the excised tissues high expression of
lysozyme (Figure 1). Our results demonstrated the presence of several immune cells confirming
a rapid mobilization of immune response to burn wound. In ischemic zone of burn wound, cells

dead by apoptosis and also by necrosis causing an exacerbation of inflammatory response.

Our genes expression analysis on excised burn tissue point out that either innate immunity and
adaptive immunity genes were expressed (Figure1-3). Innate immunity exemplified by pattern
recognition receptors, cytokines production such as IL-8, IL-6 CCL5 and IL-18 and several
signaling molecules (MYD88, NF-kB STAT1 and TRAF6). Innate immune response cells in skin
involve keratinocytes, dendritic cells, neutrophils and natural killer cells, yd T cells and innate
lymphoid cells (10). Keratinocytes which expresses TLRs and secrete several cytokines (IL-1b,
IL-6, IL-10, IL-18) can contribute to the early inflammatory response. Important level of CD80 and
CD86 suggests that DCs and Langerhans cells were activated (11). Important concentration of
IL-6, TNFa and IL-1 associated with the expression of IL-8 demonstrated an acute inflammatory

response and the mobilization of immune cells to infiltrate the wound.
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Surprisingly, adaptive immune response genes analysis showed that several marker of Th
subsets were expressed. Th1 markers including CCR5, CD80, IL18, IL-2 INFy and SAT4 were
expressed demonstrating the inflammatory conditions. Th17 markers were also present such as
IL-17A, CCR6, RORC and SAT3. Associated with these Th cells makers governing the
inflammatory response, several genes of T cells activation were also expressed such as CD80,
CD86 and SLC11A1. Although the inflammatory genes were well expressed, the count
inflammatory response was also well established. Indeed, Treg markers CCR4, CCR8, FoxP3
and IL-10 are well expressed suggesting the presence of these cells in the excised tissue. We
observed very high levels of many inflammatory cytokines in the skin just after the burn injury.
These cytokines are BLC which is a chemokine attractor of B-cells and plays a very important
role in activation of B cells function. We also observed high level of interleukin 15, a stimulator of
neutrophil produced by keratinocytes as well as Langerhans cells of the skin. Our results have
shown also high production of cytokines MCP-1 and RANTES which are the stimulators of
monocytes, basophiles and eosinophils produced by Langerhans cells in the skin (Figure 4, 5).
The keratinocytes present in the skin can secrete a wide variety of cytokines and can express
class Il antigens on their surface, so that they are able to amplify the epidermal immune
mechanisms. In the burned patients, the perturbation of the secretion of these cytokines can be
observed (12). Recently, a new class of T-helper cells, called Th-17, was found to secrete the
pro-inflammatory cytokines IL-17 and IL-22. Th-17 response also involves other cytokines, such
as IL-6, which has been shown to be associated with inflammation induced by burning. Th17 cells
are preferential producers of IL-6, IL-17A, IL-17F, IL-21 and IL-22. These cells mediate
inflammatory responses at skin level, particularly against extracellular pathogens (13). Studies in
some experimental models suggest a role for IL-17 in the recruitment of immune cells, such as
neutrophils and monocytes, and infection control (14). But still more research needs to be done
about this topic because the relationship exact between Th-17 response and post-burn

inflammation is not very well known (13).

Our results of PCR have also shown a strong expression of some genes implicated in repression
of inflammation such as Forkhead box P3 which is the transcription factor of lymphocytes T
regulators responsible of decrease of lymphocytes Th1 (Figure 2). We also noted a high level of
GATA binding protein3, markers of lymphocytes Th2 as well as endothelial cells, which produce
interleukin 10 able to decrease inflammatory reaction (Figure 2). High levels of expressions of

gene encoded protein tyrosine kinase 2 was also observed (Figure 2). This protein is implicated
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in the modulation of the signaling pathway following the activation of receptor TCR of T
lymphocytes. But we can't say whether this signaling pathway subsequently polarizes T
lymphocytes towards the Th1-type inflammatory response or the Th2-type anti-inflammatory
response. But overall these results suggest the development of anti-inflammatory response early

after burn.

