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Sommaire

Suite 4 un traumatisme, telle que la britlure sévére, on observe une altération du systéme immunitaire
conduisant a4 un état d’immunosuppression chez les patients. Cette perturbation du systéme
immunitaire a pour conséquence de diminuer les capacités de I’organisme 2 répondre aux infections
secondaircs, d’ou I’apparition du choc septicémique, principale cause de mortalité observée chez les
patients brilés. L’immunosuppression est d’origine multifactorielle et elle implique en autre le
relaichement d’endotoxines suite & une perte de la perméabilité du tractus gastro-intestinal, d’ou une
translocation bactérienne. Il s’ensuit également une production massive de multiples médiateurs
inflammatoires tels que les protéines du complément, les prostaglandines, les radicaux libres, de

I’oxyde nitrique, ainsi qu’une perturbation du systéme hormonal et du systéme immunitaire.

Le systéme immunitaire est un réseau complexe ol interagissent diverses cellules et molécules dans le
but est de générer une protection adéquate a 1’organisme contre divers micro-organismes. L’induction
d’une réponse immunitaire spécifique implique deux groupes essentiels de cellules : les lymphocytes
ct les ccllules présentatrices de I’antigéne (CPA). 1l existe deux populations bien définies des
lvmphocytes T, cellules étant I’'un des nombreux types de cellules blanches du sang produites dans la
moclle osscusc: les cellules T auxiliaires et les cellules T cvtotoxiques, qui se distinguent par leur
expression des co-récepteurs CD4 et CD8. Lorsqu’une cellule T naive reconnait un complexe
antigéne-CMH a la surface des cellules présentatrices d’antigeéne, elle s’active et il s’ensuit une
expansion clonale des cellules T, initiant ainsi une réponse immunitaire primaire. Un contact ultérieur
de 1'héte avec un un méme antigénc induira une réponse immunitaire secondaire. qui sera plus rapide
et plus forte que la précédente. La sécrétion de cytokines, telles que I'IL-2 et I'IL-12, améne les
cellules T naives activées a proliférer et a se différencier en population de cellules T effectrices ou
mémoires. Le bon maintien des fonctions effectrices de ces cellules est dépendant de 1’état d’équilibre
qui existe entre les divers signaux de survie et les signaux de mort qu’elles regoivent; ou le signal le
plus fort influencera son devenir. Suivant un traumatisme, le processus de prolifération, le mode
d’activation de ces cellules, le relichement des molécules essentielles 4 leur survie (cytokines) ainsi
que le processus de mort cellulaire sont des mécanismes vulnérables aux changements provoqués par

une brilure sévére.

L’importance du bon maintien du systéme immunitaire ainsi que sa grande sensibilité suivant un

traumatisme, sont des facteurs qui ont influencé I’établissement de ce projet de recherche. Ainsi,



viil

I"objectif de cette étude ¢tait de démontrer et de cibler les effets modulatoires d’une brilure sévére sur
'immunité d’un organisme, qui dans bien des cas résultait d’un état d’immunosuppression. Des
études antérieures ont tenté d'élucider les conséquences d’une brillure sévére sur I’ensemble des
lymphocytes, en étudiant les changements phénotypiques des populations lymphocytaires, leur
capacité de prolifération in vitro et leur habilité a synthétiser des cytokines. Des études faites dans
notre laboratoire, ont également démontré que I’état d’immunosuppression, analysé par divers
parametres, s’établissait au 10° jour suivant le traumatisme d’une brillure. A partir de ces analyses,
une approche expérimentale a été établie afin d'élucider les altérations des fonctions lymphocytaires
suivant une briilure sévére, soit par leur capacité a proliférer, leur niveau d’expression et d’activation
dans la rate, ainsi que leur niveau apoptotique et/ou d’anergie. Nous avons donc étudié a partir d’un
modéle murin, soumis a une brilure sévére correspondant a 20% de la surface totale (TBSA), I’effet
du traumatisme d’une brillurc sur I’homéostasie des lymphocytes T tant naifs qu’effecteurs en relation

avec leur nniveau d’apoptose et leur état d’anergie, 1, 5 et 10 jours post-trauma.

Un jour suivant le traumatisme d’une brillure, il a été observé une importante baisse de la cellularité
dans la rate, une hausse de la capacité des lymphocytes a proliférer in vivo ainsi que augmentation de
Iexpression des cellules T CD4” et CD8" naives, alors que I’induction de I’apoptose est fortement
réduite. L’analyse de ces résultats a permis de suggérer qu’a cette période suivant le traumatisme, les
fonctions effectrices des lvmphocytes sont stimulées dans le but d’induire une réponse immunitaire
qui compenserait cettc perte massive de cellules dans la rate. A I'opposé. nous avons observé au 10°
Jour, une forte induction d’apoptose des cellules CD4" naives, associée a4 une activation de ces
derni¢res. Malgré que le nombre de cellules dans la rate soit supérieur au groupe témoin et que le
niveau de prolifération des cellules soit a la hausse, les cellules naives sont incapables d’induire une
réponse adéquate 10 jours post-trauma. A ce méme Jjour, nous avons également observé que les
cellules T, provenant du groupe-briilé, étaient non stimulables en présence de cellules présentatrices
d’antigénes du groupe témoin, soit les macrophages. De plus, il a été démontré au jour 10 que les
macrophages du groupe-briilé étaient moins efficaces a stimuler les lvmphocytes T du groupe témoin.
Deux hypothéses émergent de cette derniére observation : (1) qu'une partie des cellules T sont
anergiques et/ou (2) que les macrophages sont incapables d’activer les cellules T. Cette étude a donc
clairement établi que les cellules T naives activées étaient fortement en apoptose et par conséquent,

elles pourraient en partie responsables de 1’état d'immunosuppression suivant une brillure sévére.






Introduction

Chaque année, 600 personnes sont victimes de brilures au Québec, soit des briilures graves du second
degré profond et du 3e degré. Malgré les avancées incroyables qui permettent aux victimes d’étre
soignées adéquatement, les conséquences de ces blessures peuvent parfois durer plus longtemps qu'on
ne le croit. Ainsi, une brilure sévére couvrant 30% de la surface corporelle impliquera d’importantes
altérations sur tous les niveaux de I’organisme, que se soit au niveau corporel, nutritionnel,
endocrinien et méme immunitaire. Le systéme immunitaire est grandement affecté suite 4 une britlure
sévere, d’ou I’apparition d’un état d’immunosuppression conduisant a des cas de septicémies. Ainsi,
lors d’un traumatisme, le systéme immunitaire met en branle différents mécanismes de protection tels
I"activation de la réponse innée et acquise. Par contre, il en résulte bien souvent une perte de
I’équilibre du systéme immunitaire causée par les effets perturbateurs d’un tel traumatisme sur la
capacit¢ de protection d’un organisme. Cette observation nous a donc amenés a étudier les

conséquences et les causes des brilures sévéres.

Le systéme immunitaire est un réseau complexe ou interagissent diverses cellules et molécules
susceptibles de reconnaitre et d’¢éliminer un grand nombre de pathogénes. L’immunité comporte deux
composantes, soit I'immunité innée et I'immunité acquise. L’immunité innée, qui est considérée
comme la premiére ligne de défense, comprend les composantes du complément, les neutrophiles et
les macrophages dont I’action rapide a pour but d’enrayer les pathogénes. Si un micro-organisme
¢chappe aux mécanismes de I'immunité innée, la réponse immunitaire spécifique de I'immunité
acquise sera enclenchée. Les lymphocytes. étant les cffecteurs de I’immunité acquise, seront
interpellés afin d’éliminer les micro-organismes. Les deux populations essentielles des lymphocytes
sont les lymphocytes B et les lymphocytes T, qui 4 eux se divisent en cellules T auxiliaires (CD4") et
cellules T cytotoxiques (CD8"). L’activation de I'immunité acquise requiert la participation des
lymphocytes T, qui en réponse & un stimulus mitogéne, s’ensuit une expansion clonale de ces cellules
pour ensuite se différencier en cellules effectrices. L’activation des lymphocytes T est initiée par les
récepteurs de reconnaissance a I’antigéne (TcR) et les molécules de co-stimulation, qui sont eux aussi
contrdlés par les voies de signalisation intracellulaire. Par la suite, les cytokines sécrétées par les
cellules T activées régulent la prolifération et la différenciation de nombreuses cellules effectrices,
dont les cellules T, les cellules B et méme les cellules de I’immunité non spécifique. L’homéostasie
est un processus qui maintient généralement un état d’équilibre dans lequel la production de cellules T
matures est proportionnelle a la perte de ces derniéres. La régulation de ce processus est assurée par

différents mécanismes, dont le contrdle des taux de cytokines produites par les cellules activées, la



régulation de ’expression de certains récepteurs, 1’élimination de certaines cellules par I’induction
contrélée de la mort cellulaire, etc. La mort cellulaire programmée, processus dénommé apoptose
pendant lequel la cellule participe a sa propre élimination, est un facteur essentiel dans la régulation de
I’homéostasie de nombreux types cellulaires. L’expression de divers genes accompagne | apoptose
des lymphocytes; soit les génes pro-apoptotiques versus les génes anti-apoptotiques. Cependant suite
a un traumatisme, la régulation de ces diverses génes est quelques peu perturbée accentuant ainsi ou
inhibant le processus de mort cellulaire. Ces altérations auront des répercussions directes sur la

régulation de la réponse immunitaire.

Lorsque I'une des nombreuses composantes de I'immunité innée ou I’immunité acquise est
deéfectueuse suite a une perte de fonction en raison d’un dommage physique, I’héte souffre d’une
immunodéficiencc. Diverses études ont observé une baisse des fonctions du systéme immunitaire
chez les grands briilés, notamment une diminution de Ia réponse d’hypersensibilité de type retardée
lors d’une allogreffe, atténuant ainsi I’induction d’une réponse inflammatoire aigiie induite par les
cellules T activécs. Malgré qu’une brillure sévére a pour avantage de diminuer les probabilités que
I’héte rejette une greffe, il n’en demeure pas moins que les conséquences d’un état
d’immunosuppression chez les grands brillés sont graves. Ce paradoxe du systéme immunitaire
comprend une perte des fonctions protectrices de la peau, I’introduction de pathogenes, I’altération des
fonctions des neutrophiles, du complément, des macrophages et des lymphocytes, une augmentation
de substances immunosuppressives, des hormones de stress et des médiateurs de I’inflammation.
L état d’immunosuppression des patients brilés s’explique également par diverses perturbations des
fonctions effectrices des lymphocytes T. Suivant une briilure sévere, il a été noté une réduction de la
prolifération des lymphocytes T, une augmentation des cellules T suppressives ainsi qu’une
diminution de la synthése des cytokines et de leurs récepteurs respectifs nécessaires a I’activation des
lymphocytes T. De plus, cette diminution des fonctions lymphocytaires peut étre la conséquence

d’une induction de la mort cellulaire ou tout simplement de I’établissement d’un état d’anergie.

A partir d’un modéle murin soumis 4 une brilure sévere, nous avons étudié I’effet de ce traumatisme
au niveau de I'immunomodulation des lymphocytes T. Dans cette perspective, les objectifs de ce
projet ont été de déterminer I'effet de la brilure sur la capacité¢ de prolifération in vivo des
lymphocytes T et sur le niveau d’expression des sous-populations lymphocytaires dans la rate. De
plus, la nature des lymphocytes T activés a été définie en corrélation avec leur taux d’induction
d’apoptose et/ou d’anergic. Ainsi, cette étude a long terme sera profitable pour le traitement des

patients gravement briilés afin d’augmenter leurs chances de survie au syndrome d’un choc septique.



SECTION 1

REVUE DE LITTERATURE



CHAPITRE 1

LYMPHOCYTES T

1.1 Introduction

Les syst¢éme immunitaire d’un étre sain, est un réseau complexe ou interagissent différentes cellules et
molécules, dans le but de reconnaitre et de tolérer les protéines du soi ainsi que de reconnaitre et
rejeter les pathogeénes. Il suppose donc que le systtme immunitaire est capable de reconnaitre
certaines structures qui lui sont spécifiques et qui constituc le soi de méme que des structures qui ne
leur appartiennent pas, soit le non soi. L’immunité posséde deux mécanismes, qui apparurent

successivement au cours de 1’évolution, soit I’immunité innée et I’immunité acquise.

1.1.1 Immunité innée

L’immunité innée, dite non spécifique, est polyvalente car quel que soit I’agent infectieux la réaction
est sensiblement toujours la méme et elle est rapide. Elle est impliquée dans la génération d’une
réponse inflammatoire enclenchée par les macrophages. les leucocytes polymorphonucléaires et les
mastocytes. tous effecteurs de I'immunité innée. L ’immunité innée a recourt a plusieurs molécules
exprimées a la surface de cellules, dans les compartiments intracellulaires ou sécrétés dans la
circulation sanguine (Medzhitov & Janeway, 1997).  Cette expression de molécules confére a
I'immunité innée une capacité de reconnaissance specifique a certains Ag (antigéne), et une génération
de protéines adaptatrices spécifiques aux Ag (Janeway et Medzhitov, 2002). Les principales fonctions
des molécules de reconnaissance englobent I"opsonisation, ’activation de la cascade du complément
et de la coagulation, la phagocytose, I’activation de signaux pro-inflammatoires et 1’induction
d’apoptose. Par exemple, les récepteurs a la surface des macrophages, comme le récepteur 2 mannose
des macrophages (MMR), ont pour fonction de reconnaitre les pathogenes et d’activer la phagocytose.
Par contre, les virus et certaines bactéries peuvent pénétrer les compartiments intracellulaires, tel que
le cytosol. Les molécules exprimées dans le cytosol détectent la présence de ces pathogénes
intracellulaires et inhibent leur réplication virale. Les récepteurs Toll (TLR) sont également impliqués
dans la reconnaissance de pathogénes tels que les lypopolysacharides (LPS) (Medzhitov, Preston-
Hurlburt et Janeway, 1997). Aprés la liaison du pathogéne avec le récepteur TLR, ceux-ci induisent

I"expression de différents génes de défense, par exemple ceux des cytokines pro-inflammatoires, des



chimiokines, des peptides anti-microbiens et des molécules de co-stimulation. Jusqu’a présent 10
TLR ont été identifiés chez [’humain et ils différent entre cux par la reconnaissance de leurs ligands
spécifiques.  Suite 4 la reconnaissance des LPS par le TLR4, ce demier induit I’expression de
cytokines inflammatoires et I’expression de molécules de co-stimulation (Medzhitov, Preston-Hurlburt

et Janeway, 1997).

Malgré que la reconnaissance des pathogénes par I'immunité innée demeure complexe, son
implication demeure toujours la méme, soit de protéger organisme d’une variété d’antigéncs. Pour
ce faire, la premiére barriére physique a toute invasion microbienne se trouve a étre la peau. La peau,
organe couvrant une grande surface du corps, est la premiére ligne de défense non spécifique contre
les agents infectieux. Elle est la barriére entre le milieu externe et interne, et elle protége contre toute
pénétration dec pathogénes. Le risque d’infection a lieu lorsque cette barriére physique est Iésée, soit
par une coupure ou une déchirure. Les protéines du sang telles les composantes du complément ct
certains médiateurs de I’inflammation font partic intégrante de I'immunité non spécifique. Le svstéme
du complément regroupe les protéines de surface qui interagissent avec les molécules du systéme
immunitaire afin d’induire une réponse inflammatoire et humorale. Les fonctions biologiques du
complément sont : (1) d’activer la cytolyse en formant des pores au niveau de la membrane cellulaire
des pathogénes. (2) d’opsoniser les pathogénes par l'agrégation des protéines du complément.
nommeées opsonines, attirant aussi les cellules phagocytaires, (3) d’activer une réponse inflammatoire
par Iattraction des neutrophilcs et des mastocytes et (4) de former des complexes immuns qui se
licront aux récepteurs du complément présents sur les érvthrocytes, afin d’étre éliminés de la
circulation sanguine. Il existe trois voies d’activation du complément initiées par un ensemble de
stimuli spécifiques, par contre ces différentes voies partagent des molécules homologues avec des
fonctions semblables (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000).
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Figure 1: Composantes du complément et des effets découlant de son activation.
(modifié de Goldsby, Kindt et Osborne, 2000)

Les cellules phagocytaires telles les neutrophiles et les macrophages, et autres cellules leucocytaires.
comme les cellules dendritiques et les cellules NK (Natural Killer) constituent la ligne défensive de
I'immunité innée. Ces derniéres cellules deviennent actives lors d’une réponse inflammatoire, signe
d’une infection avec un agent infectieux. Les neutrophiles que I’on nomme leucocytes
polymorphonucléaires, par leur morphologie bi-lobée, sont les cellules se retrouvant en plus grand
nombre dans la circulation sanguine lors d’une infection. Ils répondent rapidement 4 divers stimuli
chémoattractants, phagocytent les microbes et peuvent étre activés par des cytokines produites par les
macrophages ou les cellules endothéliales, préalablement activés.  Les neutrophiles possédent
également des récepteurs spécifiques aux immonoglobulines IgG, leur conférant une certaine fonction
dans I'immunité humorale. De plus, ils détectent par I’expression de récepteurs de surface, les

protéines du complément liées aux pathogénes aux sites d’inflammation dans le but d’activer la

phagocytose.



Les phagocytes mononucléaires sont synthétisés dans la moelle osseuse et aprés maturation et
activation, ils acquiérent diverses formes morphologiques. Différents facteurs de croissance sont
nécessaires pour la différenciation et la maturation des cellules hématopoiétiques en cellules
phagocytaires (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). En présence du facteur de stimulation de colonies
(CSF) spécifiques des macrophages (M-CSF) et/ou de la lignée des granulocyte-macrophages (GM-
CSF), les progéniteurs se différencieront en monocytes (Wang et al., 1988) . Les premiéres cellules a
entrer en circulation sont les monocytes qui se différencieront en macrophages une fois dans les tissus.
Les phagocytes mononucléaires jouent un rdle important dans I’immunité innée et peuvent servir de
lien entre cette derniére et I'immunité acquise. Les fonctions principales des phagocytes
mononucléaires sont de phagocyter les pathogénes, les microbes, les antigénes et méme les tissus
endommagés du soi. La reconnaissance des pathogénes se fait au moyen de récepteurs de surface tels
que les phospholipides et les sucres, par exemple le récepteur a mannosc (Aderem et Underhill. 1999).
Le récepteur 2 mannose des macrophages reconnait lec mannose et le fucose, sucres présenis a la
surface des pathogénes, et enclenchent la phagocytose de ces derniers (Aderem et Underhill, 1999).
Les récepteurs C3b ou C3bi présents sur les macrophages, sont également des récepteurs capables de
reconnaitre les bactéries opsonisées, par les protéines du complément. pour ensuite procéder a la
phagocytose (Aderem et Underhill, 1999). Divers récepteurs participent aussi a la phagocytose des
particules opsonisccs, soit le réccpteur spécifique aux protéincs du complément (CR) CR1, CR3 et
CR4 tous cxprimés a la surface des macrophages (Aderem et Underhill, 1999). Aprés activation, les
macrophages peuvent sécréter des enzymes protéolytiques, des dérivés de I"oxyde nitrique (NO) qui
induisent la mort de certains pathogénes (Flynn & Chan, 2001). Ainsi, les cellules phagocytaires
activées par des agents comme I'INF-y et lc TNF-q, générent du NO. Aprés reconnaissancc des
pathogenes, les macrophages ct les cellules dendritiques sécréteront des chimiokines et des cytokines
pro-inflammatoires telles que I'[L-1, IL-6 et TNF-o possédant des effets anti-viraux directs ou
indirects (Aderem et Underhill, 1999)

Par contre, dans certains cas, I'immunité innée est incapable d’enrayer I’agent infectieux d’ou la
nécessité d’activer I'immunité acquise. Ainsi ’immunité innée peut donner des informations
pertinentes de I’agent infectieux 4 I'immunité acquise au moyen de I’expression de molécules de co-
stimulation, telles le CD80 et le CD86 (Hart, 1997). Ces demniéres molécules de co-stimulation sont
présentes a la surface des cellules présentatrices d’antigénes, comme les cellules dendritiques qui
Jouent un réle primordial contre les agents infectieux. Les cellules dendritiques de la peau,
communément appelées cellules de Langerhans, ont la capacité de présenter les antigénes par la

présence d’endosomes et de lysosomes mais possédent peu d’activité phagocytaire en comparaison



aux macrophages et expriment en majeur partic le CMH de classe II (alors que les macrophages
expriment essenticllement le CMH I) leur conférant la capacité d’activer les lymphocytes T naifs
(Hart, 1997). Les cellules dendritiques en maturation migrent vers le cortex profond des ganglions et
présentent Iantigéne sous forme de peptides associés au CMH de classe [ ou II, permettant ainsi
I’interaction avec des lymphocytes T CD8™ ou CD4" dans le but d’induire une réponse immunitaire
spécifique (Hart, 1997). Les composants du CMH ainsi que les complexes CMH-peptide sont 10-100
fois plus présents sur les cellules dendritiques que sur tout autre monocyte ou cellules B (Goldsby,
Kindt et Osborne, 2000). La reconnaissance du CMH-peptide avec le TcR constitue le premier signal
entre les cellules CD4™ naives et les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques augmentent les
niveaux d’expression de CMH I1, des molécules de co-stimulation telles que CD40, CD80 (B7.1),
CD86 (B7.2), absentes chez les cellules de Langerhans. Les cellules dendritiques expriment
également des molécules d’adhésion ICAM-1, ICAM-3 et LFA-3 et sécrétent de 1'IL-12 (Dieu et al.,
1998). Outre la sécrétion d’IL-12 et d’IL-2, les cellules dendritiques matures sécrétent également de
I'lL-6 et TNF-a. Il a ét¢ démontré derniérement qu’aprés activation bactérienne, les cellules
dendritiques matures sécrétaient également de 1'TL-2, cvtokine essentielle 4 la différenciation et a la
prolif¢ration des cellules T naives et a I'activation des cellules NK (Granucci et al., 2001). Les
cellules dendritiques exprimant des complexes CMH I-peptide ainsi que des molécules de co-

stimulation. peuvent également activer lcs cellules T CD8 naives (Matthew et al., 1998).

Selon I'expression ou non du récepteur CD11, les cellules dendritiques vont initier une réponse de
type Thl ou Th2, se différenciant selon la synthése de cytokines. En fait, les mécanismes des cellules
dendritiques régulant la balance entre les réponses de type Thl et Th2 sont trés complexes. Selon la
localisation des cellules dendritiques, la durée de leur activation et les facteurs environnementaux, il y

aura prédominance de Thl ou Th2 (Maldonado-Lopez-Lopez, 2001).

1.1.2. Immunité acquise

Il existe des mécanismes spécifiques activés par la présence de pathogénes augmentant les possibilités
de I'organisme a enrayer ces agents infecticux. Cette réponse spécifique se nomme immunité acquise
et se caractérise par une haute spécificité, une réponse diversifiée générée par le nombre de
spécificités antigéniques et une habilité a établir des mémoires immunologiques en cas d’infections
subséquentes (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). L’immunité spécifique se divise en immunité
humorale et immunité cellulaire. L’immunité humorale se définit par la présence des molécules

circulantes, soit les anticorps, capables de reconnaitre des antigénes et a contribuer a leur



Iélimination. L’immunité spécifique est I’immunité cellulaire, se définissant par I’activation des

lymphocytes T (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000)

La réponse spécifique se divise en 3 phases distinctes : (1) la phase de reconnaissance, (2) la phase
d’activation et (3) la phase effectrice. La phase de reconnaissance consiste a lier I’antigéne associé
aux molécules de CMH de classe I1 exprimé a la surface des cellules présentatrices d’antigénes (CPA).
La phase d’activation des lymphocytes implique premiérement, la prolifération lymphocytaire,
amenant unc expansion clonale des lymphocytes spécifiques a I’antigéne. Deuxiémement. la
différenciation des lymphocytes en cellules effectrices ou en cellules mémoires, dont leur fonction est
d’éliminer I’antigéne, ou en cas d’infections subséquentes respectivement. Les lymphocytes T activés
vont sécréter des cytokines dans le but d’augmenter la phagocytose et de stimuler une réponse
inflammatoire. Enfin, la phase effectrice se définie par I’action des lymphocytes différenciés et se

terminera par I'élimination des lymphocytes.

1.2 Lymphocytes T

Les lymphocytes T sont les régulateurs de la réponse immunitaire des mammiféres contre tous
pathogenes. Ils jouent également un réle important dans les allergies, les rejets de greffe ct dans les
maladies auto-immunitaires. Le développement et les fonctions des lymphocytes T sont régulés par
différentes voies de signalisation qui englobent les molécules de signalisation intracellulaire, des
facteurs nucléaires de transcription et des récepteurs cellulaires de surface (Kuo & Leiden, 1999). Le
répertoire de ccllules T comprend les cellules T auxiliaires ou "helper" (Ty), exprimant la molécule
membranaire CD4, et les cellules T cytotoxiques (Tc) exprimant le CD8 (Goldsby, Kindt et Osborne,
2000). Les cellules T CD4" sont restreintes au CMH de classe II tandis que les cellules T CD8”

reconnaissent les peptides antigéniques liés au CMH de classe 1.

1.2.1 Activation des lymphocytes T

La coordination de I’activation des cellules T en réponse a un antigéne lié au CMH exprimé 4 la
surface des CPA, permet I’expansion clonale et la différentiation des cellules T spécifiques a un
antigéne. L’activation des lymphocytes T est controlée et induite par diverses voies de signalisation.
initiées par la liaison Ag-TcR et les molécules de co-stimulation (Acuto et Cantrell, 2000). Le TcR est
constitué¢ d’une unité hétérodimérique extracellulaire formée des chaines a et B et d’une unité de

signalisation essentiellement intracellulaire. Cette unité de signalisation est composée de trois chaines
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différentes CD3 v, CD3 5 et CD3 &, et d’un homodimére de chaines G, collectivement connues sous le
nom de complexe du CD3 (Acuto et Cantrell, 2000). Ces molécules ne possédent pas d’activité
enzymatique intrinséque mais elles pcuvent, a leur tour, lier des tvrosines kinases situées au niveau de
la portion intracellulaire (ITAM). Lorsque ces motifs d’activation sont phosphorylés par des tyrosines
kinases lors du processus de signalisation, ceux-ci entrent en interaction avec des protéines tyrosines

kinases (PTK) essentielles aux signaux de [’activation (Alberola-lla et al., 1997).

La phosphorylation des résidus de tyrosincs des chaines du complexe CD3 est effectuée par les PTK
de la famille de Src, p36* et p56™™ (Acuto et Cantrell, 2000). Aprés I'engagement du TcR avec le
complexe CMH-peptide, les PTK Fyn et Lck s’associent aux queues cytoplasmiques du complexe
TcR. Cependant, I’activité de Fyn et Lck, de méme que celle dc nombreux composants essentiels 4 la
transduction de signaux. est régulée par unc phosphorylation au niveau de deux sites. La
phosphorylation an niveau du site d’inhibition, consiste a arréter I’activité enzymatique, tandis que la
phosphorylation au niveau du site d’activation est essenticlle 4 I’activité des PTK. Malgré que le site
d’activation soit phosphorvlé, I’activité enzymatique des PTK n’est possible que si Ic phosphate
d'inhibition n’ait préalablement été élimingé par une tyrosine phosphatase transmembranaire
d’inhibition, soit le CD43 (Alberola-lla et al.. 1997).

Etant activées, Fyn et Lek, procédent a la phosphorylation de tyrosines présentes au niveau des ITAMs
du complexe CD3. La phosphorylation de la chaine ¢, du complexe CD3, crée des sites
phosphotyrosine d’arrimage du domainc SH2 permettant le recrutement et ’activation de ZAP-70
(Chan et al., 1992). ZAP-70 est une protéine kinase de 70 kDa, membre de la famille des Syk, et est
exprimée exclusivement chez les lymphocytes T, les thymocytes et les cellules NK (Chan et al.,
1992). Cependant, cette liaison de ZAP-70 avec le complexe TcR-CD3 cst transitoire car ZAP-70
passe rapidement de la phase liée 4 la phase non-liée, engendrant un processus de compétition entre les
signaux de régulation positive et négative (Chang et a/., 1992). La protéine ZAP-70 activée conduit a
I’activation de nombreuses voies, dont celles initiées par la phosphorylation de la phospholipase Cy,
(PLCy), membre du groupe des phospholipases C. Cette interaction entre le TcR et PLCy,, permet au
TcR de réguler I’hydrolyse de phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP,) et d’augmenter et de
contréler la production de deux produits, soit I'inositol 1.4.5-triphosphate (IP;) et le diacylglvcérol
(DAG) (Noh, Shin et Rhee, 1995). IP; et DAG vont a leur tour réguler la concentration du calcium
intracellulaire (Ca®"). L’élévation de Ca>* et DAG active la protéine kinase C (PKC), qui phosphoryle
divers substrats cellulaires et initie la libération du facteur nucléaire NF-xB, facteur de transcription

essentiel a I"activation de divers génes, y compris celui pour I'IL-2 (Negulescu, Shastri et Cahalan,
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1994). L’augmentation de Ca® est critique pendant I’initiation de I’activation des cellules T autant
pour I'induction de I’expression des génes de cytokines que pour contréler les fonctions effectrices des

cellules T.

La forme active du TcR va également se lier avec la protéine G Ras, contenant une activité intrinséque
GTPase qui joue un rdle dans diverses réponses d’activation de différents types cellulaires (Alberola-
Ila et al., 1997). La protéine Ras s’associc de fagon constitutive avec les domaines SH3 de la
molécule adaptatrice Grb2, protéine jouant un réle d’adaptation en couplant les signaux membranaires
avec le facteur d’échange guanine-nuciéotide SOS (Acuto et Cantrell, 2000). Chez une cellule T
activée, les domaincs SH2 Grb2 interagissent avec des résidus de tyrosines phosphorylés de la queue
cytoplasmique de la protéine adaptatricc LAT, permettant par la suite la régulation de Ras (Acuto et
Cantrell, 2000). LAT étant une protéine de liaison nécessaire a I’activation des lymphocytes T (LAT)
(Acuto et Cantrell, 2000). Une autre protéine adaptatrice serait également impliquée dans cette
régulation, soit la protéine SLP76 dont on ne connait pas spécifiquement son réle (Acuto et Cantrell,
2000).  Immédiatement aprés les liaisons des protéines adaptatrices avec Ras, le facteur d’échange
SOS permet a cette derniére d’échanger son guanosine diphosphate (GDP) 1ié¢ contre du guanosine
triphosphate (GTP), lui conférant la forme active. Ras activée enclenche I’initiation de Ia voie de Ia
MAP kinasc. qui consiste en une cascade de phosphorylations successives de protéines kinases, telles
que ERK-1 et ERK-2 ct des enzymes dc phosphorviation des résidus de thréonine/tyrosine appelés
MAP-kinases kinascs (MKK) (Wassarman, Therrien et Rubin, 1995). De cette voie de signalisation
conduit 4 la phosphorylation des facteurs de transcription Fos et Jun et de leur formation en
I’hétérodimere API, étant nécessaire 4 la transcription des génes essentiels a la prolifération cellulaire
et a la synthése d'IL-2. Selon une étude, le facteur de transcription AP-1 régule également
['expression du marqucur d’activation CD69, glycoprotéine qui est rapidement exprimée a la surface

des lymphocytes T suite a leur activation (Castellanos et al., 1997).



Figure 2: Voies de signalisation intracellulaire menant a I’activation des lymphocytes T suite a la

liaison du TcR
(Moditié de Alberola-Ila et al., 1997)

1.2.2. Roéle des molécules de co-stimulation

L’activation par le TcR des cellules T n’est pas suffisante par elle-méme pour activer complétement
les cellules T naives. Les cellules naives proliférent peu et ne produisent pas d’IL-2 aprés une forte
stimulation par le TcR seul. A I’opposé, les cellules mémoires ont une capacité maximale de
proliférer et elles synthétisent de 1'IL-2 apreés ce type de stimuli (Croft, Bradley et Swain, 1994). Pour
les cellules naives, outre le signal généré par I’interaction peptide/CMH et le complexe TcR/CD3, des
signaux de co-stimulation en interaction avec la molécule CD28 des cellules T sont nécessaires
(Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Les molécules B7, soit B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86), exprimées
sur les CPA sont les ligands respectifs du CD28 (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Ces molécules de
co-stimulation sont exprimées de fagon constitutive sur les cellules dendritiques et sont induites sur les

macrophages et les cellules B, une fois activés. Divers stimuli induisent ’expression de CD80 et



CD386 sur les cellules dendritiques. Des études ont démontré I’influence de la présence de cytokines et
autres stimuli sur les cellules de Langerhans de souris. Ces derniéres expriment CD80/CD86 en
présence de GM-CSF et dc la cytokine IL-4 alors qu’'INF-y induit seulement 1’expression de CD86
(Aderem et Underhill, 1999).

Lorsqu’il y a interaction entre B7 et CD28, il y a induction d’un signal de co-stimulation positif a la
cellule T. L’interaction entre les molécules B7 des CPA avec leurs ligands CD28 augmente la
prolifération et la sécrétion d’IL-2, Pexpression du récepteur IL-2Ra (CD25) des cellules T (Carreno
et Collins, 2002). La co-stimulation du CD80 méne a une réponse T de type Thl alors que la
stimulation via CD86 convergerait vers une réponse de type Th2. Cependant, le signal délivré par
Uinteraction B7-CTLA-4, est d’inhiber I’activation des cellules T (Waterhouse et al, 1996).
L’expression de la molécule CD28 est présente autant chez les cellules T non activées que les cellules
activées, alors que CTLA-4 passerait du cytoplasme a la suiface des cellules T seulement aprés
activation (Carreno et Collins, 2002). Malgré que CTLA4 soit exprimé a un moindre taux que CD28,
celui-ci est un puissant compétiteur pour les molécules B7, puisqu’il posséde une plus grande affinité
pour ccs molécules de co-stimulation que CD28 (Carreno et Collins, 2002). La molécule CTLA-4 a
pour but de réguler la prolifération ainsi que I’activation des cellules T, jouant un réle dans

I’homéostasie des cellules T. (Waterhouse et al., 1996).

1.2.3. Les lymphocytes T auxiliaires ou ""helper"(Ty)

Les cellules T CD4" auxiliaires (Ty pour T auxiliaire), quittent le thymus aprés différenciation et
résident dans les organes lymphoides secondaires, comme les ganglions, les plaques de Payer et la rate
(Weninger et al.. 2001). Cette forte concentration de cellules naives dans le paracortex des ganglions
s’explique par le fait que les cellules naives expriment un ensemble de récepteurs propres a elles, qui
lient certains ligands uniquement exprimés au niveau des vaisseaux sanguins spécialisés des ganglions
que ’on nomme les veinules postcapillaires. Les cellules naives expriment fortement le récepteur
CD62L. ce qui permet aux cellules de rouler tout le long des parois vénales des ganglions, et le
récepteur aux chimiokines (CCR) 7, lequel optimise I'activation des cellules naives (Jenkins et al.
2001). Les veinules post-capillaires sont les seuls vaisseaux sanguins qui peuvent exprimer les ligands
specifiques a ces récepteurs, ¢’est-a-dire Glycam-1 pour le récepteur CD62L, et CC34, ELC et SLC
pour le récepteur CCR7. Ainsi, les cellules T naives demeureront pour plusieurs jours dans le

paracortex des ganglions, tant qu’il y aura production des chimiokines ELC et SLC par les cellules du
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stroma (Campbell et Butcher, 2000). Aprés avoir passé 24 heures dans le paracortex des ganglions,
sans avoir rencontr¢ un antigéne, les cellules T naives quittent cette région par les canaux

lymphatiques efférents pour rejoindre la circulation sanguine.

Les cellules T CD4" naives une fois différenciées en cellules effectrices ou mémoires, expriment
moins de molécules d’adhésion pour les ganglions, telles CD62L (L-s¢lectine), et retournent au niveau
de la circulation sanguine par la voie lymphatique efférente (Dutton, Bradley et Swain, 1998). Les
cellules effectrices ou mémoires résident plutét au niveau des sites d’inflammation. ou il va
pénétration de I’antigéne. Les cytokines produites au site d’inflammation induisent I’expression
d’intégrines sur les cellules T activées, dont leurs ligands respectifs se retrouvent au niveau des
cellules endothéliales (Dutton, Bradley et Swain, 1998). Une cellule T qui reconnait un antigéne
durant sa migration dans les tissus extravasculaires, est stimulée et son affinité pour les intégrines et
I"expression de CD44 augmentent (Dutton, Bradley et Swain, 1998; Weninger et al., 2001). Des
études faites a partir de souris déficientes en intégrine B7 ont démontré¢ I’importance critique de ces
derniéres pour la migration des lymphocytes (Hamann et al.. 1994). Ainsi, les cellules T activées, par
un antigene spécifique, sont retenucs au site ot I"antigéne persiste. Par contre, les cellules qui ne
reconnaissent aucun antigéne sont remises en circulation et peuvent retourner vers les organes
lymphoides secondaires, alors que les cellules T activées demecurent au niveau des sites

d’inflammation (Mackay. Marston et Dudler, 1990).

La population de cellules T CD4™ mémoires dérive des cellules T CD4" naives et des cellules T CD4"
effectrices aprés la reconnaissance antigénique (Dutton, Bradley et Swain, 1998). Certaines cellules T
mémoires persistent dans le systéme pour des mois et méme des années, tandis que d’autres cellules
mémoires ont de courtes durées de vie, maintenues dans 'organisme par une activation continue en
raison de la persistance antigénique. Les cellules CD4 mémoires se différencient des cellules CD4
naives par Iexpression de différentes molécules de surface. Les cellules CD4 naives expriment un
haut taux de CD62L et de CD45RB et un faible taux de CD44 (CD62L'¥S, CD45RBHCH CD44Lo%)
(Dutton, Bradley et Swain, 1998). Aprés activation les cellules T CD4 expriment CD62L"°Y,
CD45RB"°%, CD44"™H e plus d’une régulation des intégrines o, et aufy, ainsi que LFA-1, ICAM-
1 et CD43 (Boursalian et Bottomly, 1999). Les cellules T CD4" naives produisent seulement de I’IL-
2, IL-3 et TNF-a lorsqu’elles sont activées alors que les cellules mémoires produisent un plus grand
nombre de cytokines, telles que I'IL-4, I'INF-y, I'[IL-5 et I’'IL-6 (Croft, Bradley et Swain, 1994). Les
cellules T mémoires autant que les cellules T effectrices nécessitent un niveau d’expression faible des

molécules de co-stimulation lors de leur activation. Une étude de comparaison directe, entre les
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cellules T naives et T mémoires, a démontré que les cellules mémoires répondent mieux aux liaisons
croisées du TcR, induites par I’anticorps anti-CD3 ou anti-VB, en absence ou 4 un faible taux
d’expression des molécules de co-stimulation dans des conditions identiques (Croft, Bradley et Swain.
1994). Les cellules T effectrices répondent encore plus efficacement en absence de molécules de co-
stimulation que les T cellules mémoires, leur conférant ainsi le pouvoir d’étre stimulées par un plus
grand nombre de CPA afin de générer une réponse immunitaire plus vaste. Ainsi, les cellules T naives
prennent de 4 & 5 jours pour se différencier en cellules T effectrices, alors que les cellules T effectrices
et T mémoires ne prennent que 1 a 2 jours pour induire une réponse lors d’une seconde stimulation.
La sécrétion de diverses cytokines, comme I'IL-4 et I'IL-5, par les cellules T CD4™ mémoires lors
d’une seconde stimulation, permet a celles-ci d’initier la différenciation des cellules B en plasmocytes
(Dutton, Bradley et Swain, 1998). Les cellules T CD4™ naives étant incapables de stimuler autant les
cellules B, les cellules T effectrices et les cellules T mémoires jouent un réle important dans
induction d’une réponse humorale. Aprés activation des cellules Ty, celles—ci expriment le ligand
CD40L, appartenant a la famille des récepteurs de facteurs de nécrose tumorale (TNFR). Ce ligand
permet donc d’interagir avec la glycoprotéine CD40, exprimée sur les cellules B naives (Goldsby.
Kindt et Osborne, 2000). Cette intcraction délivre un signal aux lymphocytes B qui, de concert avec
le signal entre les Ig, améne la cellule B en division cellulaire. Le réle de la protéine membranaire des
cellules Ty, le CD40L, dans I’activation des cellules B a été démontré lors d’expérimentations, ou les
cellules B naives étaient incubées avec un antigéne et des membranes plasmiques préparées a partir
des ccllules Ty, au repos et des ccllules Ty activées. Les résultats ont prouvé que seules les cellules Ty
activées induisaient la prolifération des cellules B (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Outre
Iinteraction avec des protéines membranaires, les cellules B ne peuvent se différencier en I’absence
de cytokines. essentiellement synthétisées par les cellules Ty activées. Dés le début de la prolifération
des cellules B, ces derniéres expriment des récepteurs membranaires spécifiques a certaines cytokines.
comme I'IL-2, I'IL-4 et ’IL-5. Un autre aspect caractérisant les cellules T mémoires, est que ces
derniéres semblaient étre moins sensibles 4 la mort cellulaire induite par apoptose et/ou anergie, en
comparaison avec les cellules T naives et T effectrices (Dutton, Bradley et Swain, 1998). Les cellules
T effectrices sont susceptibles a la mort cellulaire lors d’une 2° stimulation, par un procédé nommé
"induction d’apoptose par activation" (AICD), puisque ces cellules expriment fortement Fas-L, un
ligand impliqué dans I’activation des caspases (Wesselborg, Jassen et Kabelitz, 1993). De plus, les
cellules naives expriment hautement CD40L, un ligand des intégrines, qui joue un réle dans

I'induction d*apoptose (Dutton, Bradley et Swain, 1998).
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Les récepteurs qui différencient les cellules T CD4™ naives des cellules T CD4" mémoires, ne
permettent pas la différenciation des cellules T CD4” effectrices des cellules T CD4" mémoires.
Ainsi, les cellules effectrices et mémoires expriment les molécules d’adhésion telles que CD44M1%H ¢
LFA-1"%" les isoformes de la glycoprotéine CD45RB"*Y et un faible taux de la molécule L-sélectine
(CD62L*°%) (Ahmadzadeh, Hussain et Farber, 1999). L’expression de I’isoforme CD45RB sur les
cellules effectrices, qui dépend de I’épissage altcrnatif du gene transcrit CD45, est influencée par les
conditions d’activation et les cytokines environnantes, pouvant ainsi servir a la différenciation entre
les cellules T effectrices et les cellules T mémoires. De plus, I'expression du récepteur IL-2R (CD25)
caractérise les cellules T en division cellulaire et permet d’une certaine fagon de distinguer les cellules
T effectrices des cellules T mémoires (Ahmadzadeh, Hussain et Farber, 1999). Les cellules T
mémoires CD44"™°" expriment 4 un faible taux les marqueurs d’activation tels que CD25 et CD69
(Dutton, Bradley et Swain, 1998). Les cellules T mémoires peuvent également se différencier des
cellules effectrices par I’expression et I’activation des intermédiaires impliqués dans les voies de
signalisation lors de ’engagement du TcR. Une étude a démontré quc lors de I’engagement du TcR,
les cellules T mémoires nécessitaient une phosphorylation moindre des résidus de tyrosine que les
cellules T CD4" naives ct effectrices. en plus d’observer une absence de la phosphorvlation de ZAP-70
(Hussain, Anderson et Farber, 2002). Alors qu’il y a phosphorylation de la chaine ¢ du complexe
CD3, lors de I’engagement du TcR, il y a absence de liaison de la protéine ZAP-70 avec la chaine (
chez les cellules T mémoires. Cette absence de liaison de ZAP-70 induit une baisse dramatique de
Iexpression de SLP-76, et il s’ensuit d’unc baisse de la phosphorylation de SLP-76 ainsi que de
diverses protéines se liant 2 Grb2. En absence de ’activation de ZAP-70. on suppose que la protéine
p36'™ phosphoryle LAT et les résidus de SLP-76 permettant une activation intermédiaire des MAP-
kinases (Hussain, Anderson et Farber, 2002). Malgré les différences dans les voies de signalisation, les
cellules T CD4" mémoires sont majoritairement des cellules en phase Gy du cycle cellulaire, qui
persistent dans le systéme immunitaire et répondent de facon plus rapide 4 une stimulation antigénique
(Goldsby, Kindt et Osborne, 2000).
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1.2.3.1 Sous-populations des lymphocytes T auxiliaires (Ty)

Les cellules effectrices CD4™ se divisent en deux sous-populations caractérisées par leur profil de
cytokines qu’elles sécrétent. La sous-population Tyl, sécréte IL-2, PINF-y, TNF-B, des cytokines
dites pro-inflammatoires alors que la seconde sous-population Ty2, sécréte 1L-4, IL-35, IL-6 et IL-10.
des cytokines anti-inflammatoires (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Les altérations observées au
niveau du ratio Ty1/T42 jouent un réle déterminant dans la susceptibilité virale ainsi que les infections
parasitaires, les allergies, et les maladies auto-immunitaires. La régulation de ces réponses
lymphocytaires se fait en partic au niveau transcriptionnel.  Quatre familles de facteurs de
transcription ont ét¢ identifiées comme étant responsables de la régulation des réponses Ty1/T2; soit
les familles des STAT. du facteur de transcription GATA3, des protéines NFATp et NFATCc ainsi que
du c-Maf (Kuo et Leiden, 1999). Deux membres de la famille des STAT, soit STAT 4 et STATS,
influencent la régulation des sous-populations lymphocytaires. Avant I’engagement de la cvtokine
avec son récepteur spécifique, les protéines STAT sont maintenues dans le cytoplasme sous forme
inactive. Suite 2 la liaison de la cytokine avec son récepteur, les protéines STAT sont phosphorylées
par une kinase Janus, de la famille des PTK, et sont rapidement envoyées dans le noyau, ou elles se
lieront et activeront certains génes (Kuo et Leiden. 1999). Aprés stimulation avec I'IL-12, une
cvtokine qui initie la différenciation des cellules T CD4™ naives vers un phénotype de type Tyl.
STAT4 est phosphorvlée et devient transcriptionellement active (Kuo et Leiden, 1999). A partir de
souris déficientes en STAT4, diverses études ont clairement identifié le réle de STAT4 dans la
régulation d'unc réponse de type Tyl. Ainsi, ces derniéres souris présentaient de séveres difficultés a
générer une réponse immunitaire aprés stimulation a 1’IL-12 (Thierfelder et al., 1995; Kaplan et al..
1996). La production d’INFy, la prolifération des cellules T ainsi que les fonctions cytolytiques des
cellules NK étaient également affectées chez ces souris déficientes en STAT4. A Iopposer, la
prot¢ine STAT6 devient active en réponse a I’[L-4, enclenchant ainsi I’activation des génes régulés
par cette cytokine, soit IgE, IL-4R, FcR et le CMH de classe II (Kotanides et Reich, 1996). Le facteur
de transcription GATA3 (facteur de transcription reconnaissant la séquence tétranucléotidique GATA)
régule I’expression des cytokines de type Ty2 et la différenciation des cellules T CD4 naives Vers un
phénotype de type T2 (Zeng et Flavell, 1997). Les protéines NFAT jouent également un réle dans la
régulation des réponses de type Tyl/Tu2. La protéine NF ATp semble étre un régulateur négatif dans
la génération d’une réponse de type Ty2, alors que NFATc participe a la production d’IL-4 et d’IL-6,
lors d’une réponse Ty2 (Kiani et al., 1997). Le facteur de transcription c-Maf joue également un rdle

dans I'expression d’une réponse de type Ty2 (Ho et al., 1996).
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Les cellules Tyl jouent un réle dans les fonctions de la médiation cellulaire, telles que
hypersensibilité de type retardée et I’activation des lymphocytes T cytotoxiques. Cette réponse de
type Tul est également associée au déclenchement d’une inflammation excessive suite & des lésions
tissulaires. L’INF-y, qui est une cytokine propre a la population Tyl, active les macrophages dans le
but d’intensifier leur activité microbicide, augmenter leur taux d’expression de CMH de classe II et
sécréter des cytokines telles I’IL-12, essentielle a la différenciation des cellules Ty en sous-population
Tul (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). De plus, 'INF-y augmente |’expression de la sous-unité B du
récepteur a I'IL-12 (IL-12R) et freine I'expansion de la population cellules T,2. Tout comme pour
PINF-y, les cytokines IL-4 et IL-10 empéchent Pexpansion de la population cellulaire Ty1 (Goldsby,
Kindt et Osborne, 2000). La synthése d’IL-4 renforce le développement des cellules Ty,2, intervient
au niveau de I'activation des cellules B et la sécrétion d’anticorps, diminue P’expression de la sous-
unité B du IL-12R, rendant les cellules T insensibles a cette cytokine (Goldsby, Kindt et Osborne.
2000). Drautres types cellulaires, tels les mastocytes, les basophiles, les éosinophiles et les cellules T

NKI1" peuvent également produire de I’IL~4.