In our results, we also observed important concentration of TIMP-1 and TIMP-2 which are the
tissues inhibitors of metalloproteinase and they are responsible for decreasing of proliferation of
endothelium of cells of the skin as well as an extra cells matrix (Figure 5). A high level of ICAM-
1 was also noted. Increase of ICAM-1 was associated with several pathology and can represent
an important mechanism by which lymphocyte such of T cells become localized at the site of
wound. ICAM-1 can also be expressed in soluble form which can act as antagonist of membrane
form, inhibiting the leukocyte adhesion to endothelial cells. Importantly, ICAM-1 null mice showed
a delayed wound repair and a decrease of elasticity (15) suggesting a role of this molecule in
these processes. Hypertrophic scars and the decrease of elasticity represent two major problem
in burn patients. Determination of ICAM-1 form in excised tissue will be indicative of possible

complications such as hypertrophic scars associated with T-cell subset infiltration (16).

A second approach to study inflammatory mediators at the level of wounds of burn victims is to
use the exudate of this one. This approach has demonstrated the presence of toxic,
immunosuppressive and inflammatory factors (17). Wound exudate, following debridement, has
been shown to have a high concentration of chemokine attributable to the fibroblast surrounding
the wound (18). Concerning cytokines, the presence of its last corresponds to a profile favoring
the process of epithelialization, although it may be harmful to this process (3). It has also been
shown that cytokine levels at the exudate level are higher than the concentrations found in the
blood. Our results correspond to those obtained in the study of Mikhalchik et al (19) on the exudate
of wounds of severely burned children. It would therefore be possible to analyze the inflammatory
profile of patients in the first 24 hours following the trauma. This analysis could suggest the type

of intervention that should be performed on patients to promote faster healing.

Regarding the results obtained by the analysis of the gene expression versus proteins extracted
from the burned skin, the extraction of the proteins is simpler, and the results obtained give a

good idea of the inflammatory profile of the patients. Further studies will be needed to correlate

57



our findings with the clinical status of patients. Thus, the use of burned skin excise within the first

24 hours could help establish a better treatment plan and glimpse the possibility of complications.
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4 DISCUSSION ET CONCLUSION

L'objectif de cette étude était d'établir le réseau des marqueurs d’inflammation ainsi que
limmunosuppression suite a la brilure sévére et de déterminer le profil inflammatoire au niveau
de la plaie de la peau humaine et de le comparer a celui retrouvé au niveau systémique. Par
conséquent, cette étude identifiait le lieu de naissance de cette réponse dévastatrice pour
'homme. Plusieurs études ont établi que les brllures séveres sont caractérisées par SRIS (Bone,
1996b). Cet état rend le patient vulnérable aux infections nosocomialés pouvant conduire a son
décés (Goris, 1996). Notre hypothése était que les cytokines inflammatoires contenues dans la
peau se retrouvaient, suite a la bralure, dans la circulation sanguine et donnaient la naissance au
SRIS et par la suite modifiaient la mise en place de la réponse immunitaire. Chez les patients
gravement brilés on peut observer un déséquilibre entre la réponse pro-inflammatoire,
inflammatoire et anti-inflammatoire ce qui est associé a I'apparition de la septicémie (O'Sullivan &
O'Connor, 1997). Il a été précédemment bien démontré que I'aggravation du SRIS stimule CARS
et ces mécanismes sont potentiellement responsables de I'état d'immunosuppression des
patients (Bogunovic et al., 2006). L'activation de cette réaction CARS représente le second facteur
de risque dans l'apparition des septicémies (Weiss et al., 1999). Plusieurs études antérieures ont
démontré que la brQlure sévére favorise le surgissement des infections suivi par la dépression
immunitaire qui est mise en place par cette réaction anti-inflammatoire compensatoire. Cette
immunosuppression suivante la brilure sévére est caractérisée par la diminution importante de la
capacité de cellules immunitaires a produire des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-

a, l'IL-1B, I'IL-6, I'lL-8 et les interférons dans la réponse aux endotoxines (Kondo et al., 2012).

La peau est la premiére ligne de défense contre les pathogénes et I'un de ses principaux réles est
d’assurer une fonction immunitaire (Valladeau & Saeland, 2005). De nombreuses études ont
démontré l'importance de I'épiderme comme un organe immunitaire (Sauder, 1983). Dans une
étude antérieure, il a été observé que nombreuses cellules immunitaires sont présentes dans
I'épiderme ainsi que dans le derme. Dans I'épiderme il s’agit principalement de cellules de
Langerhans (Romani et al., 2012). Dans le derme on trouve également des cellules immunitaires
telles que les macrophages, les mastocytes, les cellules dendritiques, les lymphocytes T CD4+ et
T CD8+, les cellules T rég ainsi que Th17 et les cellules NK (Nestle et al., 2009). Les lymphocytes
T sont responsables de la réponse immunitaire spécifique cellulaire, qui vise a détruire les
pathogénes. Par contre, les lymphocytes T ne posseédent pas le récepteur de reconnaissance

directe pour la pathogéne donc ils ont besoin d’aide des cellules présentatrices d’antigene (CPA),
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par exemple les cellules dendritiques. Suite a cette rencontre, les cellules T s’activent, proliferent,
se difféerentient en différentes populations et produisent des cytokines. Les lymphocytes de
type Th1 induisent la réponse inflammatoire et elles produisent de I'INF-y et I'lL-2. Ces substances
ont pour le but de stimuler la production de cytokines ainsi que I'activité des macrophages
(O'Sullivan et al., 1995). Les lymphocytes de type Th2 sécretent dans leur environnement des
cytokines tel que I'lL-4, I'IL-5, I'IL-9, I'lL-10 et I'lL-13. Ces cytokines activent par la suite de
nombreuses cellules immunitaires telles que des éosinophiles et des mastocytes pour pouvoir
eliminer le pathogéne. Ces cytokines sont également importantes pour le développement de la
réponse humorale impliquant la synthése d’anticorps spécifiques (Dalton, 2001). Les lymphocytes
de type T rég régulent la réponse immunitaire, par exemple par la production des cytokines
immunosuppressives telle que I'lL-10 et TGF-B (Asseman et al., 1999). Les lymphocytes de
type Th17 induisent la réponse pro-inflammatoire et produisent des interleukines tels que I'lL-6,
FIL-17A, T'IL-17F, I'lL-21 et I'lL-22 (Sasaki et al., 2011). Les élévations spécifiques de groupe de
cytokines pourraient suggérer les cibles thérapeutiques spécifiques ou servir de biomarqueurs
pour I'évaluation de la guérison des grands brdlés d’ou I'importance de ces études sur 'analyse

de type et de niveau des cytokines spécifiques dans la plaie brilée (Sasaki et al., 2011).

La plaie causée par une brilure sévere est caractérisée par le relachement fort de médiateurs
inflammatoires (Kearns et al., 2013). Dans une étude antérieure, il a été observé que le niveau de
certains chemokines inflammatoires tels que CCL3, CCL20 et CXCL1 est trés élevé dans la plaie
bralée et une réponse inflammatoire exagérée a été observée suite a la brllure (Schutyser et al.,
2003). Cette reponse inflammatoire exagérée déclenche une surproduction de cytokines
inflammatoires telles que lIL-13, I'IL-6, I'IL-12, TNF-a et une surstimulation de plusieurs

populations de cellules immunitaires.

Il a été démontré au cours de ce projet que les concentrations de certaines cytokines sont trés
importantes au niveau de la plaie de la peau dés le jour 1 post-brilure. Toutes nos concentrations
de cytokines sont présentées en pg/100 g de protéine en fonction de nombre de jours suivant la
brllure et nous présentons ici les cytokines avec le changement majeur. Plus précisément, nous
avons observé dans la peau bralée le niveau tres élevé des cytokines telles que I'lL-1B, I'lL-2, I'lL-
4, I'lL-5, I'lL-6, I'lL-10 et I'lL-17. Les études antérieures suggerent le réle de I'lL-17 dans le
recrutement de cellules immunitaires telles que les neutrophiles et les monocytes pendant
linfection (Sasaki et al.,, 2011). Dans le cas des patients gravement brilés, il a été observé la
perturbation de la réponse non spécifique guidée par l'activité des neutrophiles ainsi que