Cette inhibition du développement de I’autre sous-population est connue sous le nom de régulation
croisée. Il existe également un troisiéme sous-groupe que I'on nomme T0, ou les cellules produisent
de I'IL-2. de I'IL-4, de I'IL-5, de 'INF-y ainsi que d’autres cytokines. Certains groupes de recherche
suggérent que les sous-populations Tyl et Ty2 dérivent des cellules Ty0 par différenciation
(Kamogawa et al. 1993). Les cytokines sécrétées dans I’environnement ol se différencient les
cellules Ty activées, déterminent la sous-population vers laquelle elles vont se développer. Les
macrophages activés en présence de LPS ou de parasites intracellulaires, deviennent la source
principale d’IL-12. qui une fois liée a I’IL-12R des cellules T activées, initie la différcnciation des
cellules Ty en sous-population Tyl (Murphy et al., 2000). Le développement en cellules Ty1 dépend
aussi de I'INF-y qui permet d’intensifier la production d’IL-12 par les cellules dendritiques (Murphy
et al.. 2000). L’IL-18 (IGIF de interferon gamma inducing factor), faisant partie de la famille des
cytokines a IL-1, favorise la prolifération des cellules Ty1 et la production de PINF-y par ces derniéres
ainsi que par les cellules NK. Le réle des cytokines IL-18 et IL-12 dans la transcription du géne de
I'INF-y a également ét¢ démontré (Murphy et al., 2000).
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1.2.4 Les lymphocytes cytotoxiques

Les lymphocytes T cytotoxiques (Tc) sont activés lorsque leurs TcR entrent en interaction avec un
complexe antigéne-CMH de classe I 4 la surface d’une cellule, en présence de cytokines appropriées
(Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Contrairement aux cellules Ty, la plupart des cellules CTL
(lymphocyte T cytotoxique) sécrétent peu de cytokines. Elles acquiérent plutdt la capacité de
reconnaitre et d’éliminer les cellules du soi altérées, c’est-a-dire les cellules tumorales, les cellules
infectées par un virus ou les cellules étrangéres d’une greffe. Etant donné que toutes les cellules
nucléées de I'organisme expriment des molécules de CMH de classe L les cellules CTL peuvent
reconnaitre et éliminer presque toutes cellules altérées. Outre leur capacité a induire la cytolyse des
cellules cibles, les cellules CD8™ effectrices ou mémoires apres activation antigénique, produisent
certaines cytokines telles que I'[FN-y et le TNF (Harty, Tvinnereim et White, 2000). La réponse
immunitaire initiée par les CTL peut étre divisée en deux phases qui reflétent bien les différents
aspects de la réponsc cytotoxique (Goldsby, Kindt ct Osborne, 2000). La premiére phase consiste a
activer et différencier les cellules naives Tc en CTL effecteurs fonctionnels. Dans la seconde phase,
les CTL effecteurs reconnaissent les complexes antigéne-CMH 1 des cellules cibles dans Ie but de
détruire ces derniéres. La création de cellules CTL 2 partir des cellules T naives nécessitent au moins
trois signaux successifs. Tout d’abord, un signal spécifique de I’antigénc transmis par le complexe
TcR suite a la reconnaissance d’un complexe peptide-CMH 1. Deuxiémement, un signal de co-
stimulation transmis par I’interaction du CD28-B7 exprimé sur les cellules T naives. Troisiémement,
un signal induit par I'interaction de I’'IL-2 et de son récepteur de haute affinité IL-2R. conduisant a la
prolifération et la différenciation des cellules Tc naives en cellules CTL effectrices. L activation par
I"antigéne induit une cellule Tc naive a exprimer le récepteur a I’IL-2 et 4 moindre degré la production
d’IL-2. Dans la plupart des cas, les cellules Te naives nécessitent de 1’IL-2 supplémentaire, produite
lors de la prolifération des cellules Tyl, afin de proliférer et se différencier. De plus, I’activation des
cellules Ty1 peut induire une régulation accrue des molécules de co-stimulation 2 la surface des CPA.
De cette fagon, les cellules Tyl jouent un réle important dans la prolifération et la différenciation des
cellules cytotoxiques (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Par contre, les cellules CD8" mémoires
activées de nouveau nécessitent des exigences moindres d’activation et peuvent proliférer et se
différencier en présence d’IL-2, induite seulement lors de la présentation antigénique. L’expression
du récepteur a I’'IL-2 sur les cellules T activées par le complexe peptide-CMH I, favorise I’expansion
clonale et I’acquisition de la cytotoxicité par les cellules T spécifiques de I’antigéne.

Les cellules T CD8" naives expriment elles aussi la molécule CD62L, le récepteur CCR7 et I'intégrine

LFA-1. qui interagiront avec leur ligand respectif, au niveau des ganglions (Weninger et al., 2001).
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Les cellules naives T CD8" produisent seulement de INFy lorsque celles~ci sont activées (Dutton,
Bradley et Swain, 1998). Tout comme pour les cellules T CD4", les cellules T CD8* effectrices
peuvent se différencier en cellules mémoires qui persisteront dans le systéme en partie grice a la
persistance antigénique, la présence de cytokines spécifiques ou les molécules de CMH. La
mobilisation des cellules T CD8" mémoires effectrices est extrémement rapide, due a I’augmentation
de I"expression des molécules d’adhésion et la nécessité moindre de molécules de co-stimulation, dans
le but d’éliminer toute trace antigénique. Outre le fait que les cellules T CD8™ effectrices/mémoires
expriment elles aussi la glycoprotéine CD44 et certaines intégrines, les cellules T CD8" mémoires
peuvent se différencier en deux sous-groupes. Ces deux sous-groupes se différencient par I’expression
du récepteur CCR7. Les cellules mémoires CCR7" qui expriment la L-sélectine, deviennent des
cellules effectrices lors d’une stimulation antigénique mais ne possédent aucune fonction effectrice.
alors que les cellules mémoires CCR7" étant L-sélectine(-) possedent une activité effectrice (W eninger
etal., 2001).

1.2.5 Homéostasie des lymphocytes T

L’homéostasie des cellules T est un processus hautement régulé afin de maintenir une réponse
immunitaire équilibrée. Dans des conditions normales, le systéme immunitaire périphérique maintient
toujours un nombre constant de cellules T total et conserve également un équilibre entre les cellules T
naives, possédant un TcR non-spécifique générant le répertoire, et les cellules T mémoires, générées
lors d’une réponse Ag-spécifique. (Tanchot et al., 1997).  Les cellules T effectrices activées ne
demeurent qu’un laps de temps dans le systéme, puisque la majorité meurt par apoptose. Aprés la
clairance de I'antigéne, les lymphocytes T activés sont éliminés par apoptose permettant ainsi une
régulation de la population des cellules T matures (Rathmell et Thompson, 1999). Le récepteur de
mort Fas ainsi que la protéine anti-apoptotique Bcl-2, régulent I’induction de I’apoptose des cellules T,
leur conférant ainsi un réle important dans I’homéostasie de ces derniéres (Parijs, Peterson et Abbas,
1998). Aprés la clairance de I’antigéne, I'expression de Bcl-2 diminue progressivement, résultant en
une forte induction d’apoptose chez les lymphocytes demeurant. Les lymphocytes T stimulés de fagon
répétitive sont sujets 4 1’apoptose par 1’activation du récepteur Fas, processus connu sous le nom

d’induction de mort cellulaire par activation (AICD) (Parijs, Peterson et Abbas, 1998).

Plusieurs genes, certaines molécules de surface, des cytokines et le ratio des sous-populations jouent

un réle important dans la régulation de I’homéostasie des cellules T. L’expression de la molécule de
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co-stimulation B7 et son interaction avec son récepteur respectif influencent I’homéostasie des cellules
T CD4" et CDS§’, tant au niveau du thymus qu’en périphérie (Yu et al., 2000). 1l a été démontré
qu’une surexpression ou une suppression de la molécule B7 provoquait un changement dramatique du
ratio des cellules CD4"/CD8" (Yu et al., 2000). Une diminution d’une population lymphocytaire peut
¢galement ébranler I’homéostasie des cellules T. Chez les souris déficientes en cellules T CD4%,ila
€té observé une augmentation du nombre de cellules T CD8" afin de compenser cette perte (Marrack
et al, 2000). La présence de cytokines appropriées joue €galement un réle important dans
’homéostasie des cellules T. Plusieurs études ont démontré que I'IL-7 et I’'IL-4 contribuaient a la
survie des cellules T naives, tant in vitro qu’in vivo (Hassan et Reen, 1998; Boursalian et Bottomly,
1999). La présence d’interleukines, telles que 1’IL-2, I'IL-4, I'Tl-7 et I'1l-15, est également essentielles
a la survie des cellules T activées (Marrack et al., 2000). Le récepteur IL-2Ra (CD25) est également
impliqué dans la régulation de la prolifération et de la mort cellulaire des cellules T (Leung, Morefield
et Willeford, 2000). Au cours des derni¢res années, des lignées de souris présentant des déficientes
génétiques spécifiques, ont permis d’élucider certains génes régulateurs de I’homéostasie des cellules
T. Toutefois ce phénomene demeure encore nébuleux. Les cellules T déficientes en une tyrosine
kinase, soit la Janus kinase 3 (Jak3), ainsi qu’en la molécule de co-stimulation CTLA-4, présentaient
un phénotype similaire caractéris€é par une expansion clonale non contrdlée des cellules T
périphériques (Gozalo-Sanmillan et al., 2001). Quel que soit le facteur changeant I’homéostasie des

cellules, ce processus demeure primordial au bon maintien d une réponse immunitaire.



CHAPITRE 2
APOPTOSE ET ANERGIE DES LYMPHOCYTES T

2.1 Role de ’apoptose

Bien que le phénoméne de mort cellulaire programmée ait été observé pour la premiére fois au 19°
siécle lors de la métamorphose par Vogt, ce n’est que vers 1951 que ce processus a ¢té observé dans
plusieurs tissus cellulaircs autant chez les invertébrés que chez les vertébrés. En 1972. I'équipe de
Kerr a ¢tabli différentes caractéristiques morphologiques communes, collectivement nommées
apoptose, lors de la mort cellulaire programmée (Cohen et Duke, 1992). Par la suite, Wyllie étudia
les procédés biochimiques observés lors de la mort cellulaire programmeée, processus induit et ordonné
dans lequel la cellule participe activement a sa propre €limination. Ce processus de mort programmée
est un facteur cssentiel a la régulation de 1’homéostasie de nombreux types de populations cellulaires.
y compris ceux du systéme immunitaire (Wyllic, 1980). La mort cellulaire programmeée différe de la
nécrose, qui correspond a un processus de mort cellulaire résultant d’unc Iésion. L’apoptose inclut
une diminution du cvtosquelette dont il en résulte d’une turgescence (blebbing) de la membrane
plasmique, unc condensation de la chromatine et une fragmentation de I"ADN au niveau des jonctions
internucléosomales qui génére des fragments multiples de 180-200 pb et une diminution du volume
cellulaire (Cohen et Duke, 1992; Rathmell et Thompson, 1999). A la suitc de ces changements
morphologiques, une cellule apoptotique libére de minuscules corps apoptotiques. entourés d’une
membrane. qui contiennent des organites intacts. Les macrophages phagocyteront ultérieurement ces
corps apoptotiques ainsi que les cellules parvenues a des stades avancés d’apoptosc (Aderem et
Underhill, 1999). L’expression des molécules de phosphatidylsérine a4 la surface des cellules
apoptotiques aprés la transition de la perméabilité mitochondriale, est un signal induit afin que les
phagocytes reconnaissent les corps apoptotiques (Tanaka et Schroit. 1983). De plus, le relichement de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-la, I’'[L-1B ainsi que I'IL-18 de sorte & attirer les
phagocytes. Cet ensemble d’événements assure que le contenu intracellulaire, pouvant contenir des
enzymes protéolytiques ou lytiques, des protéines cationiques et autres molécules oxvdantes. ne soit
libéré dans le milieu environnant. Le processus d’apoptose n’enclenche pas de réponse inflammatoire
locale alors que la nécrose I’induit suite au reldchement du contenu intracellulaire aprés gonflement et

éclatement de la membrane plasmique d’une cellule nécrotique.



L’apoptose est un processus essenticl dans la formation du répertoire des cellules T au niveau du
thymus ainsi que dans la régulation des cellules T matures (Rathmell et Thompson, 1999). Au cours
du développement des cellules T, I’apoptose élimine les cellules incapables d’entrer en interaction
avec le CMH du soi ou les cellules hautement autoréactives. Aprés leur développement, les cellules T
sont amenées a proliférer et & se différencier en cellules effectrices capables d’induire une réponse
immunitaire. Ces populations effectrices pourraient étre fortement dommageables pour I’héte une fois
I’irradiation de I’antigéne, c’est pourquoi I’apoptose agit dans le but d’éliminer la population accrue de
cellules T et des cellules Ty activées. qui produisent des taux élevés de cytokines (Rathmell et
Thompson, 1999; Cohen et Duke, 1992).

Ce processus de mort ccllulaire se divise en deux phases. unc phase inductive et une phase effectrice.
Une variété de signaux peut initier la voie d'induction du processus de la mort cellulaire. tel qu'un fort
engagement du TcR, la présence de glucocorticoides, des radiations ionisantes, un choc septique, etc
(Cohen et Duke; 1992). En 1980, Wyllic a démontré que suite a une exposition aux glucocorticoides,
il y avait condensation de la chromatine chez les thymocytes suivi d une dégradation en nucléosomes
multiples (Wyllie, 1980). Ces divers agents utilisent des voies d’induction qui différent les unes des
autres mais dont le but ultime est de déclencher une voie effectrice commune. La phase inductive
nécessite souvent I’expression de nouveaux génes et est constituée d'un groupe de signaux activant la
phase effectrice. Grice a des analyses génétiques du nématode Caenorhabditis elegans. on a pu
identifier lcs composants nécessaires a |"induction et la régulation de I"apoptose. qui ont été conservés
au fil de I"évolution. Au cours du développement du C. elegans, sur les 1090 cellules somatiques, 131
cellules sont destinées a entrer en apoptose (Hengartner et Horvitz, 1994). Suite aux observations
faites a partir de mutants de C.elegans. 11 génes communs dc I"apoptose ont ét¢ identifiés (Hengartner
et Horvitz, 1994). Ced-3, ced-4 et ced-9 sont les 3 génes régulateurs de 1'apoptose au niveau des
cellules somatiques. Des mutations au niveau des génes ced-3 et ced-4 bloquaient I’induction de la
mort cellulaire (Rathmell et Thompson, 1999). Par contre, le geéne ced-9 est un géne nécessaire a la
survie des cellules somatiques, donc un antagoniste aux génes ced-3 et ced-4 (Rathmell et Thompson.
1999). Le géne ced-9 est I'homologue de Bcl-2 chez les mammiféres, essentiel 4 la survie des cellules
(Vaux, Weissman et Kim, 1992). L’homologue du géne ced-3, qui encode pour une protéase cystéine,
est 'enzyme de conversion de I’interleukine IL-1p (ICE, connue sous le nom de caspase 1) chez les
mammiféres, qui posséde une activité de clivage et une activité pro-apoptotique (Yuan et al, 1993).
Le facteur d’activation de protéase apoptotique-1 (APAF-1) est I"homologue du géne ced-4 et il agit
en tant que molécule d’adaptation et facilite I’activation de ced-3. (Yuan et Horvitz, 1992). Ces
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découvertes ont donc permis d’identifier trois classes de molécules essenticlles 4 la régulation de

I"apoptose autant au niveau des nématodes que des mammiféres.

La phase effectrice comprend une séquence d’étapes communes a I"apoptose de diverses populations
cellulaires. L’induction de mort des cellules cibles par les cellules CTL, est un exemple d’induction
de la voie effectrice de I’apoptose. En dehors du thymus, I’apoptose des cellules T matures induite par
I’engagement TcR, parfois appelée mort cellulaire induite par activation (AICD), est induite par la
voie de Fas et de sa liaison avec son ligand (Ucker, Ashwell et Nickas, 1989). Fas appartient a la
famille des réccpteurs de facteurs de nécrose tumorale (TNFR) et Fas-L est une molécule étroitement
apparentée au facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Malgré que
Fas et Fas-L soicnt les médiateurs les plus importants dans la mort cellulaire des ccllules T matures,
d’autres membres de la famille TNFR et de leurs ligands respectifs peuvent expliquer la mort

cellulaire enclenchée par le TcR.

2.2. Caspases : exécutrices de I’apoptose

Jusqu'a présent 13 caspascs ont été identifiées dont 11 chez I'humain et 2 chez la souris. Les
membres de cette famille possédent une spécificité de clivage aux résidus d’acide aspartique. Ces
enzymes jouent un rdle important dans I’induction de la mort cellulaire programmeée chez toutes les
cellules et leur activité enzymatique peut étrc détectée chez une cellule ayant entrepris son suicide.
Les caspases sont initialement synthétisées en tant que précurseurs. appelés zymogénes, qui
démontrent une faible activité enzymatique. La structure primaire pour chaque caspase se compose de
3 domaines : un pro domaine & I’extrémité N-terminale ainsi qu’une séquence codant pour une grande
unité (17-21 kDa) et une petite unité enzymatique (10-14 kDa) (Earnshaw, Martins et Kaufmann,
1999). Lors de leur activation, le domaine de la petite unité protéase est premiérement clivé de
I"'ensemble pro domaine/grande unité, puis ensuite vient le clivage de la grande unité permettant leur
relichement respectif (Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999). La petite et la grande unité vont
hétérodimériser pour enfin, former un complexe enzymatique constitué de deux unités
d’hétérodimeres de la petite et de la grande unité. Ce complexe contient donc deux sites actifs dont les
deux sous-unités seraient impliquées (Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999). Chacune des caspases

actives dérive de I’association de procaspases ayant subi des clivages internes.
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STRUCTURE D'UNE
PRO-CASPASE

CLIVAGE PARTIEL

CLIVAGE COMPLET
CASPASE ACTIVE

3 Pro-domune
# Grande umte
. Separaleyur
B pente unte

Figure 3 : Structure d’une pro-caspase et de son dérivé actif aprés protéolyse.
(Modifi€ de Rathmell et Thompson, 1999)

Les caspases sc divisent en deux groupes selon leurs fonctions : les caspases Initiatrices et les caspases
exccutrices. Les caspases possédant un long pro-domaine, soit les caspases-2, -8. -9 et -10. sont
impliquées dans Iinitiation de I’apoptose. Tandis que les caspases ayant un court pro-domaine, soit les
capsases-3, -6 et -7, sont activées par les caspases initiatrices et exécutent la mort cellulaire
programmce (Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999).

Les caspascs sont des enzymes peu sélectives puisqu’elles clivent des composantes structurales du
cytosquelette et du noyau, en plus de nombreuses protéines essentielles a la voie de signalisation. Il
existe divers substrats qui seront clivés lors de I’apoptose: les protéines cytoplasmiques. comme
["actine. les protéines nucléaires, les protéines impliquées dans le métabolisme et la réparation de
I"ADN. les protéines kinases, les protéines engagées dans la voic de signalisation des cellules, les
protéines de régulation du cycle cellulaire et de la prolifération, etc. (Earnshaw, Martins et Kaufmann,
1999).

2.2.1 Activation des caspases

L’activation des caspases peut se faire selon deux mécanismes distincts : le premier se produit par
I"action d’une autre protéase, soit une caspase, tandis que le deuxiéme mécanisme s’exprime suite 4 la
liaison d’une protéine adaptatrice au pro-domaine des caspases initiatrices qui vont a leur tour activer
les caspases exccutrices. Qu'importe le mécanisme emprunté, ces derniers ménent a la dégradation de
la cellule via deux voies principales, que nous décrirons briévement, la voie de la mitochondrie et la

voie des récepteurs de mort (DR) (Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999).
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2.2.1.1 Voie de la mitochondrie

La voie mitochondriale est surtout employée au niveau des cellules endommagées par le stress
oxydatif ou par la présence de toxiques. Lec processus implique une redistribution du cytochrome ¢
provenant de la mitochondrie vers le cytosol, suite a I"activation des caspases (Li et al., 1997). Cette
activation des caspascs est dépendante de la présence de la molécule APAF-1. Lorsque le cytochrome
est reldché de la mitochondrie, APAF-1 se lic 4 la procaspase-9 de maniére ATP et cytochrome c-
dépendante (Li et al., 1997). La molécule APAF-1 et la procaspase-9 interagissent et oligomérisent
via leur domaine de recrutement des caspases (CARD) (Hofmann. Bucher et Tschopp, 1997). Ce
domaine de recrutement des caspases a également été identifié au niveau des molécules adaptatrices
des domaines de mort (DD). Cette interaction permet I’activation de caspase-9 qui a son tour va

pouvoir activer caspase-3, enclenchant la cascade apoptotique irréversible.

2.2.1.2 Voie des récepteurs de mort

— Apoptose

Caspase exécutrice

Figure 4 : Voie d’activation des caspases par les récepteurs de mort.
(Modifié de F. Denis, 2000)
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Outre la voie d’activation via le relichement du cytochrome c, les caspases peuvent étre activées
directement par les récepteurs de surface, les récepteurs de mort (DR), qui initieront la mort cellulaire.
Cette voie d’activation de ’apoptose est surtout employée pour éliminer les cellules viables et non
endommagées, entre autres pour les cellules potentiellement dangereuses, telles les cellules
lymphocytaires autoréactives (Rathmell et Thompson, 1999). Les DR les mieux connus sont ceux
faisant partic des membres de la famille TNFR. La famille des TNFR peut étre divisée en deux
groupes : ceux qui induisent la survie cellulaire et ceux qui promeuvent la mort cellulaire. Les
récepteurs qui s opposent a la mort cellulaire incluent le CD27, CD30, CD40, TNFR-II, Ox40 tandis
que le CD95 (Fas/APO-1), TNFR-I, DR3, DR4 et DRS sont des récepteurs induisant la mort cellulaire
(Rathmell et Thompson, 1999). Les récepteurs de la famille TNFR possédent des séquences
d’homologie, c’est-a-dire des séquences riches en cystéines au niveau de leur domaine extracellulaire,
alors que les récepteurs induisant la mort cellulaire, partagent également un domaine de 80 acides
aminés appelé, domaine de mort (DD) (ltoh et Nagata, 1993). Ccs DD sont essentiels a 1’activation
des caspascs. Bien qu’ils ne possédent aucune activité enzymatique, les DD ont plutét comme
fonction de lier des protéines adaptatrices contenant elles aussi des DD, qui activeront les caspases
(Rathmell et Thompson, 1999). Lc DR le plus étudié est le CD95/Fas/Apo-1. Fas induit 'apoptose
chez les cellules T activées, lorsque cellesci sont stimulées de fagon répétitive, et ce DR joue
également un rélc dans le maintien de la tolérance des cellules T (Parijs, Peterson et Abbas. 1998).
Linteraction avec son ligand Fas-L induit la trimérisation du récepteur facilitant la liaison d’une
molécule adaptatricc FADD/Mortl, suivi de |'activation de la capase-8 ou -10 (Rathmell et
Thompson, 1999). L’oligomérisation des caspases stimule leur activation et enclenche la cascade

apoptotique dcs caspases.

2.2.2 Régulation de I’apoptose

La mort cellulaire programmée joue un réle indispensable dans le développement et le bon maintien
de I'homéostasic des cellules. Bien que I’apoptose soit initiée dans plusieurs cellules en absence
d’ARNm ou de synthése protéique. plusieurs observations portent a croire qu’il y aurait régulation au
niveau de la transcription des génes des pro-caspases. L'IN F-y est un facteur influengant I’expression
des génes des pro-caspases. L’équipe de Tamura a démontré que des cellules traitées avec de I'INF-y
ctaient plus susceptibles d’entrer en apoptose par le biais d’une augmentation de 1’expression des
caspases (Tamura et al., 1996). De plus, des cellules déficientes au niveau des deux facteurs de
transcription dc I'INF-y (IRF-1 et STAT-1) exprimaient moins I’ARNm des pro-caspases-1, -2 et -3 et

possédaient une capacité moindre & entrer en apoptose (Earnsahw, Martins et Kaufmann, 1999).
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L apoptose peut étre également régulée par la voie des récepteurs de mort, soit par un polypeptide
nommeé FLIP. Ce polypeptide contient des domaines effecteurs de la mort (DED) qui ont la propriété
de se lier au prodomaine des procaspases-8 et -10, inhibant ainsi le recrutement de ces caspases au
niveau des DED des récepteurs CD95/Fas et TNFR-1 lors de leur activation (Irmler et al., 1997).
Dans des conditions physiologiques, les cellules T traitées avec de 1’[L-2 sont moins susceptibles
d’entrer en apoptose par activation de Fas, puisque FLIP inhibe I’activation de la procaspase-8 (Irmier
etal., 1997).