l'augmentation de ces cellules immunitaires dans la circulation systémique suivant la brdlure.
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Cette augmentation a été significative non seulement immédiatement apres la brllure, mais aussi
plusieurs mois post-brllure. En revanche, il a été démontré dans une étude antérieure que
I'activité hydrolytique des enzymes contenues dans les granules cytoplasmiques de neutrophiles
a été fortement diminuée et par conséquent la capacité de neutrophiles a phagocyter des
pathogeénes a été également perturbé (Sasaki et al., 2011). Comme on peut voir sur la figure 4,
nous avons aussi observé le niveau de concentration élevé de cytokine I'lL-15 qui est un
stimulateur de neutrophiles. Cette cytokine est produite par les cellules de Langerhans ainsi que
les keratinocytes. En effet, il a été démontré par plusieurs études que les keratinocytes présents
dans la peau sont capables de sécréter une grande variété de cytokines et contribuer ainsi a
'amplification de la réponse immunitaire (Nestle et al., 2009). Nos résultats, présentés sur la figure
5, montrent également le niveau élevé de cytokines MCP-1 et CCL5 (RANTES) qui sont des
stimulateurs de monocytes et de basophiles et ils sont majoritairement produits dans la peau par

les cellules de Langerhans.

En revanche, nous avons également observé dans la peau brilée les concentrations élevées de
cytokines qui sont impliquées dans 'immunosuppression. Comme on peut voir sur la figure 4,
l'interleukine 1 recepteur (IL-ra), I'agoniste de récepteur de I'lL-1 qui est produit par les cellules
de Langerhans, était tres élevée dans la plaie brilée. Son role est d’inhiber les effets de I'activation
de linflammation induits par I'lL-1a et I'IlL1B en bloguant leurs récepteurs. Les récepteurs pour
ces interleukines sont situés a la surface de lymphocytes T de type Th1. Dans plusieurs études,
il a éte deja constaté que la concentration de TGF-B, connu pour ses effets d'immunosuppression,
était trés élevée apres la brilure (O'Sullivan & O'Connor, 1997). Nos résultats confirment que le
niveau de concentration de TGF-f est élevé dans la peau brllée. Le TGF-B pourrait étre le
candidat responsable d'une partie de la réduction de la prolifération des lymphocytes T observée
chez les patients brilés (Dalton, 2001). Nos résultats de la peau, présentés sur la figure 5, ont
démontré les concentrations importantes de TIMP-1 et TIMP-2. Il s’agit des inhibiteurs tissulaires
de metalloprotéinases responsables de la diminution de la prolifération des cellules endothéliales
de la peau. Dans une étude antérieure, il a été observé que certaines substances
immunosuppressives sont sécrétées dans la circulation sanguine juste apres le stress tel que la
bralure. Par exemple, les prostaglandines, connues pour ses effets d'immunosuppression en
diminuant I'activation de cytokine I'lL-12 (O'Sullivan et al., 1995). En effet, dans nos résultats nous

n’avons pas observé la concentration élevée de cette cytokine dans la plaie brilée.

Dans le plasma des patients brilés, nous avons observé l'augmentation graduelle des

concentrations des cytokines suivant le nombre de jours post-brdlure. Ces concentrations ont été
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particulierement élevées pour certaines cytokines telles que 'lL-18, I'lL-2, I'IL-4, I'lL-5, I'IL-6, I'lL-
10, I'INF-y et le TGF-B. Toutes ces cytokines sont produites par des cellules de Langerhans, des
kératinocytes et certaines cytokines telles que I'lL-6 et le TGF-B sont aussi produites par les
meélanocytes. Nous avons également observé le niveau de concentration élevé de TNF-a et TNF-
B. Il s'agit des facteurs de la nécrose tumorale responsables de la stimulation des lymphocytes T
de type Trég.

L’analyse de 20 cytokines dans le sang et 40 cytokines dans la peau humaine issus de nos 6
patients brdlés a globalement démontré un fort profil inflammatoire. La concentration de certaines
cytokines telles que I'INF-y, I'IL-1B, I'lL-2, I'lL-4, I'lL-5, I'lL-6 et I'lL-10 est trés importante au niveau
de la plaie brlée comparativement au niveau systémique. L'analyse de nos résultats de PCR
démontre une expression importante de plusieurs génes impliqués dans la modulation de
Fimmunité inflammatoire et dans l'induction de l'apoptose. On a observé une expression des
geénes impliqués dans la réponse inflammatoire telle que la caspase 1, le Complément component
3 et la C-réactive protéine. |l s’agit de marqueurs d’inflammation. Nous avons également observé
I'expression des génes de la famille des Facteurs de la nécrose tumorale (TNF) qui sont des
marqueurs de la morte cellulaire (I'apoptose). Plusieurs génes codant pour les interleukines et
leurs récepteurs ont été également exprimés. Le géne codant pour I'lL-8, présenté sur la figure 3,
a été trés exprimé. L'IL-8 est un médiateur important de la réponse inflammatoire et il est produit
majoritairement par les neutrophiles. Ce résultat suggeére que les neutrophiles sont les acteurs
principaux de l'induction de lI'inflammation suite a la brilure. Majoritairement, nous avons observé
I'expression des interleukines pro-inflammatoires tels que I'lL-13, I'lL-2, I'IL-17, mais également
des interleukines anti-inflammatoires telles que I'lL-4, I'IL5 et I'IL-10. Nous avons aussi observé
I'expression de plusi_eurs genes de la famille de récepteurs TLR. Ces récepteurs jouent un réle
important dans la reconnaissance spécifique de protéines d'origine bactérienne ou virale ou des
protéines de soi qui sont normalement éliminées par le systéme immunitaire (Janeway, 1992). On
peut voir sur la figure 1 que I'expression du récepteur TLR4 a été particulierement importante.
Ces récepteurs sont exprimés par les macrophages tels que les cellules dendritiques et leur
stimulation induit a la maturation de ces cellules permettant ainsi la collaboration de I'immunité
innée avec I'immunité adaptative (Janeway, 1992). On peut supposer que les cellules dendritiques

sont fortement impliquées dans ce processus suivant la brdlure.

Sur la figure 2, nous avons également observé l'expression des génes impliqués dans
limmunosuppression telle que Forkhead box P3, GATA binding protéine 3. Le Forkhead box P3
est un facteur de transcription pour les lymphocytes T de type T rég qui sont responsables de la
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diminution de l'activité inflammatoire des lymphocytes T de type Th1 (Dudda et al., 2008). Le
GATA binding protein 3 est un marqueur de lymphocytes T de type Th2 ainsi que des cellules
endothéliales qui produisent la cytokine I'lL-10 responsable de la diminution de la réaction
inflammatoire (Havran & Jameson, 2010). Il a également été observé le niveau élevé de
I'expression du gene codant pour la protéine de tyrosine kinase 2. Cette kinase est impliquée dans
la modulation de la voie de signalisation suite a 'activation du récepteur TCR de lymphocyte T
(Akira & Takeda, 2004). Par contre, on ne peut pas dire si cette voie de signalisation polarise par
la suite les lymphocytes T vers la réponse inflammatoire de type Th1 ou la réponse anti-
inflammatoire de type Th2. Mais globalement ces résultats suggerent une diminution de
Finfiltration par certaines cellules dont les monocytes et les lymphocytes et par conséquent, une

répression de la production de facteurs chimiotactiques ainsi que 'immunosuppression.