Les protéines de la famille Bcl-2 peuvent également jouer le réle de "contrleur intracellulaire” de
I"activation des caspases et de I’apoptose, en altérant le recrutement des procaspases. Les fonctions de
Bcl-2, en tant qu’oncogéne, ont été élucidécs par Vaux et al. (Vaux et al., 1988) suite a la
démonstration de signaux de survie chez les cellules exprimant Bcl-2. L’expression de Bcl-2 prévient
la mort cellulaire et peut méme protéger les cellules T contre des signaux de mort tels que, I’inhibition
métabolique, I’expression d’oncogeénes, les altérations de I’ ADN, les traitements aux glucocorticoides
et les radiations y. Bcl-2 empéche également la mort cellulaire induite par le récepteur CD95 dans
certaines cellules. Les régulateurs les micux définis pour I'apoptose des lvmphocytes T sont les
membres de la famille de Fas et de Bcl-2 (Parijs, Peterson et Abbas, 1998). Ainsi la liaison de Fas-
FasL est impliquée dans 1’élimination dcs lymphocytes T maturcs ou auto-réactifs alors que les
protéines de la famille Bcl-2 sont essentielles a la survie des lymphocytes en réponse a des facteurs de
croissance et divers stimuli. La surexpression de Bcl-2 conduit méme a I"augmentation de la viabilité
de certaines cellules en absence de cytokines essentielles a la survie, telles I'IL-3, I'TL-4, GM-CSF, et
dans certains cas en absence d’IL-2 (Chao et Korsmeyer, 1998). D’autres membres de la famille Bcl-
2. ayant la propriété d"étre des antagonistes de la mort cellulaire. ont été identifiés tels que Bel-x;,
Bel-w, Mcl-1 et A-1 (Rathmell et Thompson, 1999). Cependant. il existe un second groupe faisant
partie de la famille des oncogénes de Bcl-2 et qui ont la propriété d’induire la mort cellulaire. Parmi
ces membres pro-apoptotiques, on retrouve Bax, Bak, Bel-xs, Bad et autres (Rathmell et Thompson,
1999). Une caractéristique importante des membres de la famille de Bcl-2 repose sur leur capacité de
former des homodiméres et des hétérodiméres (Chao ct Korsmeyer, 1998). Ainsi. Bcl-2 et Bel-X; se
retrouvant de fagon prédominante dans la membrane externe de la mitochondrie, peuvent former des
hétérodiméres avec les membres de la famille des pro-apoptotiques, les empéchant de stimuler le
relichement du cytochrome ¢ (Chao et Korsmeyer, 1998). De plus, Bcl-X,, inhibe la formation du
complexe APAF-1/pocaspase-9 et I’activation subséquente des zymogenes lors du processus de mort

cellulaire programmée (Hu et al., 1998).
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Outre la régulation par les membres de la famille Bcl-2, les protéines inhibitrices de ’apoptose (IAP)
peuvent également réguler I'activation de I’apoptose. Jusqu’a présent 5 homologues de la protéine
IAP du virus baculovirus, ont été identifiés chez les mammifeéres, dont cIAP, cIAP-2, XIAP et NAIP
(Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999). Ainsi cIAP, cIPA-2 et XIAP peuvent se lier et inhiber les
caspases-3 et -7 actives et peuvent également prévenir I’activation de la pro-caspase-9 aprés liaison
(Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999). Les protéines cIPA-1 et sSIAP-2 peuvent lier les polypeptides
TRAF-1 et TRAF-2 associés au récepteur TNFR1. De plus, cIAP-1, cIAP-2 et XIAP ont été identifiés
comme des protéines contribuant a la protection de certaines cellules exposées a TNF-a par le biais du

facteur de transcription NFxB (Deveraux, et al., 1997; Roy et al., 1997).

Certaines caspases activées semblent étre régulées par des modifications post-traductionnelles.
L’oxyde nitrique (NO) inhibe les caspases actives par la nitrosation des résidus cystéine localisés au
site actif (Kim, Talanian et Billiar, 1997). Cependant, plusieurs études ont démontré que la présence
de concentrations ¢levées de NO induisait fortement les cellules 4 entrer en apoptose. Diverses études
suggérent que I’apoptose serait régulée par des protéines kinases ou des phosphatases. par
phosphorylation des caspases actives affectant leur activité enzymatique. La phosphorylation ou la
déphosphorylation des domaines des membres de Bel-2, permettrait de réguler I’induction de la voie

apoptotique ou la survie cellulaire (Earnshaw, Martins et Kaufmann, 1999).

2.3. Anergie

L anergie est un état cellulaire durant lequel les lymphocytes sont viables mais incapables de
déclencher une réponse immunitaire fonctionnelle ayant lieu lorsqu’il y a stimulation appropriée du
TcR et des autres récepteurs essentiels a I’activation. Le terme « anergie » a €té initialement emplové
par Nossal et Pike, afin de décrire un état de non-réponse induit suite a I’injection de protéines
antigéniques solubles 4 un animal, provoquant ainsi la synthése de lymphocytes B non-activables
caractérisés par ’absence de production d’Ig ( Nossal et Pike, 1980). Durant le développement des
thymocytes, les cellules T exprimant un TcR spécifique au soi sont éliminées ou encore sont rendues
anergiques (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Des expériences antérieures in vivo ont suggéré que
I"anergie clonale était un processus essentiel au maintien de Ia tolérance périphérique aux Ag du soi,
qui ne sont pas exprimés dans le thymus lors du développement des thymocytes, ou a la maintenance
des cellules T avant échappées a I’élimination dans le thymus (DeSilva, Urdahl et Jenkins, 1991). La

reconnaissance d’un complexe peptide antigénique-CMH 2 la surface d’une CPA par une cellule Tse
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traduit soit par une activation suivie d’une expansion clonale, soit par un état de non-réponse appelé

anergie clonale.

2.3.1 Causes principales d’anergie chez les lymphocytes T

L’anergie est un état d’inactivation marqué par I’incapacité des cellules a proliférer en réponse a un
stimulus. Cet état d'inactivation des lymphocytes T a fait l'objet de diverses études afin d'élucider les
causes et les conséquences de cette anergie. L’anergic a été décrite par Schwartz et ses collégues. a
partir d’un model in vitro, ou des clones de cellules T ont été rendus anergiques aprés présentation de
I’antigéne en absence des signaux appropriés de co-stimulation (Jenkins et Schwartz, 1987). Méme
aprées une seconde stimulation avec des CPA ditcs professionnelles, c’est-a-dire exprimant des
molécules de CMH-peptide et de co-stimulation. les cellules anergiques ne pouvaient proliférer
(Schwartz, 1996). Ainsi, Schwartz et ses collégues ont mis sur pied un modéle in vitro pouvant
apporter des explications au phénoméne de I'anergie. Des cellules CD4 de clones murins mis en
culture avec des CPA professionnelles, proliféraient et synthétisaient de IL-2. Alors qu’aprés
stimulation antigénique avec des CPA exprimant des molécules de CMH seules en absence de
molécules de co-stimulation, ces clones murins étaient incapables de synthétiser de I'L-2. Deux
hypothéses émanent de cette étude, soit que la présence de molécules de co-stimulation est essentielle
a la synthése d'IL-2 ou tout simplement que les cellules T ne répondent plus a I'IL-2 en absence de
celles-ci (Powell et al., 1998). Par la suite, certaines études ont voulu démontrer cet état d’anergie in
vivo (Lenschow et al, 1992). Un groupe de recherche a donc observé ce phénoméne d’anergie suite a
des injections de fortes concentrations d’INF-y (DeSilva, Urdahl et Jenkins, 1991). En réponse a des
doses €levées d’INF-y, les cellules épithéliales expriment les molécules Ia leur permettant de présenter
I’Ag aux cellules CD4", en absence de molécules de co-stimulation (DeSilva, Urdahl et Jenkins.
1991). IiIs ont également observé que les cellules T étaicnt dans un état de non-réponse lorsque celles-
ci étaient exposées, de fagon chronique, a des doses élevées d’Ag; phénoméne s’illustrant par une

inhibition de la prolifération des cellules T en réponse 4 un superantigéne.

Quill et Schwartz ont par la suite découvert que I'induction d'anergie pouvait étre bloquée par ajout de
cycloheximide et/ou de cyclosporine, portant a croire que le maintien de l'anergie impliquerait la
synthése de novo de protéines ainsi que I’activité de la calcineurine (Quill et Schwartz, 1987). Deux
hypotheses viennent appuyer I’idée que I’induction d’anergie serait en partie la conséquence d’une
activation subséquente des "protéines de I’anergie”. La premiére hypothése découle du fait que lors de

l'activation des lymphocytes T, I'interaction entre la cvtokine IL-2 et son récepteur IL-2R, ainsi que la



division cellulaire des cellules activées auraient pour conséquence de prévenir |’apparition des
"protéines de I'anergic”. (DeSilva, Urdahl et Jenkins, 1991). Ce concept est plausible, puisque 1’état
d’anergie des cellules T peut étre renversé par I’addition d’IL-2 exogene. La seconde hypothése est
que la présence des molécules de co-stimulation, qui sont reconnues par leur ligand B7, bloquerait
I"apparition des inhibiteurs moléculaires essentiels a I'induction de I"anergie. Des expérimentations
faites a partir de clones humains, ont permis d’observer que I’engagement de la molécule B7 avec son
ligand CD28 bloquait I’augmentation de la production de Nil-2a, stimulée par I’engagement du TcR
seul lors de I'activation des cellules T (Becker et al, 1996). Le facteur de transcription Nil-2a a la
capacité de se lier aux éléments de régulation négative (NRE), présents au niveau du promoteur du
géne de I'IL-2, bloquant ainsi I’initiation de la transcription de I'IL-2 (Williams et al., 1991) Qutre
I"altération de la transcription du géne de la cytokine IL-2, les cellules rendues anergiques in vivo suite
a des cxpositions a un superantigéne, semblent étre ¢galement affectées au niveau de la voie du
Ca**/calcineurine (Kimura et al., 2000). Par une défectuosité de I’activation de PLCl, il y aurait

altération du Ca™ intracellulaire chez les cellules anergiques.

Des études analysant les événements biochimiques des cellules T anergiques. ont démontré que cet
état de non réponsc était associé a des niveaux élevés de Ca®t intracellulaire (Jenkins et al., 1987).
Traiter les cellules T avec des ionophores, tel que I’ionomycine, avait pour effet d’augmenter la
concentration de Ca™ intracellulaire, induisant cet état d’inactivation (Jenkins et al., 1987). D’autres
¢vénements biochimiques et moléculaires ont été observés chez les cellules anergiques. tels une
altération de la phosphorylation des tyrosines au niveau des protéines intracellulaires, une activité
déficiente de Ras lors de la signalisation ainsi qu'une altération de I’activité d’AP-1 (Kang et al,
1992). La production d’IL-2 par les cellules T est fortement régulée au niveau transcriptionnel,
comme nous I"avons décrit précédemment. L’engagement de la molécule B7 avec son ligand CD28
enclenche une phosphorylation des résidus de tyrosines présents sur la queue intracytoplasmique de la
chaine { du CD3, suivie d’une activation des MAP-kinases enclenchant I’activation du gene de I'IL-2.
Cette activation requiert I’interaction de plusieurs facteurs de transcription, incluant AP-1, NF-kB,
NF-AT et NF-IL-2.  AP-1 joue un réle important dans la régulation du promoteur de I'IL-2 et
participe également dans la formation de la forme active de NF-AT et de NF-IL-2. Le facteur de
transcription AP-1 est un complexe formé de différents membres de la protéine Fos (c-Fos, FosB, Fra-
1 et Fra-2) et de la protéine Jun (c-Jun, JunB et JunD), étant eux-mémes régulés par la voie des MAP-
kinases, ERK, JNK et FRK. De plus, I’activation de ERK est dépendante de 1’association du
complexe TcR-CD3 3 la protéine p21** ainsi que de I"activation subséquente de la cascade des Raf-

MEK kinases. L’activation de JNK est elle aussi dépendante de la protéine p21°* et de la présence de
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la molécule de co-stimulation CD28 (Sundstedt et Dohlsten, 1998). Une étude récente faite a partir de
cellules T anergiques, suggére que I’altération de la transcription de I’IL-2 est la conséquence d’une
mauvaise activation de la protéine p21**, ayant pour conséquence d’altérer la cascade de signalisation
intracellulaire des MAP-kinases incluant ERK et JNK (Li et al., 1996). Ces demiéres modifications
altérent également ’activation du facteur de transcription AP-1, suite a I’engagement du TcR seul
(Kang, 1992). Puisque la phosphorylation de She et de Grb2 semble étre normale chez les cellules T
anergiques, ce serait plutdt au niveau de la conversion de GDP-Ras en sa forme active GTP-Ras qui
serait inhibée, engendrant une activation déficiente de la protéine p21** (Fields, Gajewski et Fitch,
1996). Boussiotis et ses collégues ont démontré un mécanisme additionnel expliquant la diminution
de I'activation de ERK chez les cellules anergiques. Ils ont noté une augmentation de I’activité de
Rap-1. facteur qui bloquerait la voie des MAP-kinases en se liant 4 Raf-1, inhibant son activité
(Boussiotis et al., 1997). Sundstedt et Dohlsten ont également démontré que les cellules T rendues
anergiques in vivo en réponse a4 un superantigéne, contenaient des altérations au niveau de la
signalisation d’AP-1, expliquant I’incapacité des cellules anergiques a induire I’activité de JNK kinase
pour ensuite synthétiser de I’IL-2 (Sundstedt et Dohlsten, 1998). Comme la voie des Ras/MAP
kinascs ainsi que la voie du Ca*'/calcineurine sont nécessaires a la transcription et la synthése de I'IL-

2, ces derniéres scraicnt impliquées dans I’ induction dc I’état d’anergie des cellules T.

L’IL-2 n’est pas la seule cytokine 4 étre produite a des niveaux moindres chez les cellules anergiques.
Par cxemple, la synthése dc I’IL-3/GM-CSF cst également diminuée et I’état d’anergie empéche
¢galement les cellules T a produire de I'[L-4 et de I'IL-12 (Mueller et al., 1991; Quill et al., 1994).
Les cellules T CD4™ anergiques sont incapables d’activer les cellules B puisque ces derniéres
n’expriment pas le ligand CD40 (Bowen, Haluskey et Quill. 1995; Telander et Mueller, 1997). Alors
que les cellules T CD4 anergiques perdent leur activité effectrice, les cellules CD8™ anergiques

semblent cependant garder leurs fonctions cytotoxiques (Otten et Germain, 1991).

La présence d’IL-10 dans I’environnement jouerait un réle dans I'induction d’anergie des cellules T.
L’IL-10 bloquerait les signaux de co-stimulation lors de la présentation antigénique, surtout au niveau
des macrophages (Ding et Shevach, 1992; Ding et al, 1993). Cette cytokine convertirait les
macrophages activés en monocytes-dormants, caractérisés par une baisse de production des cytokines
pro-inflammatoires comme I'IL-1, I'IL-12 et le TNF-o, ainsi qu'une baisse d’expression des
molécules de co-stimulation (Ding et al., 1993). L’anergie des cellules T peut étre également induite
par la présence de ligands peptidiques altérés (APL) présentés par les CPA professionnelles (Korb et

al., 1999). Les APL ont permis de comprendre les événements moléculaires qui surviennent lors de la



transmission du signal 1 via le TcR. Les APL sont similaires aux peptides agonistes, qui engendrent
une activation compléte des cellules T, a I’exception généralement de quelques acides aminés. Ces
acides aminés échangés sont ceux étant en contact avec le TcR et fonctionnent en tant qu’antagonistes
ou agonistes partiels. Des ligands antagonistes inhibent toute activation des cellules T alors que les
ligands agonistes partiels peuvent activer certaines fonctions effectrices des cellules T. Plusieurs
groupes de recherche ont démontré que la reconnaissance de ces ligands antagonistes ou agonistes
particls induisait un état d’anergic chez les cellules T, puisqu’ils transmettaient un signal négatif,
induisant unc mauvaise conformation du TcR (Sloan-Lancaster et al., 1993 ; Korb et al., 1999). Le
mécanisme responsable de cet état d’anergie reste encore inexpliqué mais il inclurait I’avidité de
Iinteraction TcR-APC.  De plus, il semble que certaines cellules T, aprés étre activées, peuvent
exprimer un CMH dc classe II a leur surface et ainsi présenter un antigéne a une autre cellule T. Ainsi
lorsqu’il y a préscntation d’antigénc d une cellule T a une autre cellule T par son CMH de classe I1. il
y a induction d’anergic puisque les cellules T n’expriment pas de molécules de co-stimulation.
(présentation cellules T a cellules T) (Taams et al., 1998). De plus, certains pensent que |’état
d’anergie ne se définit pas comme un état de non-réponse versus un état de réponse. Il existerait de
multiples niveaux d’ancrgic sclon le mécanisme d’induction ou encore en fonction de la dose d’Ag
(Taams, Eden, Wauben, 1999). L’état de non réponse n’est pas seulement enclenché suite a des doses
élevées d’Ag (cx. supcrantigéne), mais pcut avoir lieu en présence de dose optimale d’Ag ou
suboptimale, engendrant divers niveaux d’anergie. Cette variation pourrait contribuer de fagon
passive ou active & la régulation de la réponse immunitaire (Taams, Eden, Wauben, 1999). En résume,
les mécanismes responsables de I’état d’anergie sont encore énigmatiques mais leur présence permet

une certaine régulation du systéme immunitaire, tant sa nature positive ou négative.



CHAPITRE 3
BRULURES SEVERES ET LE SYSTEME IMMUNITAIRE

3.1 Effets d’une briilure sévére

Bien qu’il existe plusieurs types de briilures, tels que les briilures électriques, chimiques ou par
irradiations. nous nous attarderons dans ce cas-ci aux effets découlant d’une briilure thermique. Les
brilures sévéres constituent une des causes majeures de mortalité ainsi que de morbidité a travers le
monde. Parmi les patients ayant préalablement survécu aux dommages physiques d’une brilure
sévere, 80% de ces derniers meurent suite a diverses complications résultant directement de
perturbations et d’anomalies de diverses organes ou systemes, engendrant un choc septique
(O’Sullivan et O’Connor, 1997). Les briilures sévéres sont siirement un des seuls traumatismes a

affecté de multiples systémes chez un organisme.

3.1.1 Altération de divers systémes
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[ Inhalation ] LISSUS bml;] L Choc j [bactenenng

Choc septique
Syndrome d’une réponse inflammatoire systémique

Altérations multiples
des systémes de 1’organisme

Figure S: Effets découlant d une brilure séveére

Parmi les états post-traumatiques, les brillures sévéres sont celles qui entrainent les plus grandes
perturbations métaboliques provoquées par la libération de médiateurs inflammatoires ainsi que le
développement anormal du milieu hormonal en réponse au stress (Demling et Seigne, 2000). Une
augmentation de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1, I'IL-6 et I’IL-8, ainsi

qu’une augmentation de Iactivité oxydante provoquent une augmentation remarquable de la
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dégradation protéique (Demling et Seigne, 2000). Certaines études ont également montré une
augmentation du relichement d’hormones cataboliques endogenes, telles que le cortisol et les
catécholamines, et une diminution de I’activité endogene d’agents anabolisants (ex. : hormone de
croissance humaine et la testostérone), le tout contribuant 4 une perte significative de protéines
(Demling et Seigne. 2000). Suivant une brilure sévére, la libération des protéines musculaires est
accélérée et une augmentation du métabolisme des protéines est observée au niveau du foie, afin de
libérer des acides aminés essentiels a la réparation des tissus (Wolfe, 1981). L’amplitude du processus
catabolique des muscles est si prononcée qu’on voit une baisse massive de la masse corporelle chez
les patients gravement brilés. Quelques groupes de recherche ont étudié les propriétés de certains
acides aminés suivant le traumatisme de la briilure, dont la glutamine. L’administration de glutamine,
I’acide aminé le plus abondant dans le sang, avait pour conséquence d’augmenter le taux de rémission
des grands brilés (Papaconstantinou et al., 1998; Bemier et a/., 2003). Le métabolisme du glucose est
également altéré suite a une brilure grave (Wolfe et al., 1979). Ainsi, suite au traumatisme, il y a une
augmentation dc la production dc glucosc enclenchée par (1) une perte de I’action inhibitrice du
glucose exogéne sur la production endogéne de celui-ci ou encore par (2) une diminution de
Iefficacit¢ dc I'insuline ou dec la prisc périphérique du glucose. Ces diverses perturbations
meétaboliques sont la conséquence d’une augmentation du glycogéne ayant pour effet d’induire (1) de
hyperglycémie, (2) une augmentation du dépdt de gras, (3) une augmentation du catabolisme et 4)
une perte d’énergie excessive (Demling ct Seigne. 2000). Comme toute forme de stress, la brilure
sévére induit égalcment une augmentation de la lipolyse, proccssus résultant d'une dégradation des
acides aminés et de leur libération dans le sang (Demling et Seigne, 2000). Les acides gras
s’incorporent rapidement dans la mcmbrane lipidique de diverses cellules, incluant les cellules
immunitaires, avant pour conséquence d’inhiber la prolifération des lymphocytes et la production de
cytokines, d’ou I'importance d’une diéte faible en lipides pour les patients brilés (Jobin, Garrel.
Bemier, 2000).

Vers 1979, Berg et Garlington ont introduit le terme de translocation bactérienne, signifiant le passage
de bactéries entériques viables du tractus gastro-intestinal vers les ganglions mésentériques (Berg et
Garlington, 1979). Ce processus peut étre en partic un facteur prédisposant a des infections
systémiques et & un état d’hypermétabolisme dégénérant vers un choc septique (Alexander et al.,
1991). 11 a été observé de 7 a 12 heures suivant une brilure sévere, une augmentation d’endotoxines
circulantes d’origine intestinale. (Cuevas et al., 1974: Deitch, Winterton, Berg, 1986; Deitch et Berg,
1987). Cette translocation bactérienne se définit par une perte de perméabilité provoquant le passage

de bactéries entériques viables du lumen du tractus gastro-intestinal vers d’autres organes, via le
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systéme lymphatique mésentérique (Epstein, Banducci et Manders, 1992). Dans des conditions
normales, la muqueuse du tractus gastro-intestinal est imperméable a la flore endogéne non-
pathogéne. Cependant, les mécanismes responsables de cette augmentation de la translocation
bactérienne demeurent encore inconnus. Plusieurs études suggerent que les perturbations du systéme
immunitaire sont & I’origine d’une augmentation de la translocation bactérienne, suite 4 une perte de la
perméabilité du tractus gastro-intestinal (Deitch, Winterton et Berg, 1986; Epstein et al., 1992, Baron
et al., 1994). Cependant, il a été clairement établi que la microflore indigéne du tractus gastro-
intestinal est une source importante d’infections chez les patients dont le systéme immunitaire est
affaibli, tels les patients ayant un cancer, par exemple la leucémie, et qui subissent des traitements de
chimiothérapie (Cesario et al., 1978; Keating, Rodriguez et Bodey, 1977). De plus, il a été démontré
que I"accroissement de LPS, observé lors d’une réponse inflammatoire, augmentait la perméabilité de
I’€pithélium intestinal. Une interprétation possible serait que la présence de LPS induirait une
ischémie du mésentére (Baron et al, 1994). 1l n’en demeure pas moins que cette translocation
bactérienne du méscntére a pour conséquence d’induire une augmentation d’endotoxines dans
Iorganisme, activant la synthése de cytokines pro-inflammatoires pouvant initier le syndrome d’une
réponse inflammatoire systémique (SRIS). Fukushima et ses collégues ont démontré que I'intensité de
la translocation bactérienne était hautement associée a la briilure et a la durée de survie suite au
traumatisme (Fukushima et al., 1992). Etonnamment la durée de survie était de beaucoup supérieure
lorsqu’il y avait administration d’analogues de la PGE, ce qui avait pour effet d’augmenter les

fonctions de la barriére intestinale.