La majorité des études sur les cellules immunitaires ou sur les cytokines suite a la brilure sévere
ont été portées sur les cellules ou cytokines circulantes dans le sang (Fivenson et al., 1997). En
revanche, aucune étude n’a été focalisée sur la perturbation du réseau immunitaire au niveau de
la plaie bralée, plus particulierement au niveau du derme profond, pour pouvoir comprendre les
changements responsables de I'effondrement de la réponse immunitaire. La majorité des études
ont éteé portées sur les cellules immunitaires circulantes dans le sang telles que les monocytes ou
les macrophages impliqués dans la régulation du systéme immunitaire chez les patients bralés
(Daniel et al., 2007). Par contre, trés peu était connu sur le lieu de naissance de cette réponse
immunitaire dévastatrice pour 'lhomme et du syndrome de la réponse inflammatoire systémique.
La caractérisation des différentes populations de cellules immunitaires au niveau de la plaie afin
d’établir le réseau de cellules immunitaires ainsi que les facteurs solubles produits par ces cellules
reste un enjeu clé pour bien comprendre la physiologie de la brllure. Nos résultats supportent
I'hypothése que le développement du syndrome de la réponse inflammatoire systémique prend
naissance au niveau du site de l'agression tissulaire. Les populations cellulaires résidentes au
niveau de la peau telle que les keratinocytes, les mélanocytes, les fibroblastes et les cellules de

Langerhans, initient cette réponse inflammatoire.

La brdlure sévere entraine des brilures superficielles de la plaie (SPT) et des brilures profondes
de la plaie (DPT) (Banyard DA et al., 2016). La plaie bralée relache via le derme le liquide exsudat
qui est trés riche en médiateurs inflammatoires qui recrutent et activent par la suite des cellules
qui participent a la guérison et la défense de I'héte contre les infections bactériennes. L'exsudat
est un état de réparation qui représente le microenvironnement de la plaie brilée. De ce point de

vue, I'exsudat pourrait étre le premier indicateur de complication possible suite a la brilure sévere.
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Les bralures dans la partie profonde ne peuvent pas guérir sans le débridement. D’ou I'importance
de deébrider les patients brilés pour enlever les parties de la peau qui contient des toxines suite a
la bralure telle que PAMP et DAMP etc. Tous nos patients bralés ont été débridés a la salle
opératoire de CHUM ce qui a permis d’enlever la peau morte pour diminuer lintensité de

linflammation et augmenter ainsi le taux de survie des patients.

Dans une étude, les chercheurs ont examiné ce liquide exsudat des brllures de SPT et DPT afin
de déterminer s'il existe une corrélation entre la sévérité de I'agression et la composition de
lexsudat de la bralure. Dans cette étude, des lymphocytes ont été identifiés en tant que les
régulateurs clé dans la guérison du derme brlé et leur nombre diminue une fois la plaie est dans
le processus de guérison (Banyard DA et al., 2016). Lés lymphocytes T cytotoxiques résidents
ont éte les plus abondants dans la plaie brilée (Boyce et al., 2000). Dans le liquide provenant de
la partie superficielle de la plaie (SPT) on y trouvait majoritairement ces cellules T cytotoxiques
qui servent comme la réponse primaire pendant la phase d’inflammation (Banyard DA et al.,
2016). En revanche, dans le liquide provenant de la partie profonde de la plaie bralée (DPT) ony
trouvait majoritairement des granulocytes et des monocytes (Banyard DA et al., 2016). Le niveau
trés élevé de cytokines dans I'exsudat a été identifié. Ces cytokines peuvent potentiellement entrer
dans la circulation sanguine et causer ainsi les complications telles que SRIS. Ce syndrome de la
reponse inflammatoire systémique ainsi que la dysfonction des organes multiples suite a la bralure
sont considérés d’'étre la conséquence liée a I'effusion de cytokines de la plaie brulée dans le flux
sanguin (Widgerow et al., 2015). Certaines cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1, I'lL-2,
I'IL-6, I'IL-8, TNF-a et TNF-y peuvent activer les neutrophiles qui vont générer les radicaux libres
et les protéases. Cependant, la surproduction de radicaux libores mene vers l'oxydation et
Fendommagement des tissus ainsi que la dysfonction des organes (Mikhal'chik et al., 2009). Dans
notre projet nous n'avons pas eu l'acces a I'exsudat de nos patients. Cependant, les altérations
dans I'exsudat de la plaie refletent I'état de la plaie sous-jacente et peuvent également donner un
apercu de la santé générale du patient. Par conséquent, I'analyse de I'exsudat pourrait fournir des
informations précieuses pour les thérapies locales et systémiques (Widgerow et al., 2015). Pour

la perspective de notre projet, il serait intéressant d’analyser également 'exsudat de patients.

Dans une autre étude, les chercheurs ont analysé et comparé le profil de cytokines (IL-1a, IL-6,
IL-8, IL-10 et TNF-a), de chimikines (CCL2, CCL5, CCL17, CCL18, CCL20, CCL27, CXCL1,
CXCL12) et de facteurs de croissance dans trois types de blessures : la brilure séveére, la
blessure chronique et la blessure suite a la chirurgie. Dans nos résultats nous avons également

identifié le niveau élevé de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1a, I'lL-6, I'lL-8, I'lL-10 et

66



TNFy. Il est intéressant de noter que selon cette étude, dans la plaie brilée, des niveaux
relaitevement faibles de cytokines pro-inflammatoires et des niveaux plus élevés de chimiokines
inflammatoires ont été détectés (Kroeze, 2009). Dans la plaie brilée, des cytokines entrainent la
sécrétion de chimiokines a partir de cellules résidentielles, ce qui entraine a son tour un afflux
massif de cellules infilirantes dans la plaie. Cet afflux massif de cellules infiltrantes enléve les
cytokines de la plaie déja présentes tout en augmentant leur production de chimiokines et en
attirant encore plus de cellules inflammatoires. Par conséquent, dans la plaie brilée la réponse
pro-inflammatoire est plus importante que dans les plaies chirurgicales ol le tissu nécrotique est
négligeable. Dans cette étude, I'expression de certaines chimiokines semblait étre spécifique de
la plaie bralée. Un taux élevé de CCL5 et de CCL27 (CTACK) dans les exsudats de brilures
comparativement aux exsudats chirurgicaux et aux exsudats de plaies chroniques a été detecte
(Kroeze, 2009). Comme on peut voir sur la figure 5, dans notre étude nous avons également
identifié le niveau important de chimiokine CCL5. Récemment, il a été montré que CCL5 est une
molécule chimioattractive puissante pour les cellules souches mésenchymateuses dérivées du
tissu adipeux (Kroeze et al., 2009). Il est donc possible que CCL5 puisse jouer un réle dans la
formation de cicatrices dans la plaie br(lée. En revanche, nous n’avons pas détecté
laugmentation significative de chimiokine CCL27 (CTACK). Des facteurs de croissance sont
requis pour la réparation et le remodelage des tissus afin de rétablir l'intégrité de la peau. Il serait
donc intéressant de déterminer le profil spécifique de facteurs de croissance tels que HGF et TGF-
B dans nos plaies brllées.

Dans une autre étude, des chercheurs se sont intéressés si la peau non blessée située a la
proximité de la brdlure peut également sécréter les cytokines pro-inflammatoires suite a ce
traumatisme. L'expression des génes des cytokines (I"IL-1B, I'lL-6, I'lL8 et TNFa) a été régulée a
la hausse dans les cas de traumatisme cutané, mais aussi dans le cas de la peau sans blessure
(Catania et al., 1999). Ces résultats suggérent que la peau non blessée peut également contribuer
a 'augmentation du nombre de cytokines dans la circulation sanguine suite a la bralure.

Ce projet se voulait une étude exploratoire, avec un petit nombre de patients. Le petit nombre de
patients est I'une des limites de cette étude. Cette étude devrait étre refaite dans I'avenir sur plus
grand nombre de patients afin de valider 'importance de nos résultats. Les patients brllés ont été
débridés a la salle opératoire de CHUM ce qui a permis d'enlever la peau morte pour augmenter
le taux de survie des patients. Ensuite, les échantillons ont été prélevés dans les premiers jours
suivant I'admission. Les biopsies ont été faites a la périphérie de la plaie, ce qui nous a permis de
collecter des cellules sur le site de la brllure ainsi que les cellules au niveau périphérique de la