3.1.2  Altération du systéme immunitaire

Les britlures sévéres induisent également d importantes altérations au niveau des fonctions du svsteme
immunitaire, ce qui résulte en un état d’immunosuppression (Faist, Schinkel et Zimmer, 1996: Barlow.
1994). Dés le début des années 60, diverses €quipes de recherche se sont intéressées au phénomeéne de
la briilure sévére et a ses conséquences sur le systéme immunitaire. Dés lors, il a été noté que les
patients gravement brilés étaient plus susceptibles aux infections secondaires (Liedberg. 1961;
McRipley et Garrison, 1963). Par une méthode de titrage des bactéries, il a également été observé une
augmentation de bactéries, soit Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, colonisant les
plaies des patients briilés. (Jones et Lowbury, 1963). Malgré que peu d’études aient été effectuées sur
la capacité de I’organisme a synthétiser des anticorps spécifiques a ces bactéries colonisantes. certains
travaux realisés & partir de modéles animaux, ont démontré une activation du systéme immunitaire

prévenant ainsi |’invasion progressive de ces bactéries au niveau des plaies (Alexander, Moncrief,
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1966). Parmi les premiéres recherches faites a partir d’'un modéle murin, une corrélation a été
clairement établi entre le degré d’une brilure infligée aux animaux et Iinhibition du systéme
immunitaire & induire une réponse primaire aprés stimulation mitogénique (Alexander et Moncrief.
1966). Cette derniére étude a également démontré que le degré d’inhibition de I’immunité dépendait
du facteur temporel, c’est-a-dire le moment ot on injectait I’Ag suite au traumatisme de la briilure
(Alexander et Moncrief, 1966). Les perturbations multiples du systéme immunitaire, suite 4 une
briilure sévére, ont été longuement étudiées et sont encore la cible de diverses recherches. Les
résultats émanant de ces nombreuses investigations sont difficiles d’interprétation puisque les brilures
sévéres altérent non seulement une cellule en particulier ou une seule fonction du systéme
immunitaire, mais portent sur I’ensemble des fonctions de I’immunité. Par contre, tous s’entendent
sur le fait que les altérations majeures observées au niveau de I’immunité, ont pour conséquence
d’augmenter la susceptibilit¢ de I'organisme a diverses infections secondaires et donner lieu
¢ventuellement 4 une septicémie. C’est pour cette raison que les grands brilés sont les patients qui
présentent le moins de cas de rejet de greffe, sur une période donnée, dii a leur faiblesse du systéme
immunitaire (Ninneman, Fisher et Frank, 1978). Malgré les avancements remarquables sur "approche
clinique des grands briilés, il n’en demeure pas moins quencore aujourd’hui les infections locales et

systémiques sont les causes majeures de morbidité et de mortalité.

3.1.2.1 Altération de la réponse non-spécifigue

Les effets néfastes découlant d’une briilure sévére englobent I’ensemble des fonctions du systéme
immunitaire. soit I’immunité non-spécifique et 'immunité spécifique. Les LPS, activement relachés
au niveau des sites d’inflammation suivant le traumatisme d’une brilure, agissent comme des
activateurs potentiels de la voie alternative du complément (Boer et al., 1992). L’activation du
complément se résume par une production des médiateurs pro-inflammatoires Cda, C3a et C5a, ce
dernier étant le médiateur le plus puissant (Haeney, 1998). Le composé C5a a pour effet d’attirer les
neutrophiles, étant parmi les premiers effecteurs de |’ immunité non-spécifique a étre interpellés aprés
un traumatisme quelconque, tel que la brillure. Essentiellement, toutes interactions entre les
neutrophiles et son environnement se feront via des récepteurs de surface. Cette forme de médiation
permet donc un degré de spécificité des neutrophiles vis-a-vis un stimulus. Plusieurs études ont noté
suite au traumatisme par la brilure, une perte de chémotaxie des neutrophiles découlant d’une
diminution & répondrc au composé¢ C35a et ses métabolites (Nelson et al, 1987). Lorsque les

neutrophiles sont exposés a des concentrations élevées de C5a, concentrations hautement supérieures a
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celles nécessaires pour la chémotaxie seule, il a été observé une inhibition du récepteur de surface
pour le composé C5a. Suite 4 une réponse inflammatoire excessive, il y a une production massive du
composé C5a. causant une perte de I’expression du récepteur de surface des neutrophiles d’ou une
diminution de la migration de ces derniers (Nelson et al., 1987). Cependant, certaines études ont
démontré qu’il existait une expression minimale du récepteur de surface spécifique au C5a, permettant
aux neutrophiles unc chémotaxie minimale (Moore et al., 1986). A noter que cette réduction de
neutrophiles aux sites d’inflammation pourrait jouer un effet protecteur, puisque ’absence de ces
derniers aurait pour effet de diminuer le relichement d’enzymes ou de dérivés oxydatifs. Suite au
traumatisme par la brilure, les interactions entre les neutrophiles circulants et les composés C5a
permettent aux neutrophiles d’adhérer aux cellules endothéliales dans le but subséquent de rencontrer
des protéines du tissu conjonctif et de phagocyter des particules, processus enclenchant une réponse
immunitaire. (Charo et al.. 1986; Lo et al., 1989). L’activation des neutrophiles par des peptides
physiologiques. par le relichement d’endotoxines ou encore par la présence de TNF-a produit par les
macrophages, résulte d’une augmentation de I’expression du récepteur FMLP, du récepteur a
phagocytose C3, des molécules d’adhésion CD11/CDI8, ainsi que des récepteurs a vitronectine, a
laminine et 4 fibroncctine (Amaout, 1990: Solomkin et al., 1984). L augmentation de |’expression de
ces récepteurs permet aux neutrophiles activés d’adhérer aux tissus et de phagocyter. Des essaies de
phagocytose ont démontré qu’il y avait une augmentation de I’activité phagocytaire des neutrophiles
dans les 10 jours suivant la brilure (Bjerknes, Vindenes et Laerum, 1990). Des études antérieures ont
¢galement noté unc augmentation du relichement de O, par les neutrophiles circulants chez les
patients gravement brillés. Le relichement de O™, permet I’initiation de la formation des métabolites
toxiques d’oxygene réactif, processus essentiel dans 1’élimination de pathogenes lors d’une réponse
inflammatoire (Solomkin et al.. 1990).

Outre les neutrophiles, le composé C5a est également un excellent chémoattractant pour les
macrophages, effecteurs de I'immunit¢ non-spécifique.  Suite au traumatisme de la brilure,
Santangelo et son équipe ont noté une augmentation de monocytes/macrophages dans les tissus
endommagés et en périphérie, corrélant avec une granulocytopénie (Santangelo et al., 2001). Les
cellules hématopoiétiques myéloides se différenciaient majoritairement en monocytes au dépend des
granulocytes. Cette expansion de monocytes était précédée par une augmentation du facteur M-CSF
plasmatique. contribuant ainsi & cette hausse d’accessibilité des monocytes/macrophages pour une
activation subséquente (Wallner et al., 1984). Qutre une élévation du facteur M-CSF , Wallner et coll.
ont également observé suite au traumatisme de la brillure, une augmentation de 1’expression du

récepteur au facteur M-CSF chez les cellules souches. Lors d’un traumatisme ’activation des



macrophages aux sites d’inflammation permettrait I’initiation de la synthése des leucotriénes et des
facteurs d’activation des plaquettes, et augmenterait 1’adhérence des leucocytes. Il y aurait également
hausse de la présentation antigénique induisant la sécrétion de composés chémoattractants et
favorisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, telles que I'IL-1, I'IL-6, le TNF-q, I'INF-q et
FINF-B (O’Sullivan et O’Connor, 1997). Les macrophages activés aux sites d’inflammation
relacheraient une variété de molécules affectant les interactions entre les neutrophiles et les cellules
endothéliales, et induisant la chémotaxic des neutrophiles par la production d’IL-8 et de LTB,
(O’Sullivan et O'Connor, 1997).

Cependant, suite 4 une brilure sévére les fonctions effectrices des macrophages sont quelque peu
altérées, étant probablement la conséquence d’une augmentation des niveaux de prostaglandines E,
(PGE:) (O’Sullivan et O"Connor, 1997). Lorsque les macrophages sont activés in vitro par les LPS.
ces dernicrs commencent 4 exprimer des taux élevés de NO-synthétase (NOS), enzyme qui oxvde la
L-arginine en L-citrulline et NO (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Cette synthése accrue de NO a
également été détectée in vivo suite 4 I’analyse des niveaux de nitrite/nitrate dans le plasma de patients
gravement briilés (Gamelli et al.. 1995; Preiser et al., 1996). L’état d’immunosuppression suivant une
brilure est en partie la conséquence d’une augmentation d’expression de NO, via l"activation de la
forme inductible de iNOS par les macrophages. (Schwacha et al., 1998; Schwacha et Somers, 1998)
Puisqu’au moment méme ou I’activité de iNOs des macrophages est haussée au 4° et 10° jour post-
trauma, il a ét¢ démontré une suppression de la prolifération des cellules T (Masson et al.. 1998). Des
etudes ont clairement identifié I’effet suppressif de NO, puisqu’en présence de I’inhibiteur de NOS.
soit le N-monométhyl-L-arginine, la capacité a proliférer des lymphocytes T du groupe briilé était
comparable a celle chez le groupe contrdle (Bamberger et al., 1992). La présence de NO induit une
activité cytotoxique chez les cellules cibles via I'inhibition de I’activité réductase des ribonucléotides.
de I’activit¢ mitochondriale et via I’induction d’apoptose (Schwacha et Chaudry, 2002). Cette
induction de I’activité de iINOS semble étre INF-y-dépendante, puisqu’en présence d’anticorps anti-
INF-y il y avait rétablissement de la prolifération des cellules T et diminution de production de NO par
les macrophages (Schwacha et Somers, 1998). Suite au traumatisme. on a également remarqué une
augmentation dc la production d’IL-1, de TNF-a et de PGE; par les macrophages, médiateurs pro-
inflammatoires induisant I’activité de iNOS (Schwacha et Chaudry, 2002). Les macrophages peuvent
ainsi supprimer les fonctions des lymphocytes T via deux agents immunosuppresseurs : le NO et le

PGE. (Figure 6).
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Figure 6: Schématisation du rdle des macrophages dans I’état d’immunosuppression suite au

traumatisme de la briilure.
(Modifié de Schwacha et Chaudry, 2002)

Suite a la brilure, il a également été noté une augmentation de PGE, au niveau plasmatique (Miller-
Graziano et al., 1988). Les PGE, sont synthétisées 4 partir de 1'acide arachidonique par |'enzyme
COX-1, enzyme exprimé de fagon constitutive, et de I’enzyme inductible COX-2 (figure 7). La
biodisponibilité de I’acide arachidonique (AA), elle-méme régulée par les phospholipides et I’activité
de la phospholipase A, (PLA,), régule la production de prostaglandines (PG) dans plusieurs
populations cellulaires (Goldsby, Kindt et Osborne, 2000). Une fois synthétisées, les PGE- peuvent
induire de multiples effets sur différents types cellulaires et méme dans une méme cellule via

I’interaction avec une des 4 classes de récepteurs spécifiques (EP1 a EP4) (Strong et al., 2001).
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Figure 7 : Génération de prostaglandines par clivage des phospholipides membranaires.
(Modifiée de Goldsby. Kindt et Osborne. 2000)

Suivant une brilure sévére il y a initiation d’une cascade de médiateurs inflammatoires et anti-
inflammatoires régulant I’activité de COX-2 et son expression génique (Hahn et al., 1999). La
présence de LPS, dont les concentrations sont élevées aprés une briilure, induit I’expression de COX-2
et par conséquent augmente la production de PGE- par les monocytes et les macrophages (Ogle et al..
1994). La présence de LPS bactériens provoque également la production aberrante de TNF-a, d’IL-1
et d’IL-6 par les macrophages activés, qui a leur tour favorisent la formation de la PGE; par les
macrophages et les fibroblastes (Hahn et Gamelli, 2000). Ces cytokines favorisent également
I"expression du géne et de I"activité de COX-2. 1l a été démontré que I’'[IL-1 et le TNF-a augmentaient
I"expression de PLA, favorisant ainsi la synthése de la PGE,. A noter que les concentrations élevées
de PGE; ne sont simplement pas dues i une augmentation de sa synthése via une hausse de la
régulation de COX-2. Cette production abérrante est également influencée par une diminution de la
clairance et de la dégradation de PGE-, suite a une suppression de I’activité enzymatique de la 15-OH
déhydrogénase prostaglandine (PGDH); I’enzyme responsable de la dégradation de la PGE, (Hahn et
al., 1999).
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Les PGE; sont de puissants immunosuppresseurs capables de moduler les fonctions des lymphocytes
T, des macrophages et des granulocytes (Schwacha et Chaudry, 2002). 11 a été noté que la présence de
PGE: avait pour effet d’inhiber I’expression et I’activité de iNOS suite 2 une stimulation aux LPS,
permettant ainsi un contréle au niveau de I’hyperactivité des macrophages (Marotta, Sautebin et Di
Rosa, 1992). Cependant, effet suppresseur des PGE; sur Iactivité de iNOS est fortement réduit suite
au traumatisme d’une briilure sévére, d’ou I’augmentation de réactifs intermédiaires de 1’azote (RNI)
(Schawacha et al, 1998). La brilure atténue donc les effets suppresseurs des PGE: sur les
macrophages et ceci a pour conséquence d’induire un état d’hyperactivation des macrophages
(Schwacha et Chaudry, 2002). 11 a également été prouvé que la surproduction des PGE, par les
macrophages suite au traumatisme, atténuait la production de cytokines pro-inflammatoires, telles que
la TNF-a, produites ¢galement par les macrophages stimulés aux LPS (Dong et al., 1993). Certains
groupes de recherche ont montré que I"abondance des PGE: contribuait au phénoméne de neutropénie,
caus¢ par une diminution prononcée de la production de granulocytes a partir des cellules

hématopoiétiques (Gamelli, Herbert et Foster, 1985; Shoup et al., 1998).

La capacité de présentation antigénique par les macrophages est grandement affectée suite au
traumatisme de la brillure. En absence d'une présentation antigénique réussie, c¢’est 1'immunité
spécifique qui en sera affectée. Les mécanismes responsables d’une mauvaise présentation
antigénique par les CPA ne sont pas encore élucidés. Grbic et ses collaborateurs ont démontré que les
fortes concentrations des PGE: supprimaient I’expression de la molécule CMH de classe I1, affectant
la présentation antigénique des macrophages aux cellules T CD4™ (Grbic et al., 1991). De plus, il a
€té observé que la présence de niveaux élevés de corticostérone endogéne aprés la briilure, inhibait
I'expression du CMH de classe II sur les macrophages et la production d’IL-1 (Snyder, Unanue,
1982). A noter que des niveaux appropri¢s d'IL-1 sont favorables lors de la présentation antigénique

et au niveau de l'interaction CPA/lymphocytes T (Kupper et al., 1985).

Outre une production massive des PGE, et de NO, les macrophages synthétisent également des
cytokines anti-inflammatoires, telles que I’IL-10 (Schwacha et Chaudry, 2002). Cette cytokine a la
capacité de supprimer I’expression de iNOS et la production de TNF-o chez les macrophages. De
plus, 'IL-10 peut inhiber I'expression de COX-2 au niveau dcs macrophages et des neutrophiles.
diminuant ainsi la synthése des PGE,; lors d’une réponse inflammatoire (Schwacha et Chaudry, 2002).
Cependant, suite 4 une brilure, Schwacha et ses collégues ont constaté que les macrophages étaient
résistants a I'effet suppressif de I'IL-10, augmentant I'hvperactivité des macrophages (Schwacha.

Schneider ct Chaudry. 2002). Cette diminution  répondre a la cvtokine IL-10, serait en partie due a



une baisse de ’expression du récepteur de I'IL-10 4 la surface des macrophages. Quelles que soient
les altérations apportées au niveau des macrophages/monocytes ou des neutrophiles, ces derniéres ont

des répercussions importantes sur linitiation de la réponse spécifique amorcée par les lvmphocytes.

3.1.2.2 Altération de la réponse spécifique

La réponse ccllulaire ainsi que la réponse humorale sont toutes deux altérées suite au traumatisme. ce
qui peut expliquer I'état d'immunosuppression chez les patients brillés. Le relichement d endotoxines
observé lors d’une briilure sévére pourrait modifié certaines des fonctions de la réponse cellulaire et
humorale (Moran et Munster, 1987). Comme les endotoxines sont des stimuli importants de la
cascade inflammatoire (Harris, Gelfand 1995), impliquant la production du TNF-a, d’IL-1. du NO et
des PGEz, ces derniers ont la capacité d’altérer les fonctions lymphocytaires (Schawacha et af.. 1998:
Masson et al., 1998). 1l a également été démontré une diminution de I’activation des lymphocytes B
suite au traumatisme (Schulter et al., 1990). La syntheése d’IL-4 et d’IL-2, cytokines cssentielles a
I'expression du récepteur CD23 sur les cellules B. est ¢galement diminuée suite au traumatisme
(Schulter et al., 1990). Ainsi, aprés une briilure sévére il y a une baisse significative de I'expression
du récepteur CD23 et du reldchement de sa forme soluble aprés clivage, méme en présence d’IL-2 et
d’IL-4 (Schliiter et al., 1991). Ainsi, suite a une briilure, les cellules B sont réfractaires aux signaux
envoyés par les cellules T auxiliaires, soit I'IL-2 et I'IL-4. De plus, la surproduction de PGE,
supprime I'ensemble des fonctions des cellules B a I'exception de la synthése d’IgG (Yamamoto et al..
1996). Les diverses altérations observées sur la réponse cellulaire correspondent a une réduction des
lvmphocytes T. a une augmentation de Iactivité suppressive des lymphocytes. a une augmentation de
facteurs suppresseurs et 4 une diminution de la synthése des cytokines et de leurs récepteurs (Barlow.
1994). Malgré que I’ensemble des études portant sur I'analyse des lvmphocytes suite au traumatisme,
s’entendent pour dire qu’il y a perturbations de ces derniers, il est difficile de déterminer si ces
changements observés tdt apres la briilure, augmentent les probabilités d’une infection secondaire. ou

s'ils découlent des effets suivant I’arrivée d’une infection.

3.2 Briilure sévére — lymphocytes T

L’état d’immunosuppression observé chez les grands briilés a souvent été attribué i un mauvais
fonctionnement et/ou a diverses altérations des lymphocytes T. Dés 1978, une étude démontra une

baisse significative du nombre de cellules T présents dans le sang et dans les organes lvmphoides dés
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les premiers jours suivant le traumatisme, corrélant avec I'incidence d’infection observée chez les
patients briilés (Wood et al., 1978; Fosse, Trumpy et Skulberg, 1987). Plusieurs groupes de recherche
ont remarqué une baisse simultanée du pourcentage des cellules T auxiliaires (Tw) et des cellules T
cytotoxiques (T¢) périphériques chez les patients et chez le modéle murin (Hansbrough et Gadd, 1989;
Antonacci et al., 1984; Calvano et al., 1988). Toutefois, Hunt et son €quipe ont observé premiérement
une baisse du nombre de cellules Ty, suivi d’une diminution de la population des cellules T¢, pour
ensuite revenir a des niveaux basaux a partir du 10° jour suivant le traumatisme (Hunt et al. 1998).
D’autres études ont constaté une diminution du ratio des cellules Ty (CD4) par rapport aux cellules Tc
(CD8), suggérant une baisse du nombre des cellules CD4 et d’une augmentation des cellules CD8, ou
encore une redistribution de ces cellules dans les compartiments de I’organisme (O’Mahony et al.,
1985; Organ, et al., 1988;). Alors que certains groupes de recherche soutenaient que la brilure seule
induisait une diminution du ratio Tiy/Tc, Burleson et collaborateurs ont seulement remarqué cette
baisse du ratio chez les animaux ayant été préalablement immunisés avec un Ag, avant d’étre soumis
au traumatisme (Burleson, Mason et Pruitt, 1988). Cette derniére analyse propose que la brilure seule
n"affecte aucuncment le syst¢me immunitaire mais que Papparition d’infections subséquentes serait
I"agent responsable des modulations de I'immunité. A partir d’un modéle murin, Organ et a/. ont noté
une baisse du nombre total de lymphocytes dans les 6 jours suivant la briilure aprés quoi le nombre de
lymphocytes augmentait considérablement au niveau de la rate et des ganglions drainant la plaie
(Organ et al., 1988). Toutefois, le nombre de lvmphocytes au niveau du thvmus et de la moelle
osseuse ainsi que dans les ganglions mésentériques, demeurait significativement inférieur pour une
longue période (48-60 jours) post-trauma. Deitch et collaborateurs ont démontré que les effets d’une
brilure sévére sur les fonctions lymphocytaires variaient selon les compartiments étudiés, d’ou la

variété d’interprétations des résultats (Deich, Xu et Qi, 1989).

Selon que I'on étudie I'effet du traumatisme au niveau des lymphocytes de la rate, dans le plasma,
dans les ganglions inguinaux, axillaires ou mésentériques ou encore au niveau des plaques de Payer,
les résultats obtenus par ces diverses études ne semblent pas €tre tout a fait similaires sans toutefois
étre contradictoires. Des études réalisées dans notre laboratoire ainsi que de nombreuses études
répertoriées dans la littérature, ont établi que I’effet suppressif d’une brilure sévére sur les cellules T
ainsi que 1’établissement d’un état d’immunosuppression, apparaissaient entre le 7° et le 14° jour
suivant le traumatisme (Banwell et al., 1998, Jobin, Garrel et Bernier, 2000, Jobin et al., 2000). Une
diminution prononcée des populations lymphocytaires CD4" et/ou CD8* au-dela du 14 Jjour suivant le
traumatisme, corréle positivement avec I’apparition de septicémies pouvant €tre fatale (Mclrvine et

al., 1982). Outre les changements observés au niveau des populations CD4" et CD8", I’homéostasie
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des cellules T naives versus effectrices/mémoires est également modifiée suite 4 une briilure sévére.
Une étude portant sur I'expression des cellules T naives (CD45RO+) et des cellules T mémoires
(CD45R0-), chez lc rat ayant été soumis 4 une briilure sévére, a permis de noter une augmentation du
nombre de cellules T CD4" naives et CD4™ T mémoires dans les ganglions drainant la plaie (ganglions
axillaires, inguinaux) en fonction du temps (Lawrence, Riesthal et Calvano, 1996). 1l a également été
constaté que le nombre de cellules T CD4" mémoires diminuait au niveau de la rate alors que le
nombre de cellules T CD4™ naives demeurait équivalent. A noter, que les changements des
populations naives versus mémoires ont été étudiés a partir du 6° jour suivant le traumatisme et
qu’aucune analyse n’ait été faite sur la distribution de ces cellules avant Iinstallation d’un état
d’immunosuppression observé a partir du 7¢ Jour. Ces altérations observées au niveau de ’expression
des cellules naives et mémoires, ne sont pas uniquement la conséquence d’une baisse ou d’une hausse
de la prolifération et de I’activation de ces cellules. Le traumatisme de la briilure pourrait influencer la
migration des cellules, soit vers les ganglions ou la rate changeant ainsi les proportions de cellules
naives/effectrices. Toutefois, I'immunocompétence des cellules T CD4", CD8" naives et/ou mémoires

est peu connue et demeure a étre élucidée.

Des expériences faites avec des souris transgéniques dont les lymphocytes exprimaient tous le méme
TcR spécifique a un antigéne unique, ont permis d’examiner les effets d’une brilure sévére sur
Iactivation de cellules naives versus effectrices suite 4 une immunisation (Kavanagh et a/., 1998).
Les rcsultats obtenus ont démontré qu'en absence de stimulation antigénique la prolifération des
cellules T n’était pas altérée suite au traumatisme, suggérant que I’antigéne jouerait un réle important
dans I'état d'immunosuppression observé aprés une brilure sévére. Aprés immunisation avec
I’antigene spécifique, ils ont noté une augmentation de la capacité des cellules T CD4™ activées mais
non de celle des cellules T CD4" naives a proliférer, engendrant par conséquent un état
d’hyperactivation des cellules T activées chez les souris transgéniques soumises 4 une brilure
(Kavanagh et al., 1998). Cette hyperactivation post-trauma contribuerait a I’induction d’un SRIS, qui
dans 100% des cas étudiés a été mortel. Alors que la méme approche expérimentale a été appliquée a
des souris normales, ils ont observé que les cellules T activées proliféraient moins que les cellules
naives aprés immunisation des souris brilées. En somme, ces résultats démontrent que suite au
traumatisme de la briilure, les cellules T activées sont réfractaires a toute stimulation par des antigénes
du soi ou du non-soi, dans le but de protéger I'organisme contre une réponse inflammatoire

systémique.
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Outre les lymphocytes T exprimant un TcR af, certains groupes de recherche ont constaté que les
lymphocytes T portant un TcR v3, ne représentant qu'un faible pourcentage de I’ensemble
lymphocytaire, jouaient un réle dans I’activation des macrophages en réponse aux LPS. 1l a été
démontré que les lymphocytes y& stimulaient les macrophages a synthétiser le médiateur pro-
inflammatoire TNF-q, augmentant ainsi les risques d’un SRIS (Nishimura et al., 1995; Schwacha,
Ayala et Chaudry, 2000). Cependant, il a été démontré que la présence de cellules T y§ contribuait
¢galement a augmenter les chances de survie, puisque des études faites avec des souris TcR & ont
démontré que ce modéle murin présentait un haut taux de mortalité (Schwacha, Ayala et Chaudry.
2000). II a également été observé que les lymphocytes T y5 intraéphitéliales favorisaient la production
de chimiokines nécessaires au recrutement de cellules immunitaires lorsqu’il y avait lésion, par
exemple suite a une brilure (Boismenu et al.,1996). Ces cellules Jouent un réle important dans
Iinduction d’une réponse immunitaire contre une invasion microbienne d’origine intestinale (Haas.
Pereira et Tonegawa, 1993). Comme les briilures sévéres sont souvent associées 2 une augmentation
de translocation bactérienne du tractus gastro-intestinal, les cellules T Y0 jouent un rdle primordial.
Ainsi, les cellules T y8 jouent deux rdles distincts dans I'immunopathogénicité suivant une brilure
(1) elles contribuent & la survie et (2) elles initient dcs perturbations du systéme immunitaire en

stimulant les macrophages a produire les médiateurs TNF-o et IL-6.

3.2.1 Prolifération et activation des lymphocytes T post-trauma

En plus de causer une baisse du nombre de lymphocytes T, le traumatisme de la brilure affecte
également les capacités de prolifération des lymphocytes T. Diverses études ont démontré qu’aprés
stimulation avec des agents mitogéniques, tels que la concanavaline A (Con A) ou la
phytohémagglutine (PHA), la prolifération in vitro des cellules T périphériques était inhibée vers la
deuxiéme semaine, chez les patients gravement brilés, (Schliiter et al., 1991; Deitch, Xu et Qi, 1989;
Salo et al., 1979, O’Mahony et al., 1984; De Kumar et al., 1997). Cette incapacité a répondre 4 un
stimulus mitogénique peut étre d’origine multifactoriclle et Jouerait un rdle important dans I"état
d’immunosuppression des grands briilés, sans toutefois connaitre les mécanismes exacts (Antonacci, et
al,, 1984 ). Une des causes principales de cette diminution de prolifération s’expliquerait par une
baisse de synthése d’IL-2, une cytokine essentielle  la prolifération et a I’activation des lymphocytes
T (Teodorczyk-Injeyan et al., 1986). Une baisse de Iexpression de I’ARNm d’IL-2 pourrait expliquer
la réduction de sa synthése. Horgan et collaborateurs ont observé que cette diminution était en partie
la conséquence d’une baisse de I’expression de c-fos, au niveau pré-transcriptionnel de I’ARNm de

I'IL-2 (Horgan et al., 1994). La brilure causerait une diminution de I’expression de la protéine c-Fos,
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qui agit en duo avec c-Jun constituant la protéine AP-1, cible majeure lors de ’activation de PKC et
essenticlle a la transcription du géne IL-2 (Horgan et al., 1994). Alors que c-Jun est exprimé de fagon
constitutive dans les lymphocytes en périphérie, le proto-oncogene c-Fos est induit suite a ’activation
des cellules T (Horgan et al., 1994). En absence de c-Fos, la protéine c-Jun peut se lier a la région du
promoteur mais aucune transcription du géne IL-2 n’aura lieu, d’ou une baisse de la prolifération
lymphocytaire. D’autres groupes de recherche ont également démontré une défectuosité entre
Iactivation de PKC et la transcription de c-fos, inhibant ainsi la production d’IL-2 (O’Riodain et al.,
1993).

Le pouvoir actif de I’'IL-2 sur les cellules T se fait via sa liaison avec son récepteur I'IL-2R.  Le
processus d’activation des cellules T est souvent associé a la sécrétion d’IL-2 et au niveau
d’expression d'IL-2R. In vitro et in vivo les lymphocytes T activés relachent également une forme
soluble du récepteur de faible affinité pour I'IL-2, désigné comme I'IL-2Ra communément appelé Tac
ou CD25 (Rubin et al., 1985; Yasuda et al, 1988). Ainsi, la capacité d’exprimer a la surface I'IL-2R
et de sécréter la forme soluble de I'IL-2Ra et la cytokine IL-2, sont de bons indicateurs d’activation
des lymphocytes T. Jusqu'a présent plusieurs études ont noté une baisse de I’expression du IL-2R sur
les cellules T provenant de patients briilés (Teodorczyk-Injevan et al., 1987: Wood et al., 1984). La
diminution de synthése d’IL-2 observée chez les patients briilés, peut également avoir pour
conséquence d’inhiber la génération et/ou le maintien des IL-2R exprimés sur les lymphocytes T
(Teodorczyk-Injevan et al.. 1987). Parallélement. il a été mentionné que cette incapacité des cellules
T a svnthétiser de I'IL-2, a exprimer I'IL-2R et a proliférer en réponse & un agent mitogéne. était en
partie la conséquence d’une forte apparition de cellules T immatures (Teodorczyk-Injeyan et al.,
1986). Toutefois, il a été démontré que les cellules de patients briilés étaient capables de produire de
I'IL-2 lorsque ces derniéres étaient stimulées en présence de I’ester de phorbol et un ionophore du
calcium (Teodorczyk-Injeyan et al., 1988). Ces demiers étant deux agents mitogéniques agissant au
niveau de la voie de signalisation intracellulaire. Une fois traitées avec ces agents chimiques, les
cellules ont réagi par une hausse de I’expression de I'IL-2Ra comparable a celle obtenue avec le
groupe contrdle. Ce résultat a donc démontré la capacité des cellules a étre activées (Teodorczyk-
Injeyan et al., 1988). Ces derniéres observations suggerent que les diverses altérations au niveau de la
svnthése de I'IL-2, sont la conséquence d’une mauvaise signalisation intracellulaire affectant ainsi

Iexpression du récepteur de surface lors de I’activation des cellules T.

A T'opposé de ces derniéres ¢tudes, I'équipe de Horgan a noté un niveau d’expression normal du

récepteur IL-2R 2 la surface des cellules T de patients briilés (Horgan et al., 1994). En aucun moment,
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une baisse d’expression du récepteur IL-2Ra a été observée suite au traumatisme de la brilure. De
plus, la liaison d’IL-2 n’a pas semblé étre affectée aprés la briilure, puisque I’addition in vitro d’IL-2
recombinant aux lymphocytes T isolés de patients, a pu restaurer la baisse de prolifération de ces
derniéres, confirmant ainsi la présence du récepteur IL-2R. Pour cette équipe de recherche le
récepteur IL-2R n’est aucunement affecté et seule la synthése d’IL-2 est réduite suite au traumatisme,
ce qui serait responsable des diverses altérations observées au niveau de la prolifération et de

activation lymphocytaire.

Quelques hypothéses peuvent expliquer ’absence de prolifération in vitro des cellules T. Une étude a
clairement démontré que la suppression des lymphocytes T a proliférer in vitro était dépendante de la
présence des macrophages dans le milieu. L’¢limination des macrophages de la population cellulaire
avait pour effet de rétablir la prolifération des lymphocytes & des niveaux comparables a ceux du
groupe contrdle (De et al., 1997). La capacité de prolifération in vitro des lymphocytes T peut étre
altérée par la présence de macrophages/monocytes, qui sécrétent des agents immunosuppresseurs tels
que les PGE: ou le TGFp, altérant ainsi la production d'IL-2 (Kumar et a/., 1997). Les PGE, ont la
capacité d’agir au niveau fonctionnel des lymphocytes T via une hausse de 1’activation de I'adénylyl
cyclase, générant un niveau élevé d’ AMP; intracellulaire et par conséquent, altérant ainsi la synthése
d’IL-2 (Schwacha et al., 1999). Aprés une brilure sévére, les cellules T sont plus sensibles a la
présence d’AMP, ce qui conduit 4 une mauvaise activation de la phospholipase C et résulte en une
baisse de DAG et de I’activation de PKC (Schwacha et al., 1999). 1l a également été démontré que le
relachement des PGE, lors d’un choc septique contribuait a la suppression de la prolifération des
cellules T ainsi qu’a la synthése d’IL-2, par inhibition de I’activation de la protéine tyrosine p39*"
(Choudhry, Uddin et Sayeed, 1998). Cependant altération de I'activité de p39*" n’est pas due a une
diminution de son expression protéique, mais serait la conséquence d'une baisse de sa propre
phosphorylation ainsi que de sa capacité a phosphoryler les autres résidus de tyrosine présents sur
d’autres protéines (Choudhry, Uddin et Sayeed, 1998). Ainsi, la phosphorylation de PLC-yl par fyn
aura pour conséquence d’hydrolyser PIP; en ses produits, IP; et DAG. La fonction d’IP; est d’initier
le relichement du [Ca™]; nécessaire a 'activation, la prolifération et la production de cytokines des
lymphocytes T. Les perturbations observées au niveau de la protéine fyn ont pour conséquence
d’atténuer la signalisation intracellulaire initiée par le [Ca®"] et donc de réduire la réponse proliférative

des lvmphocytes T.

Les changements observés au niveau de la capacité a proliférer des lymphocytes T peuvent étre

également la conséquence d’une mauvaise activation de ces derniers. L’équipe de O’Suolleabhain a
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not¢ diverses altérations au niveau de I’activation du complexe de NF-«B et de la liaison de la protéine
AP-1'9 jours suivant le traumatisme; ces modifications corrélant avec une diminution de I’ARNm de
PIL-2 chez les cellules T CD4” stimulées avec ’agent mitogéne Con-A (O’Suilleabhain et al., 2001).
De plus, ces changements au niveau de I’activation de NF-xB et d’AP-1 Joueraient un role dans le
transfert de polarisation des cytokines de type Th! vers Th2 ainsi que dans I’établissement d’un état
d’anergie, suite au traumatisme. Puisque AP-1, NF«xB et C-Jun/C-fos sont impliqués dans la
régulation de plusieurs génes, ces derniers résultats supportent I'idée que le traumatisme d’une brilure
altére I’expression des génes des cellules T diminuant ainsi leur activation et leur prolifération.
Jusqu’a présent on ne sait pas si ces modifications de I’activation de NFikB et d’AP-1 sont la
conséquence d’une mauvaise présentation antigénique par les macrophages, les cellules dendritiques
ou les cellules B, ou sont le résultat direct des perturbations au niveau des lymphocytes T. Cependant.
il a été démontré que cette dépression de la présentation antigénique contribue a diminuer I’activation
des cellules T, plus particuliérement les cellules CD4". La présence de PGE; a pour conséquence
d’inhiber l'expression du CMH de classe II, altérant ainsi I'interaction entre les CPA et les

lymphocytes T d’ou I"apparition d’une mauvaise activation (Stephan ct al., 1988).

Alors que plusieurs groupes de recherche ont remarqué une baisse de l'activation, 1’équipe de
Kataranovski a constaté une hausse de I’activation des cellules T au niveau des ganglions drainant la
plaie (ganglions axillaires et scapulaires) chez le modéle du rat (Kataranovski et al., 1992). Cette
activation des cellules T a été notée par leur capacité a produire de I'IL-2. ainsi que par les niveaux
d’IL-1 et d’IL-6 présents dans les suspensions cellulaires de ganglions. Les lymphocytes T présents
dans les ganglions seraient activés suite & la libération de produits, tels que les "heat shock protein”
(HSP). les antigenes du soi, les microorganismes et/ou les cytokines présentes au site d'inflammation.
Cette activation au niveau des ganglions pourrait également expliquer la hausse de cellules T activés
en périphérie. L'équipe de Teodorczyk-Injeyan a noté, prés de 24 heures suivant le traumatisme de la
brillure, une augmentation significative de I’expression de la molécule CD25 (IL-2Ra) et que ce
niveau est demeuré supérieur a la normal dans les jours suivants (Teodorczyk-Injevan et al., 1989).
Associée a la présence de cellules T activées en périphérie, une augmentation des niveaux
plasmatiques d’IL-2 a également été observée chez les patients (Teodorczyk-Injevan et al., 1991).
Selon cette derniére étude, I’augmentation d’IL-2 et de la forme soluble de son récepteur, soit I'IL-
2Ra, appuie I'hypothése d’une activation immédiate des cellules T in vivo chez les patients brilés.
Malgré cette activation in vivo, ces cellules T semblaient étre incapables de proliférer in vitro aprés
une stimulation mitogéne. Toutefois, plusieurs études n’ont pas été en mesure d’identifier une

augmentation de I'IL-2 et de I'IL-2R plasmatique suivant une briilure (Jobin, Garrel et Bernier, 2000:
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Horgan et al, 1994; O’Riordain et al, 1995). En réponse a un stress, I’axe hypothalamus-
hypophysaire peut également produire une variété de cytokines dont I'IL-2, expliquant en partie cette
hausse des niveaux plasmatiques d’IL-2 sans étre associée a une augmentation de l’activation
lymphocytaire (Turnbull et Rivier, 1999). Malgré une activation immédiate des cellules T suivant une
briilure, aucune équipe n’a été 2 méme de déterminer la spécificité de ces cellules activées suite au

traumatisme.

3.3.2 Polarisation des cytokines de type TH1 versus TH2

Un principe important qui émerge de I’étude des cytokines est que la nature et ’amplitude de la
réponse immunitaire seront influencées par le relichement des diverses cytokines produites aux sites
de stimulation des lymphocytes.  Suite a I'évaluation des cytokines produites aprés une briilure,
plusieurs études ont démontré un changement au niveau des réponscs de type Thl vers une réponse de
type Th2 (O’Sullivan et al., 1995). Cette augmentation de synthése des cytokines IL-4, IL-10 ainsi
que PGE: a pour effet d’inhiber les cytokines de type Thl telles que IL-12 et INF-y (Kavanagh et al.,
1999).  En fait, plus il v a production d’IL-10, plus les cellules CD4™ sont dans I'incapacite de
synthétiser de IIL-2 (Ayala et al., 2001). 1l a été démontré que suite au traumatisme de la brilure. une
hausse d’IL-10 augmentait les niveaux d’apoptose chez les lymphocytes de type Thl présents dans la
rate, puisqu’en présence d’anticorps anti-IL-10, il y avait une baisse significative de cellules en
apoptose. Les lymphocytes CD4" sont la source majeure de production d’IL-10. augmentation
corr¢lant avec I’apparition du choc septique chez les patients et une diminution a répondre aux
infections secondaires chez le modéle murin (Lyons et al., 1997). De plus, il a été observé que
I"action inhibitrice de I'IL-10 sur les cellules T, se faisait via I’inhibition de I’expression des
molécules de co-stimulation CD80, CD86 et CMH de classe II lors de la présentation antigénique des
CPA (Ding et Schevach, 1992; Ding et al., 1993). En plus d’agir au niveau des cellules de la rate. il a
été prouvé que I'IL-10 inhibait I’activation et la stimulation des lymphocytes présents dans les
intestins diminuant toute réponse inflammatoire (Ebert, 2000). Cette augmentation de production
d’IL-10 chez les patients brilés corréle souvent avec I'apparition de cas de septicémie (Lyons et al..
1997).

Parallélement a4 une augmentation d’IL-10, une baisse significative d’IL-12 produite par les
monocytes/macrophages périphériques a été notée chez les patients briilés, et au niveau de la rate dans
le modéle murin (Géebel et al., 2000). Puisqu’une des fonctions principales de I'IL-12 est de

permettre aux cellules T naives de se différencier en cellules T effectrices de phénotype Thl. cela
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expliquerait en partie I’incapacité de maintenir une réponse de type Thl suite au traumatisme. Cette
diminution de synthése des cytokines de type Thl a pour conséquence d’inhiber I’activation et/ou la
prolifération des lymphocytes Ty (Teodorczyk-Injeyan et al., 1986). La diminution des cellules Ty
activées serait une des causes responsable de la baisse de synthése d’Ig des lymphocytes B suite au
traumatisme de la brilure (Schluter et al., 1990). Kelly et ses collégues ont démontré qu’une
diminution significative de I'INF-y, produit par les cellules T de type Thl, provoquait une baisse de la
synthése de I’anticorps d’IgG2a, cette derniére étant INF-dépendante (Kelly et al., 1999). Outre
I'induction de cytokines de type Th2, la briilure induirait également une augmentation d’IL-6, de
TNF-a et d’'IL-1 sécrétés par les macrophages (Gregory et al., 2000). 1l a été démontré qu’une forte
concentration d’IL-6 supprimait les fonctions des cellules T et jouait un réle au niveau de la
suppression de la réponse cellulaire aprés le traumatisme de la brilure (Zhou, Munster et Winchurch,
1992). Cette hausse de médiateurs inflammatoires produits par les macrophages est influencée par la
présence des lymphocytes T y8, autant in vivo qu’in vitro. Cette demiére observation a été démontrée
suite 4 I’analysc de production des médiateurs inflammatoires par les macrophages chez les souris

déficientes & (Nishimura et al., 1993).

Puisque les cellules T, sont essentielles a la maturation des cellules CD8 cytotoxiques via la sécrétion
de cytokines telles que I'IL-2 et I'INF-y, ces cellules cytotoxiques seront également affectées suite au
traumatisme (Gill et a/., 1993). Par contre 14 jours suivant le traumatisme de la britlure, I’équipe de
Hunt a noté une augmentation de la réponse cytotoxique démontrée par une hausse des cellules CD8”
effectrices, cellules ayant préalablement reconnu un antigéne et induit une réponse immunitaire. Dans
les faits, la brilure sévére et le relachement d’endotoxines induisent des altérations considérables au
niveau des lymphocytes. perturbations qui sont en majeure partic responsables de 1'état

d’immunosuppression.
3.4 Rale de I’apoptose post-trauma

L’état d’immunosuppression suite au traumatisme de la brilure peut également résulter d’une
augmentation de I’apoptose et/ou d’une forte induction d’anergie des lymphocytes. La mort cellulaire
des lymphocytes peut étre responsable de la diminution de lymphocytes T circulants, ou de I’inhibition
de leur prolifération et de leur activation. Diverses études ont clairement démontré que suite a un
traumatisme tel une briilure ou un choc septique, il y avait diminution de la cellularité au niveau des
organes lymphoides et augmentation du nombre de cellules en apoptose (Ayala et al., 1999; Fukuzuka

et al.. 1999; Oka et al., 1996). Par exemple, suite 4 I’injection de bactéries Gram-négatives et Gram-
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positives, I’équipe de Wang a observé une atrophie du thymus via I’induction du pocessus apoptotique
(Wang et al., 1994). De plus, Sugimoto et ses collégues ont noté suite a une chirurgie majeure, une
haussc de I’expression de I'ARNm de FasL et une corrélation entre la cinétique de son induction et
une augmentation de la susceptibilité des cellules mononucléaires a entrer en apoptose (Sugimoto et
al., 1998). Bien que les mécanismes de I’apoptose observée post-trauma soient peu connus, on sait
que ce mode de mort cellulaire est fréquemment élevé et est suivi d’une réponse inflammatoire. De
plus, il peut étre induit autant dans les tissus lymphoides que dans les tissus parenchymateux, par des

cytokines telles que le TNF-a ou I’expression de Fas-L (Nagata et Golstein, 1995).

3.4.1 Voies d’activation de |’apoptose suivant une briilure sévére

Qu’en est-il de I'induction de I"apoptose suite 4 une brilure sévére? L’équipe de Teodorczyk-Injevan
a ¢été la premiére a obscrver chez les patients gravement briilés une induction d’apoptose au niveau des
lymphocytes circulants, ainsi qu’au niveau des lymphocytes T isolés et activés in vitro, suivie d’une
diminution d’IL-2 (Teodorczyk-Injeyan et al, 1995). A partir de ce moment on a admis que
I'induction de mort cellulaire par AICD représentait un mécanisme probant pour inhiber une réponse
immunitaire ditc exagérée. représcntée par une forte activation des lymphocvtes T matures. Dans
cette derniére étude, il a été noté que les cellules apoptotiques exprimaient des niveaux élevés de
marqueurs d’activation systémique, soit CD25 et CD69, et qu’on retrouvait méme au niveau
plasmatique des quantités élevées de marqueurs d'activation solubles (Teodorczyk-Injeyan et al..
1995).  Ces demniéres observations sont consistantes avec la relation causale qui existerait entre
Iactivation périphérique des lvmphocytes matures et 1’état d’immunosuppression. Les principaux
facteurs qui induisent I’activation des cellules T suivie de I’apoptose (AICD) restent encore a étre
identifiés.  Selon certaines études, I’AICD associée a une fragmentation de I’ADN chez les
lymphocytes T matures, serait précédée par une forte activation de ces derniers suite & une exposition
a des dérivés bactériens ou viraux collectivement nommés surperantigénes (Herman et al., 1991;Kénig
et al, 1992). Des données récentes ont également démontré que suite 4 une stimulation prolongée in
vitro des lymphocytes T périphériques matures, avec un superantigéne et en présence d’IL-2. ces
derniers étaient fortement induits en apoptose chez 1'humain (Kabelitz et Wesselborg, 1992:
Wesselborg, Janssen et Kabelitz, 1993). Ainsi, suite au traumatisme de la briilure ’activation

inadéquate des cellules T pourrait étre responsable de leur induction d’apoptose ou de leur anergie.

L’engagement du récepteur de mort Fas par I'interaction avec son ligand FasL est également impliqué

dans le processus de mort AICD, puisque chez les souris déficientes au niveau du gene FasL, les



niveaux d’apoptose par AICD n’étaient pas régulés a la hausse aprés stimulation mitogene avec ConA
(Ayala et al., 1999). L’équipe d’Ayala a démontré que parmi les médiateurs inflammatoires tels que
'IL-4. I'IL-10 et les PGE,, seul I'TL-10 altérait a la hausse la fréquence d’apoptose des lvmphocytes T
activés au niveau de la rate du modéle murin (Ayala et al., 2001). Lors de la stimulation des cellules
de la rate, I’ajout d’Ac anti-IL-10 avait pour effet d’atténuer I"augmentation du procédé apoptotique
AICD. Ces mémes expérimentations ont également permis d’observer qu’en présence d’Ac anti-IL-
10, P’expression de Fas, FADD, TRADD et FLICE était grandement diminuée chez les lymphocyvtes.
Des souris déficientes au niveau du géne de I’IL-10 soumises a un choc septique, ont présenté des
niveaux apoptotiques équivalents a ceux observés chez le groupe contréle; autre étude appuyant 1’effet
suppresseur de I'IL-10 (Ayala et al, 2001). A noter que la cytokine IL-10 posséde autant des
propriétés anti-apoptotiques que pro-apoptotiques, dépendamment des lvmphocytes étudiés et des

conditions de I'étude.

A partir d’un modéle murin, une augmentation de ’apoptose au niveau des cellules du thymus et de la
rate a également été signalée, 3 heures suivant une briilure (Fukuzuka et al., 1999; Ayala et al.. 1999 ).
Une augmentation de 1’expression FasL sur les cellules du thymus et de la rate, peut expliquer cette
hausse d’apoptose chez les souris brillées (Malcom et al., 2000). Etant donné que | expression de
FasL semblait jouer un réle important suivant un traumatisme, une €quipe de recherche a voulu établir
si la présence de cette molécule altérait 1’activité des cellules T suite 4 une brilure sévere. Ainsi. a
partir de modéles murins déficients en I’expression de Fas (Ipr), ils ont noté aprés une brilure sévére.
un plus grand taux de survie chez ces souris en comparaison avec le groupe témoin. Ces derniers
résultats suggérent fortement que la présence de Fas joue un réle essentiel dans la modulation d’une

réponse immunitaire suite a une briilure sévére (Kell et al., 2000).