67



plaie. Il est également nécessaire de valider nos résultats de PCR par le contrdle effectué avec
les échantillons de la peau non brdlée pour confirmer les niveaux d'expression des génes
impligués dans la modulation de l'immunité inflammatoire. Par contre, il est difficile d’obtenir les
échantillons de la peau humaine saine pour la raison éthique. Le site de donneur de peau
lorsqu’utilisé chez les grands bralés devrait servir comme la valeur de référence normale dans
l'étude. Cependant, ces cellules de références issues de patients brllés ne sont toujours pas la
référence idéale, car I'inflammation systémique est souvent déja mise en place suite & la bralure
sevére. Par conséquent, les cellules de références considérées comme saines peuvent déja
contenir des cytokines pro-inflammatoires. De plus, chez les patients gravement brilés il est rare
d’avoir la peau non brulée. En cas de brilure du troisiéme degré, la peau peut entrainer une
compression externe qu'il est indispensable d’enlever par la chirurgie (débrider). Par la suite, il
est possible d’utiliser comme des cellules de référence cette peau débridée en isolant ses cellules
souches. |l s’agit de la thérapie cellulaire. On préléve une petite surface de peau, idéalement en
zone pileuse (aisselle, pubis), car les cellules souches y sont en plus grand nombre. Les cellules
sont ensuite mises en culture au laboratoire et cela permet d'obtenir des feuillets épidermiques
d’une surface totale jusqu’a mille fois plus importante que la surface prélevée. Le progrés dans la
technique de cellules souches et dans la médecine régénératrice offre aujourd’hui avenir
prometteur pour développer diverses cellules souches pour la cicatrisation des brllures ainsi que
pour obtenir des cellules de références saines. Cependant, il y a encore des probléemes
techniques et scientifiques qui devraient étre résolus pour faciliter le plein potentiel de cette
thérapie cellulaire (Li & Maitz, 2018).

Pendant la manipulation de nos échantillons, le probléme majeur était I'instabilité des ARN. Cette
instabilité des ARN est due au clivage spontané via transestérification intramoléculaire dans les
ARN, puis par la présence de 'enzyme RNase, trés fortement exprimée par les cellules de la
peau. De plus, 'enzyme RNase est tres difficile a inactiver. Cette enzyme est relachée par la
cellule juste apres le stress cellulaire ce que représente la brilure, Ie_débridement a la salle
opératoire, le fransport des échantillons de Fhépital et puis la lyse cellulaire pendant la
manipulation au laboratoire. La probabilité de la dégradation des ARN est alors trés importante.

Les analyses des génes exprimés suite a la brQlure sévere, le type de cytokines dans le derme
profond, les médiateurs clés impliqués dans la guérison lors de la brllure ainsi que la localisation
de lieu d'initiation de la réponse immunitaire suite a la brllure peuvent contribuer au
développement de nouvelle thérapie ciblée pour empécher le décés du patient. Le traitement de

la plaie br0lée avec des immunosuppresseurs pourrait permettre de diminuer l'inflammation en
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périphérie.  L'interleukine 17 favorise limmunosuppression de cellules souches
mésenchymateuses qui ont un potentiel de différenciation multiple (Ma et al., 2018). Dans une
étude, il a été démontré que I'lL-17 est capable de prolonger le temps de survie des greffes de la
peau (Ma et al., 2018), ce qui nous suggere que I'lL-17 pourrait étre un bon candidat dans la
thérapie d'immunosuppressive pour augmenter la survie des patients brdlés. Pour le traitement
de la thérapie immunosupressive on peut également envisager d’inhiber certaines cytokines pro-
inflammatoires par des anticorps via l'injection systémique. Il est donc nécessaire de prendre en
considération que cette inhibition pourrait amener des effets secondaires considerables. Un
bloguant une cytokine par la thérapie d'immunosuppression , d’autre cytokine peut prendre le relai
ce qui pourraitempécher le rétablissement de I'équilibre de systéme immunitaire (Dinarello, 2000).
Il est important de prendre en consideration toutes ces possibités. Une meilleure connaissance
des changements immunitaires au niveau de la plaie permetira de développer de nouvelle

thérapie ciblée afin de diminuer les séquelles des brllures graves sur le systeme immunitaire.
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