Certains groupes de recherche s’entendent pour mentionner que l'induction de l'apoptose est
indépendante de la présence de TNF-a et des endotoxines suivant une briilure sévere. ‘Ainsi. ils ont
démontré chez des souris C3H/HeJ (résistantes aux LPS) et TNF-o null, que I’induction de I’apoptose
était associée a une augmentation de 1’activité de la caspase-3 dans le thymus et la rate (Fukuzuka et
al., 1999; Hiramatsu et al., 1997; Ayala et al,, 1996). Certaines études ont également souligné
I’absence de modulation des niveaux plasmatiques de TNF-a chez les patients gravement brilés avant
survécu ou non au traumatisme de la briilure (Yamada, Endo et Inada, 1996; Ribeiro et al., 2002).
Toutefois, lorsqu’il y avait présence d’infections suivant le traumatisme, les niveaux de TNF-a étaient
significativement élevés en comparaison avec le groupe contrdle (Yamada, Endo et Inada. 1996:

Yamada et al.. 2000). Contrairement aux études portant sur la modulation de TNF-q, les analvses
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faites sur I’expression des récepteurs TNFR ont démontré une augmentation de ces derniers chez les
patients n’ayant pas survécu au traumatisme de la brilure (Yamada et al., 2000; Ribeiro et al., 2002).
Les niveaux d’expression de TNFRI et de TNFR2 étaient hautement supérieurs, 6 et 24 heures suivant
la brilure, chez les patients décédés suite a ce traumatisme en comparaison avec les patients ayant
survécu. Ces derniéres études suggérent donc que les concentrations de TNF-a et le niveau
d’expression de ses récepteurs sont tous deux de bons indicateurs de la gravité d’une brilure. A
I"opposé, Cho et ses collaborateurs ont clairement observé 3 heures suivant le traumatisme de la
briilure, une augmentation de TNF-a dans le thymus seulement. De plus, il a été démontré que ce
médiateur inflammatoire jouait un rdle important dans I’induction de I’apoptose des thymocytes, via
sa liaison avec son récepteur de haute affinité TNFR (Cho et al, 2001). Certaines études ont
¢galement observé que lc relachement prononcé de LPS et d’endotoxines suite & une brilure sévere,
semblait étre responsable de I'induction massive d’apoptose au niveau des lymphocytes périphériques
et au niveau des cellules présentes dans les ganglions mésentériques (Xia et al., 2002). D’autre part,
les glucocorticoides, dont les concentrations augmentent suite 4 une brilure sévére (Faunce, Gregory
et Kovacs, 1998). réguleraient a la hausse 1’activation de la caspase-3 lors de I'induction de I"apoptose
(Fukuzuka et al., 2000). En fait, les glucocorticoides seraient les premiers activateurs de la caspase-3
au niveau des lymphocytes du thymus et de la rate, enclenchant ainsi la cascade apoptotique suivant
une brilure. Ce stéroide induirait également I’apoptose des cellules CD8" et des lymphocytes B
(B2207) présents dans les plaques de Paver. De plus, il serait en partie responsable de I’induction de
mort cellulaire chez les lymphocytes intraépithéliale (IEL), résidant a la surface basolatérale des
cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal (Fukuzuka et al., 2000). L’expression de FasL sur les
lymphocytes B contribuerait également & I’induction de I’apoptose puisque chez les souris FasL-
déficientes, I'apoptose des lymphocytes B n’était pas régulée a la hausse alors que les cellules CD4"

/CD8" demeuraient hautement en apoptose, apres une briilure sévére (Kell et al., 2000).

3.5 Induction de I’anergie post-briilure

Suite au traumatisme de la brillure les lymphocytes T ont une capacité moindre a proliférer, expriment
peu d’IL-2R et produisent moins d'IL-2, leur conférant ainsi un état d’anergie. Comme il a été
mentionné, une perte de la liaison du complexe AP-1 au facteur de transcription NF-kB diminue la
transcription du géne de I’IL-2, d’ou une baisse de sa synthése suite & une briilure sévére, provoquant
ainsi un état d’anergie des cellules T (O’ Suilleabhain et al.,2001). De plus, il a été démontré chez des
clones de cellules T CD4" rendus anergiques in vitro, une défectuosité semblable de 1'activité d”AP-1.

Cette derniére perturbation impliquerait une réduction de la translocation nucléaire des protéines C-
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Fos. FosB et JunB, toutes nécessaires a la transcription de I'IL-2 (Mondino et al., 1996). Cette
suppression des fonctions effectrices des lymphocytes peut €tre en partic la conséquence d’une forte
production de PGE. par les macrophages. Comme il a été mentionné auparavant. cet agent
immunosuppresseur inhibe les CMH de classe II. affectant la présentation antigénique ou simplement
en altérant certaines protéines kinases lors de I’activation des lymphocytes T. De plus, intensité de la
briilure peut également induire une forte activation des cellules T qui est souvent accompagnée d’une
diminution de synthése d’IL-2 (De et al., 2000). Cette suppression d’IL-2 est souvent le résultat d’une
hausse d'IL-4 et d’IL-10, pouvant inhiber la présentation antigénique des CPA, d’ou I"apparition de

cellules T anergiques.

Si toutefois la polarisation de TH1 vers TH2 ne permet pas d’expliquer intégralement I’état d’anergie,
De et collaborateurs ont suggéré que des altérations au niveau de I’expression de certains récepteurs
seraient en partie responsables de cet état d'inactivation. Ils ont not¢é que le phénotype
CD3CD11b™" et CD28"" était prédominant dans la population de cellules T anergiques chez les
patients brilés, résultant de cellules T fortement activées et Fas-résistante (De et al., 2000). Ces
derniéres cellules seraient capables de présenter un antigéne, puisqu’elles sont CD1 16" a d’autres
cellules T, les rendant a leur tour anergiques. De plus, le relachement de protéines du soi dégradées et
d auto-anticorps, communément appelés peptides altérés. stimulerait les cellules T préalablement
activées, les rendant anergiques. Pellegrini et al. ont stipulé que I’augmentation de 1’apoptose chez
les lymphocytes post-brillure causent directement ’anergie de ces cellules (Pellegrini et al., 2000).
Cette équipe de recherche suggére que suite 3 une forte induction d’apoptose des cellules matures. il
ne resterait plus qu’une population formée en majeure partie de cellules naives, cellules qui sont plus
susceptibles d’étre anergiques, di a leurs besoins astringents d’€tre activées par des CPA
professionnelles. A noter que la présence de CPA non professionnelles, i.e. dont les molécules de co-
stimulation sont altérées, est également une cause de I’état d’anergie de cellules T. En somme. les
mécanismes responsables de 1'état d anergie des cellules T peuvent gtre de multiples origines et
demeurent a étre clairement identifiés. Cependant, nul doute que I’apoptose et I’anergie agissent en

synergie, pouvant amener Iétat d’immunosuppression.

En somme, le traumatisme d’une briilure sévére perturbe grandement |'immunité des patients. Malgré
que le systéme immunitaire de ces patients semble étre mis en branle suite au traumatisme. les
fonctions de ce dernier sont modifiées. Suite 4 une augmentation d’endotoxines, d’Ag altérés du sol,

de HSP ou autres suivant le traumatisme de la brilure, une forte activation au niveau des
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compartiments lymphoides et en périphérie a été démontrée par une augmentation du récepteur soluble
IL-2R et des niveaux d’IL-2 dans le plasma des patients (Teodorczyk-Injeyan et al, 1991).
Maldonado-Lopez et collaborateurs ont également noté une augmentation de lymphocytes T activés,
par une hausse de I'expression de marqueurs d’activation tels que CD25, CD69 et CD71 (Maldonado-
Lopez et al, 1991). Toutefois, nul n’a été en mesure de démontrer une forme d’activation des
lymphocytes T en fonction du temps ainsi que la nature des cellules T activées. Alors que certaines
études observent une forme d’activation des cellules T suite au traumatisme de la briilure, plusieurs
s'entendent pour confirmer que ce traumatisme induit diverses perturbations au niveau de I'activation
lymphocytaire. L’absence d’activation des lymphocytes peut étre en partie la conséquence d’une forte
induction d’apoptose et/ou d’anergie (Teodorczyk-Injeyan et al., 1995; De et al, 2000). Les
changements observés au nivcau de la synthése des cytokines Tyl versus Ty2 influencent grandement
I"homéostasie des cellules T, suivant le traumatisme de la briilure (O’Sullivan et al., 1995). De plus.
les diverses altérations observées au niveau des CPA pourraient induire cet état d’inactivation des
lymphocytes. Ainsi, une baisse de 1’expression des molécules de CMH de classe 11 (Grbic et al.,
1991) ou des molécules de co-stimulation (Ding et Schevach, 1992; Ding et al., 1993), ou encore une
hausse des médiateurs inflammatoires, tels que les PGE: (Schwacha et al., 1999) et le TNF-a.
affectent potentiellement les fonctions effectrices des lymphocytes T. Elucider les effets découlant de
Iétat d’immunosuppression suite 4 une brillure sévére est essentiel dans le développement d’une
approche thérapeutique et permettra d’instaurer de nouvelles molécules immunomodulantes capables

de renverser les effets néfastes du traumatisme.
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Burn injury induces a change in T-cell homeostasis affecting preferentially CD4+ T
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RESUME

Suite au traumatisme d’une briilure sévére, on observe une altération du systéme immunitaire résultant
en un état d’immunosuppression chez les patients, un phénoméne impliqué dans I’apparition de
septicémie. Les causes exactes engendrant cet état d’immunosuppression restent encore a étre
€lucidées. Cependant diverses altérations observées au niveau de |'immunité acquise seraient a
Porigine de ces perturbations du systéme immunitaire. Cette étude a été entreprise dans le but de
déterminer I’impact du traumatisme d’une briilure sévére sur I’homéostasie des lymphocytes T. Pour
ce faire, nous avons étudié la capacité de prolifération, leur niveau d’expression et d’activation des
lymphocytes T au niveau de la rate, ainsi que I'induction d’apoptose et/ou d’anergie. A partir d’un
modele murin soumis a une brillure sévére de ’ordre de 20% de la surface totale, nous avons d’abord
noté, dans les 5 premiers jours suivant le traumatisme, une forte diminution du nombre de cellules au
niveau de la rate, suivie d’une augmentation massive de la cellularité au 10 jour. Malgré cette
répression du nombre de cellules dans la rate suite a la brilure, il a été démontré par incorporation de
5°-bromo-2’deoxyuridine (BrdU), que les cellules lymphocytaires matures avaient une capacité plus
grande a proliférer in vivo. Au moment méme ou une réduction de la cellularité au niveau de la rate
ctait mesurée, nous avons observé une augmentation significative de I'expression des cellules T CD4
et CD8", plus particuliérement des cellules naives (CD62LMIH CD44Low), Cependant, a partir du 5°
jour suivant le traumatisme de la brillure, I’expression de cellules T CD4" et CD8" naives est devenue
significativement réduite ct celle-ci est demeurée a des niveaux inférieurs en comparaison avec un
groupe témoin.  L'expression des cellules T effectrices (CD62L""Y CD44"'Y) ¢rait également
diminuée 10 jours suivant la brillure. Toutefois, 2 la méme période ou il a été noté une diminution de
Iexpression des populations lymphocytaires de la rate, il a été noté que les cellules T CD4™ naives et
les cellules T CD4" effectrices étaient fortement activées. Cette activation a été observée par une
hausse de I’expression du marqueur d’activation précoce CD69". Malgré cette activation, un niveau
d’apoptose plus élevé a été noté chez les cellules T du groupe-brilé. Ainsi. il a été observé que 10
Jours suivant le traumatisme, les cellules T CD4" naives étaient fortement susceptibles d’entrer en
apoptose en comparaison avec les cellules T CD4" effectrices. De plus, nous avons également
démontré que les lvmphocytes T du groupe-briilé étaient dans un état d’anergie aprés cette méme
période, indépendamment de la présence des macrophages. Ainsi, mes travaux ont mis en évidence
que I'immunosuppression suite a4 une brillure sévére était la conséquence d’une forte induction
d’apoptose des cellules T naives associée 4 une activation de ces derniéres. Cet état aurait pour
conséquence de changer ainsi I’homéostasie des cellules T d’ou Iincapacité de générer une réponse

immunitaire adéquate suite au traumatisme d’une brillure sévére.
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ABSTRACT

Burn injuries are known to be associated with altered immune functions causing a decreased resistance in
case of subsequent infection. In the present study, we determined the in vivo changes of T-cell
homeostasis after burn injury. Two groups of mice werc used, l:sham-burn group receiving
buprenorphine as analgesic and 2: burn group receiving buprenorphine and subject to burn injury on 20%
total body surface area. Results showed an important splenocyte decrease after burn injury persisting for
5 days and followed at day 10, by a 63 % increase of cells. In vivo cell proliferation, determined by the
incorporation of 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU), showed a significant increase of cycling splenocytes
between days 2 to 10 after burn injury. Percentage of CD4" and CD8* T-cell populations in the spleen
were altered after thermal injury, even after 10 days of monitoring.  Analysis of naive (CD62LM"
CD44"%) and cffector/memory (CD62L '°Y CD44 ™) T-cells have shown a relative decrease not related to
the expression of the CD4 or CD8 molecules. However, an early activation marker such as CD69", was
only expressed on CD4"™ T-cell subsets after a time period following injury. In the later period, CD4"
naive T-cells showed a significant increase of spontaneous apoptosis, detected by using a fluorescent
DNA binding agent 7-amino actinomycin D. CD8+ T lvmphocyte didnt express early activation markers
and were more resistant to apoptosis. Using purified T-cells, we have shown unresponsiveness state at
day 10. Overall, thesc results demonstrated that the homeostatic mechanisms of T-cells were perturbed

following bumn injurv. At long term. perturbation was persisted only for CD4™ T cells.



INTRODUCTION

Severe injury such as deep burn, induces a delayed state of immune suppression that pre-disposes
patients to infection and sepsis caused by opportunistic pathogens (l). The extent of
immunosuppression appears to be greater after burn injury than following other forms of trauma (2).
Effector mechanisms of unspecific, as well as specific host defense are impaired following thermal
trauma (phagocytosis, chemotaxis, lymphocyte proliferation, antibody production) (3,4). The hyper-
production of inflammatory cytokines and over-stimulation of immune cells during inflammatory

response are potential mechanisms involved during the immunosuppression (5.6).

T-lymphocyte failure to regulate the immune response is considered to be an important
immunological consequence of major immunosuppression after thermal injury (7). Several studies
have indicated that IL-2 production, by mitogen-stimulated peripheral blood mononuclear cells
(PBMC), and the induction of functional IL-2R are profoundly suppressed in severely burned patients
(8). On the other hand, within a day after a burn, serum levels of soluble IL-2Ra increased rapidly
and remained significantly above normal values (9,10). It was suggested that high systcmic
concentrations of the free form of IL-2Ra are the consequence of T-cell activation following burn
injury. However, one study has established that injury dramatically alters gene expression patterns.
such as AP-1 and NF-«B, who are involved in the regulation of many genes such as IL-2 production
and T-cell activation (11). So far, it is not clear if burn injury positively or negatively altered T-cell
activation. Recent studies also have established that severe injury may alter T-cell functions by
causing an imbalance in T-helper cell functions resulting from the loss of Thi down-regulation cell
function or from an increase in Th2 cell activation (12). This Th2 T-cell activation has been
demonstrated to be associated with reduced IL-2 production upon stimulation. Other studies have
shown that the presence of suppressor CD8™ T-cells after burn injury could be responsible for the

immunosuppression (13).

The macrophage hyper-production of arachidonic acid metabolites such as PGE, may suppress T-
lymphocyte functions, at a lympho-proliferative response level and interleukin-2 production (14,15).
PGE: altered macrophage effector functions and depressed antigen presenting capacity of
monocytes/macrophages following trauma that may contribute to a depressed T-cell responsiveness.
Also, over-production of Th2-type cytokines, such as IL-4 and IL-10, are known to act as inhibitor of
antigen presenting cells (APC) (12). Immunosuppression may also result from an increased apoptosis

of lymphoid cclls (16-20). Induction of Fas-mediated response, release of stress mediators such as



TNF-0, glucocorticoids and granzymes, could all be involved in T-cell apoptosis. Translocation of
gut bacteria and endotoxins as a consequence of the loss of physical integrity of the mucosal barrier,
is @ common situation after burn trauma, and may play a role in blood lymphocyte apoptosis. The
abnormal apoptotic response can drive activated T-cells to anergy as a result of continuous cycles of
apoptotic cell death, resulting in a residual anergic T-cell population (21). T-cell unresponsiveness
may also be a consequence of a wrong activation (22). The relationship between burn injury, T

lymphocyte homeostasis and immunosuppression remains to be determined.

The present study addresses T-cell homeostasis after burn injury. Using a mouse model of bumn
injury, splenocyte populations were characterized. T-cells expressing CD4" and CD8"* were sub-
divided following their expression of CD62L and CD44 on naive or effector/memory cells. Naive T-
cells, that ncver have encountered antigens previously, express high levels of L-selectin
CD62L"®CD44"" that is used for rolling on vessel walls (23), while effector T-cells express
CD62L"“CD44™®"  Moreover, we have determined the expression of early activation markers,
namely CD69, and the spontaneous apoptosis of cells, at different times following thermal injury.
Overall, results have showed the lost of T-cell homeostasis after burn injury. Both naive and

effector/memory CD4" T-cells are more affected at day 10 following injury.



MATERIAL ET METHODS

Animals

All experiments were performed with 8 weeks old male C57B1/6 mice (Charles River Laboratories,
St-Constant, QC, Canada). Prior to any procedure, the mice were acclimatized for a |1 week period
with controlled temperature, relative humidity, and a 12-h light/dark cycle. Each cage containing a 5
mice group was fed on standard chow (Richmond standard diet, Lab Diet, Richmond, IN) and water
ad libitum. In accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines, the Institutional

Animal Care Committee reviewed and approved all procedures performed.

Alzet Micro-osmotic Pumps

Alzet micro-osmotic pumps containing buprenorphine were used to control pain after burn injury as
we previously described (24). Briefly, 24 h before the experimental day, the mice were anaesthetized
with Isoflurane gas (Abbott Laboratories. Dorval, QC, Canada) before shaving the upper sternal
region. Afterwards, an incision was made in the upper sternal skin to sub-cutaneously insert an Alzet
micro-osmotic pump. Surgical sutures were used to close the wound. The pump delivers 0. ImL/kg
of buprenorphine (Reckitt and Coleman Pharmaccuticals, Richmond, Va) per 12 h which represents
the equivalent of 2.0 pg/12 h of buprenorphine for a 20-g mouse. In our previous studies,

buprenorphine had no detrimental effect on the immune response (24, 25).

Experimental Thermal Injury

Animals were randomized into 2 groups of 5 mice as follow: (1) buprenorphine-filled pumps with
sham injury or (2) buprenorphine-filled pumps with burn injury. Afier anaesthesia, the animals were
placed in a custom-insulated mould exposing 20% of their total body surface area (TBSA) on the
dorsal aspect before being immersed for 7 s in either room temperature water (22°C) for sham burn or
in 90°C water to produce a full-thickness burn as we previously reported (Jobin et al, 2000a). All
animals received a 2 mL i.p. injection of saline for fluid resuscitation while a topical antibacterial
agent (silver sulfadiazon cream, Smith and Nephew, Lachine, QC, Canada) was applied on the burned
areas (Jobin et al, 2000a). All mice both survived the surgery and the thermal injury. Bumed mice

moved, ate, and drank normally throughout the observation period.
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Sacrifice and Organ preparation

1, 5 and 10 days after the thermal injury, the animals were anaesthetized with Isoflurane gas (Abbott,
Dorval, QC, Canada) and killed by cardiac puncture. Spleens were aseptically removed and

immediately prepared for the study.

Preparation of Spleen Cell Suspensions

Spleens of each mice were aseptically removed and individually prepared as single-cell suspensions
in 3 mL of RPMI 1640 (BioMedia. Drummundville, QC. Canada) supplemented with 10% of heat-
inactivated FBS (BioMedia,), 50 uM 2-mercapthethanol (Sigma, St-Louis, MO, USA) and antibiotic
solution (100U/mL penicillin and 100pg/mL streptomycin (BioMedia). Splenocyte suspensions were
obtained by tearing apart the splenic matrix. The red blood cells were removed by lysis (Geyv's
solution with NH,4Cl). The viability of washed cells was assessed by trypan blue exclusion and was
consistently greater than 90%. The cell count was then adjusted at the desired concentration using
complete RPMI for further studies.

In vivo cell proliferation

In vivo cell proliferation was determined by 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) incorporation as
described by Vasseur et al. (26). Thus, 15 h and 1 h before the sacrifice, mice were i.p. injected with
100 pL of PBS containing Img/mL of BrdU (Sigma. St-Louis, MO, USA). Sixty minutes after the
second BrdU injection, lymphoid organs (spleen, lymph nodes) were harvested for BrdU detection.
Splenocytes (2.0 x 10° cells /mL) were fixed overnight in a 95% ethanol solution at 4°C. The next
day, washed cells (10° cells/100 uL) were incubated for 20 min with 3N HCI, then 5 min with a 0.1
M sodium borate solution at room temperature for cellular DNA denaturation. After two washes with
HBSS, the cells were further incubated for |1 h at room temperature with anti-BrdU mAb FITC-
conjugate (Roche, Mississauga, ON, Canada) to detect BrdU incorporation. Again, the cells were
washed twice with HBSS before being analyzed on a FACScan® (Becton Dickinson, Mississauga,
ON, Canada). WinMDi software was used for the analysis.
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Flow Cytometry for splenocyte phenotyping

Cells were analyzed by three-color flow cytometry with a FACScan® (Becton Dickinson) apparatus.
Splenocytes (10° cells/100uL) were incubated for 30 min on ice in the presence of fluorochrome-
conjugated monoclonal antibodies: rat anti-mouse anti-CD4 FITC-labeled molecule (eBioscience,
San Diego, Ca, USA) or rat anti-mouse anti-CD8a FITC-labeled molecule (eBioscience), with either
anti-mouse anti-CD69 PE-Cy5 conjugated molecule (eBioscience) for activation detection,
biotinylated anti-mouse anti-CD62L L-selectine molecule (Cedarlane, Hornby, ON, Canada) for
naive T-cells detection, biotinylated anti-mouse anti-CD44 molecule (eBioscience) for
effector/memory T-cells detection. Splenocytes were also stained for macrophage expression by
using a rat anti-mouse F4/80 FITC-labeled molecule (Serotec, Hornby, ON, Canada). The cells were
then washed twice with cold HBSS, 1% BSA, 0.1% sodium azide (Sigma) and analyzed on

FACScan® (Becton Dickinson) while WinMdi software was used for the analysis.

Purification of T-cells

Splenocytes were depleted of macrophages by glass adherence to a FCS-treated petri dish for 90 min
at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CQ.. Non-adherent cells were washed away from
petri dishes with warm PBS 2% FCS; the resulting macrophages were scraped with a policeman. The
non-adherent populations (>90 % lymphocytes) were essentially free of monocytes (with < 1 %
contamination) as determined by flow cytometry analysis. The lymphocyte population was washed
twice with PBS 2% FCS, adjusted at the desired concentration and applied to a mouse T cell recovery
column kit (Cedarlane) according to the manufacturer’s procedure. Mouse T cell recovery column
efficiently removed more than 95% of B cells from the mouse lvmphocyte populations. The T-cell

populations were then used for proliferative respond assays and flow cytometry analysis.

Apoptosis determination

Laddering of purified T-cells. Evaluation of internucleosomal DNA fragmentation was performed by
standard agarose gel electrophoresis as previously described. Briefly, 12 h after incubating with or
without coated anti-TcR (H57) mAb, T-cells (1.0 x 10°) were washed twice in ice-cold PBS. and
resuspended in a 100 pL of lysis buffer (50mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 0.5% Sarkosyl) with
0.5mg/mL of Proteinase K and incubated at 50°C for 1 h. RNAse solution (5 pg/mL) was added to
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the samples before being incubated for an additional 1 h at 50°C, following by addition of 10% of 3M
sodium citrate and further incubated for 30 min at room temperature. Loading buffer was added and
the samples were then loaded on a 1.5% agarose gel and electrophoresed at 45 V for 2 h in TBE
(0.5X). The DNA ladder was stained with ethydium bromide (EtBr) and visualized by UV
illumination using a Fluor S-MultImager (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada).

Flow cytometry apoptosis assessment. After 12 h of incubation at 37°C, T-cells were washed before
proceeding to apoptosis detection and quantification with three-color flow cytometry by staining with
7-amino-actinomycin D (7AAD (Sigma)) and specific mAb. Briefly, T-cells (2 x 10’ cells/100 uL)
were incubated for 30 min on ice in the presence of fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies:
rat anti-mouse anti-CD4 FITC-labeled molecule (eBioscience) or rat anti-mouse anti-CD8a FITC-
labeled molecule (eBioscience), biotinylated anti-mouse anti-CD62L L-selectine (Cedarlane) or
biotinylated anti-mouse anti-CD44 (eBioscience). Washed cells were incubated with streptavidin
Phycoerythrin conjugate (eBioscience) for 30 min at 4°C. As previously described, cells were fixed
in a 70% ethanol solution, then washed threc times with PBS 2% FCS and incubated in phosphate
citrate buffer pH 7.8 for 30 min at room temperature. 10 uL of 0.1% digitonin solution were added
and incubated for an additional 30 min at room temperature, followed by the addition of 3 pL of a
RNAse solution (Img/mL) for a 30 min incubation at 37°C. The PBS 2% FCS washed cells were
incubated with 2 pg/mL 7AAD for 30 min at room temperature and analyzed with FACScan® for

apoptosis detection (sub-G0).

Lymphocyte proliferative response assay with macrophage

In a 96-well flat-bottom tissue culture plate (Sarstedt, Montreal, QC, Canada) coated with an anti-TcR
mAb (H57) (0.1ug/mL) (Jobin, 2000), 2.5 x 10° of isolated T lymphocytes and 2.0 x 10* of
macrophages from the spleen of sham or burn mice were added in triplicate. To determine the
potential of IL-2 to rescue the proliferation of T-cells, 12.5 U/mL of rIL-2 (Endogen) were added in
each well before incubating the plates at 37°C for 69 h in a humidified atmosphere containing 5%
CO.. The cultures were next pulsed for an additional 3 h with 100ug/well of MTT (Sigma). MTT is
converted into a dye by active mitochondrial deshydrogenase and that is solubilized by adding 200
nL DMSO (Fisher Scientific). Absorbance of converted dye is measured at a wavelength of 570 nm
with a background subtraction at 630-690 nm.
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Statistical analysis

All data are expressed as mean + standard error of the mean (sem). Data were analyzed by Mann-
Withney U test or by ANOVA on Graph Pad InStat software program. Differences between groups
were considered statically significant when the probability that they occurred by chance was less than

5%. Each experiment was performed twice or more to be considered significant.



RESULTS

Burn injury induces in vivo splenocyte depletion associated with an increase of their proliferation.

It is well documented that burn injury induces immune cell depletion and functional impairment of
residual cells (27). In our model, which included burn injury and pain management, we determined
the number of splenocytes in this state. As expected in Fig. 14, the first day following the burn injury
induced a drastic 50% cell decrease in the spleen that persists for 5 days. However at day 10 post-
trauma. a cell recovery in the spleen was observed. Moreover the number of cells in this organ was
significantly increased by around 40% as compared to the sham group. Thus burn injury,
independently of pain management, has first induced splenocyte depletion followed by an expansion

over control values.

The rapid decreasc in spleen cell number afier bum injury had been suggested an absence of
splenocyte activation. To address this question, we have monitored cell proliferation by in vivo BrdU
incorporation following burn injury (Fig. 1B). As shown in Fig. 1C, BrdU injection at the time of
burn injury confirmed the absence of splenocyte proliferation after 24 h. BrdU injection at days 4 and
9 showed that splenocyte proliferation was persisted for up to 10 days following burn injurv. Panel B
in Fig. | decmonstrates that the incorporation of BrdU was significantly higher in the burn group at
day 5 and increased in magnitude in day 10. At day 5, sham’s splenocyte cells had also incorporated
BrdU but. the magnitude of incorporation was less important than in the burn group (Fig. 1B and 10).
BrdU incorporation in the sham group, receiving only buprenorphine, was observed at day 5 as
compared to saline/sham group (Fig. 1B). This result was also observed when we monitored the in
vitro splenocyte proliferation after T-cell mitogen stimulations (24). Overall, these results in Fig. 14
and 1B illustrated that burn injury caused rapid splenocyte depletion in the first 24h followed by an

increase in cell proliferation.

Burn injury affects both CD4" and CD8" T- cells of the spleen.
P

As previously reported, functions of T-cells were affected following burn injurv (8). We have
analysed the relatice and absolute ratio of CD4"- and CD8"-T-cells in the spleen following burn injurv
(Fig. 24). When compared to the sham group, the relative of splenic CD4™ T-cells in burn group was
slightly but significantly increased at day | post trauma (p<0.03) followed by a decrease for up to 10
days following bumn injury (Fig. 24). At day 10, CD4™ T-cell population in injured animals was
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decreased by around 50% when compared to the sham group. When the change in CD4™ T-cell
population was evaluated in terms of absolute number of splenocytes, we noted a significant decrease
of around 40% from daysl to 5 (Fig. 2B and 2C, p<0.03). At day 10, no changes in the absolute
number of CD4" T-cells were noted between sham and burn groups. Analysis of relative or absolute
number of CD8" T-cells in the spleen of burned mice, showed the same pattern and magnitude then
those observed for CD4" T-cells (Fig. 34 and 3B).  Overall, analysis of CD4" and CD8" T-cell
populations show that the depletion of these cells after burn injury was not related to a specific sub-

population of T lymphocytes in the spleen.
Changes in CD4" and CD8" T-cells can be associated with their own naive cells.

Both CD4" and CD8" T-cell populations were decreased after burn injury. A diminution in the
number of T-cells can be related to an increase of susceptibility to opportunistic infections as shown
in several pathologies of the immune system (28). Moreover, elimination of naive or
effector/memory cells can also be determinant in resistance of the host to infections (28). Using
multi-parametric flow cytometry analysis, we have identified naive cells (CD4/CD8-CD62Le
CD44"") and effector/memory cells (CD4/CD8-CD62L°Y CD44"™%") (Fig. 48 and 4C, Fig. 5B and
5C). One day after the burn injury, a realtive increase in both CD4-CD62L"#"-CD44°* and CD8-
CD62L""-CD44"" cells in the spleen was measured (p<0.03, Fig. 44 and Fig, 54). The initial naive
T-cells increasc was followed by a 50% decrease in these cells at day 3 and 10 post-burn (p<0.05).
The decreasc of CD62L"*'CD44"" cannot be related to phenotypic conversion in CD62LPCD44Meh
(effector/memory) cells since no significant changes were observed for ten days following the burn

injury in this last population (Fig. 44 and Fig. 54).

To determine if the naive T-cells increase was associated with their activation, we have determined
the expression of CD69, an early activation marker present on activated T-cells. Results indicated
that the expression of CD69™ was in 5 to 20 % of T-cells after burn injury (data not shown). Ratio of
T-cells expressing CD69" from burned/sham mice in CD4-CD62L"#"CD44™ T-cell population
showed no changes upon day 3, followed by a significant 2 fold increase at day 10 (Fig. 64, p<0.03).
Concerning effector/memory CD4" T-cells (CD4-CD62L""CD44"®") a 3.5 fold increase of cells
bearing the CD69 molecule was observed at day 10 of the post-burn period (Fig. 6B, p<0.05). For
CD8" T-cells, neither the CD8-CD62L"'CD44'™" or CD8-CD62L°*CD44™" express a different level
of CD69", indicating that these cells were not activated in the spleen after burn injury (Fig. 6D and

6L). In the light of thesc present results, in burn injured mice, CD4" T lymphocytes were activated at
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a late period (day 10) in secondary immune organs, but not immediately following burn injury (day 1
and 5). Activated cells were distributed between naive and effector population in CD4* T-cells.
Interestingly, no changes were noted between sham and burn group regarding the expression of the

early activation marker CD8" in T-cells.

T-cell apoptosis after burn injury persists for 10 days following injury.

Our results show a decrease in the splenocyte number the day following injury. This initial depletion
was followed by a progressive increase until day 10. The decrease of immune cell populations post-
burn injury can be associated to a release of stress mediators such as TNF-q, Fas-L and
glucocorticoids (17,18). Thus, we investigated the susceptibility of splenic T-cells to be depleted by
apoptosis immediatcly and after burn injury. T-cells from both sham and burn groups were purified
by macrophags and B cell depletion. A 90% T-cell purification was obtained from the spleen cells of
each group. Purified cells were thereafter incubated in normal culture media for 12 h and analvsed
for their susceptibility to apoptosis. Results at day | following burn injury demonstrated an increase
of apoptosis in the burn group (Fig. 7A4. lane 1: sham. lane 3: burn). Presence of apoptotic cells can
also be detected in the sham group and can be related to the stress induced by surgical manipulations.
At day 10, apoptosis in the sham group is under the limit of detection of the used method. (Fig. 74,
lane 1). In T-cells isolated from the burn group, a significant increase of cells in apoptosis was
present. We also have determined if the stimulation of T-cells, with an anti-TcR mAb. from sham
and burn groups could be associated with an increasc of apoptosis. At day I, stimulation with coated
anti-TcR mAb of T-cells of burned animals caused no change in apoptosis (Fig. 74 lane2:sham lane
4:burn). However, at day 10 we detected an increase of apoptosis (Fig. 74 lane 2:sham, lane 4:bum),

indicating that T-cells activation by TcR can result in apoptosis rather than their proliferation.

Purified spleen cells from sham or burned mice contained both CD4"™ and CD8™ T-cells, were
analyzed by flow cytometry assays for the presence of apoptotic cells in both populations, by
determining the sub-GO population on gated cells. At day | following burn injury, we observed a
significant decrease of apoptotic cells between each group in total CD4™ T-cells. CD4-
CD62L"#'CD44"" or CD4- CD62L°*CD44™#" (Fig. 7B). Similar results were obtained for CD8" T-
cells and CD8-CD62L"#"CD44"* or CD8- CD62L"™CD44"®" (Fig. 7B). Changes observed with
laddering experiments on total T-cells population can be due to celles expressing medium levels of
markers used to discriminate naive andeffector/memeory cells. 10 days following burn injury. results

pointed out CD4" T-cells as the major cells susceptible to apoptosis (Fig. 7C). Cells with phenotype
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corresponding to naive CD4 T-cells (CD4-CD62L""CD44"") were more susceptible to apoptosis
than other cell populations. CD8" T-cells from injured animals showed a comparable level of
apoptosis between sham mice and burn mice (Fig. 7C). Overall, our results showed that CD4" T-cells
were most affected at long term after bumn injury and the naive T-cells population seem greatly

affected.
T-cell activation after burn injury was perturbed independently of macrophage function.

Several reports associated the T-cell dysfunctions after bumn injury to macrophage activation or
dysfunction (29-31). To determine the importance of macrophages in T-cells dysfunctions after burn
injury we have stimulated purified T-cells in presence of macrophages obtained from the sham or the
burn groups 10 days following injury. The macrophage population was reduced by 50 % 1 to 5 days
following burn injury (Fig. 84). Between days 5 to 10, the macrophage population increased rapidly
to reach about 4 times the normal value in the spleen of burned mice. Stimulation of purified T-cells
from burmed mice in presence of macrophages isolated from sham animals showed a significant
decrease of proliferation, demonstrating that normal macrophages cannot rescue T-cells activation
from burned animals (Fig. 7B). On the other hand, stimulation of T-cells from both groups in
presence of macrophages obtained from burned animals failed to support normal activation (Fig. 7B).
Stimulation of T-cells in presence of exogenous IL-2 and macrophages from not injured mice
confirms the dysfunction of T-cells (Fig. 7C). Indeed, an increase of cell proliferation was noted only
from T-cells obtained from sham mice stimulated in presence of sham macrophages. Thus, burn
injury directly affects T-cells as shown by the absence of stimulation in presence of sham
macrophages. However, the role of macrophages in T-cells dysfunction after burn injury was also
confirmed since purified T-cells from the sham group cannot be normally activated in presence of

macrophages isolated from the spleen of burned animals.



DISCUSSION

Burn injury leads to the perturbation of several systems, including the immune system. Previous
studies have previously established that severe burn induces a spleen T-cell function impairment with
the maximal effect observed at day 10 following burn (24-25,32-35). Macrophages as well as B and
T-cell populations decreased following burn injury (24,36-37). In the present work, we showed that
burn injury causes rapid spleen cell depletion within the first 5 days following injury. In the later
post-burn period, a splenocyte increase was noted. The results on BrdU incorporation indicated an
increase of cycling mature lymphocytes in burned mice spleen. BrdU injection 24 h before
determining its incorporation at different times post-burn injury gave us the possibility to define the
apparent kinetics of spleen cycling cells. A significant number of cycling cells can be observed
throughout days 2 to 10. Thus, two major findings emerge from our data: first, burn injury causes
rapid spleen cell depletion by apoptosis and second, a proportion of the remaining cells in the spleen

persues its proliferation.

Initial spleen cell depletion can be explained by either a cell migration increase to burn wound or by
apoptosis induction. Lawrence et al. show a 3 fold T-cell increase in draining lymph nodes (DLN)
the burn wound after dorsal and ventral full-thickness injuries (39). However, the analysis showed
that the only modification in DLN was observed at day ten according to our model (data not shown).
Induction of apoptosis can explain the loss of splenocytes following burn injury. Structural analysis
showed that the splenic white pulp was still atrophic with a B and T lymphocyte decrease 24 h post-
injury (30), confirming the induction of apoptosis in this organ. Similar results were also obtained in
the thymus (18,19,40). Within 3 hours post-injury, burn induced apoptosis in the spleen and the
thymus by an increased caspase-3 activation (30,40). Apoptosis induction after thermal injury in
secondary lymphoid organs was dependent on endogenous glucocorticoid release since pre-treatment
of mice with mifepristone significantly reduced apoptosis (17,18). It was also suggested that other

factors such as an endotoxin increase, FasL signalling or TGF-B could be involved (16, 17.19,20,41).

Although spleen cell numbers were decreased, BrdU experiments showed the presence of cycling
splenocytes. Days following injury, electron microscopy studies also showed the presence of large
blastic cells and mitotic figures in the spleen (30). However, the nature of these cycling cells was not
determined. Analysis of T-cell populations demonstrates a relative increase of CD4" or CD8" during
the first day following the injury. Later, a relative decrease of these two T-cell populations was

noted. Considering the absolute spleen cell number, the conclusion is different. A reduction of
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around 50% of either CD4" or CD8" T-cells was noted within the first 5 days after bum injury and
this was followed by a return to normal values at day 10. Apoptosis of T~cells in peripheral immune
organs was confirmed by our results on T-cells and also by other studies (17, 42). On the other hand.
the migration of CD4+ T-cells near the burn wound was also reported (39). Our analysis of wound
DLN as compared to non-draining LN confirmed an increase in T-cell number within days 5 to 10
(data not shown). Thus, changes in the spleen T-cell sub-populations of burned mice can be due to

migration and apoptosis.

T lymphocytes are key players for the initiation of most responses of the specific immune system
(43). The peripheral T-cell pool is highly hetcrogeneous, consisting of multiple sub-populations.
Peripheral T-cclls can be in one of three states : naive, effector or memory state (44-46, 48). T-cell
homeostasis is crucial to maintain the host protection against infections as demonstrated in different
pathologies (49-50). We sought to extent findings with our burned mice model by analyzing naive
and memory CD4" or CD8" T-cells. We observed at day 1 after bum injury, a naive cell
(CD62L"*"CD44"") increase in the T-cell population followed by their decrease at day 3.
indcpendantly to the T-cell sub-populations. On the other hand, memory CD4" or CD8" T-cells
(CD62L""CD44™") decreased only at day 10 following injury. Overall, these results indicated that
burn injury affects all T-cell states after bumn injury. However, when we have determined the
expression of early activation maker namely CD69, only CD4"CD62LM™'CD44"" and
CD4+CD62L"°“CD44"  were activated when compared to sham mice. The presence of these

activated cells can only be detected at day 10 after injury.

The question now is to know if these results make sense in the burn injury context and T-cell
homeostasis. Burn injury induces the production of several cytokines such as IL-1, TNF-a. IL-4. IL-
6, TGF-B and INF-y (32,51-53). Among these cytokines, some were identified to play a role in CD4"
or CD8" T-cell homeostasis (54). For example, it was demonstrated that burn injury augmented INF-
y production by naive CD4" transgenic T-cells (55). INF-y increase was also associated with CD8" T-
cell homeostasis (48). Moreover, burn injury also induces hormonal changes such as glucocorticoids
which can influence T-cell homeostasis (17,56).  Finally, burn injury causes an increase of self-
antigen or bacterial antigen in circulation and thus can potentially influence T-cell activation and their
homeostasis (20,57-59). Besides, a drastic macrophage increase in the spleen can possibly facilitate
T-cell activation. Studies on splenic macrophages showed a defective antigen presentation early after

burn injury (60). Overall, burn injury induces an environment that can influence T-cell homeostasis.
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We cannot however delineate specific and bystander response of T-cells in our model. Increase of
CD69 on both naive and effector/memory CD4+ T-cells favours antigen activation. Indeed, when
CD4" T-cells encounter an antigen, they turn from naive CD44™ CD62L"®" CD69" phenotype to
activated CD44"* CD62°" CD69" phenotype. This phenotypic change can also explain the decrease
of effector/memory cells by their migration to inflammation sites. Effector cells express a high B,
integrins level and thus preferentially migrate to inflammatory tissues via extravasation through
inflammatory endothelium expressing appropriate ligands, i.e. intercellular adhesion molecule 1

(ICAM-1).

The major change in T-cell homeostasis after burn injury occurs 10 days later. As it corresponds to
the time when major perturbations of the immune system was reported (24,32-35). Using purified T-
cells, we observed a spontaneous apoptosis increase even after an anti-TcR stimulation. Analysis of
T-cell sub-populations showed that cells with high levels of CD44, described as effector/memory T-
cells, are more resistant to apoptosis (43,44,61). This resistance can be related to a higher bcl-2 level
in CD8" memory T-cells. Also, it was observed that the CD4" and CD8" T—cell subset expansion can
be produced not only by cell proliferation induction but also by death preventing (62). Up-regulation
of anti-apoptotic gene products including c-FLIP, bcl-x! and bel-2 could be responsible for the

reduction of T-cell death.

It is not clear if burn injury affects directly or not T-cells by an accessory cell production of
deleterious molecules. We have determined that T-cells are directly affected at day 10 following burn
injury and that the addition of recombinant IL-2 could not restore T-cell activation. However in man,
the defective signalling T-cells could be rescued by the addition of IL-2 (63). Burn induces a
depressed T-cell activation at several levels, including the IL-2 gene transcription by inhibiting c-fos
expression (64), by decreasing the expression level and activity of IL-2R (67,68) or by perturbating
the general cell signalling (65, 66). However, spleen macrophages were also responsible for the non-
responsiveness of T-cells. Macrophages can perturb T-cell activation by producing PGE2 which can
affect NFAT and AP-1 (15, 69).

In adults with steady-state conditions, the number and the distribution of lymphocyte populations are
under homeostatic control. Burn injury perturbs the homeostasis by changing hormonal control,
creating an environment that can modulate T-cell populations and functions. Our results pointed out
CD4" T-cells as the most affected cells. The presence of naive and effector/memory CD4™T activated

cells 10 days following thermal injury suggests that these cells are effectively primed as previously
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demonstrated in other models (52). Those primed cells could be more susceptible to apoptosis. Thus,
multifactorial modulations of T lymphocyte functions, following burn injury, led to the disruption of

the homeostatic control which could explain sepsis or infection increase.
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Legend of figures

Figure 1: Burn injury induces in vivo splenocyte depletion following by an increase of
splenocyte proliferation. The spleen cellularity was measured on day 1, 5 and 10 post-injury of both
buprenorphine sham group and buprenorphine burn group (A). Cell viability was determined by
trypan blue exclusion. The results are expressed as mean of spleen cellularity in a five mice group.
For splenocyte proliferation, BrdU was twice injected (15 and 1 h before sacrifice day) into both
groups for each experimental day. Splenocytes were harvested 60 minutes after the second BrdU
injection. BrdU was then detected on fixed and permeabilized cells, with an anti-BrdU-FITC Ab (B).
The results are expressed as mean percentages of BrdU™ cells in the spleens of saline sham.
buprenorphine sham group and buprenorphine burn group within a five mice group (C). * Indicates

P < 0.05 for buprenorphine burn vs buprenorphine sham mice.

Figure 2: CD4" T-cell populations in the spleen are affected by thermal injury. Splenocytes
were stained with an anti-CD4"-FITC Ab (A) on day 1, 5 and 10 post-burn injury and were analyzed
by flow cytometry to evaluate the cxpression levels of CD4™ T-cell population (B). Absolute
numbers of CD4" (C) T-cells in the spleen were calculated for buprenorphine-sham group and
buprenorphine-burn group1, 5 and 10 days post-burn injury. Data are expressed as mean percentage

in a five mice group. * Indicates p < 0.05 for buprenorphine-burn vs buprenorphine-sham mice

Figure 3: CD8" T-cell populations in the spleen are also affected by thermal injury. Splenocytes
were stained with an anti-CD8"-FITC Ab (A) on day 1, 5 and 10 post-burn injury and were analyzed
by flow cytometry to evaluate the expression levels of CD8" T-cell population (B). Absolute
numbers of CD8" (C) T-cclls in the spleen were calculated for both buprenorphine-sham group and
buprenorphine-burn group 1, 5 and 10 days post-burn injury. Data are expressed as mean percentage
in a five mice group. * Indicates p < 0.05 and ** indicates p < 0.01 for buprenorphine-burn vs

buprenorphine-sham mice

Figure 4: Burn injury alters CD4" naive and effector/memory T-cell expression in the spleen.
Splenocytes were stained for the expression of CD4 naive (CD62L"™"CD44"°") vs effector
(CD62L""CD44"™") (C) T-cell expression 1, 5 and 10 days after burn injurv. CD4” T-cells were
gated in spleen lymphocyte populations and the percentage of CD62LM"CD44"“ (A) and
CD62L"°"CD44™" (B) cells were determined, for both buprenorphine-sham group and



buprenorphine-burn group. Each result was obtained from a five mice group. * Indicates p < 0.05 for

buprenorphine-burn vs buprenorphine-sham mice.

Figure S: Burn injury alters CD8" naive and effector/memory T-cell expression in the spleen.
Splenocytes were stained for the expression of CD8' naive (CD62L™"CD44%) vs effector
(CD62L™"CD44"*) (C) T-cell expression 1, 5 and 10 days after burn injury. CD8" T-cells were
gated in spleen lymphocyte populations and the percentage of CD62L™"CD44™* (A) and
CD62L""CD44™*" (B) cells were determincd, for both buprenorphine-sham group and
buprenorphine-burn group. Each result was obtained from a five mice group. * Indicates p < 0.05 for

buprenorphine-burn vs buprenorphine-sham mice.

Figure 6: Burn injury activates (CD69") both CD4" naive and effector/memory. Splenocyvtes
were stained for the CD69" expression, an early activation marker, for each T-cell populations.
Activated CD4™ naive (CD62L"'CD44"") (A) vs effector (CD62L"*CD44™®") T-cells (B) were
detected, on days 1, 5 and 10 after burn injury. Expression of CD8 naive (C) vs effector (D) activated
T-cells was also detccted in the spleen of each experimental day after thermal injury. CD4" and CD8”
cells were gated in the spleen lymphocyte population and the proportions of activated CD69
CD62L""CD44"" and CD62L°"CD44"#" were determined, for both buprenorphine-sham group and
buprenorphine-burn group. Each result was obtained from a five mice group and ratio results from
buprenorphine burn group on buprenorphine sham group. * Indicates p < 0.05 for buprenorphine-burn

vs buprenorphine-sham mice.

Figure 7: Naive CD4" T-cell apoptosis persists 10 days after thermal injury. T-cells were
isolated from spleen and incubated with or without coated anti-TcR mAb (0.1ug/mL H57) for 12
hours, on day 1 and 10 after thermal injury. DNA was extracted and internucleosomal cleavage
visualized on a 1.5% agarose gel ((A) lane 1:sham ; lane 2:sham + H57 ; lane 3:burn ; lane 4:burn +
H57).  Lymphocytes were stained for each lymphocyte populations; CD4™, CD8*, naive
(CD62L"#'CD44"") vs effector (CD62L"CD44"") | (B) and 10 days (C) after bum injury, for both
buprenorphine-sham group and buprenorphine-burn group. T-cell apoptosis was detected and

quantified by three-color flow cytometry by 7-amino-actinomycin D staining (B and C).
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Figure 8: T-cell activation after burn injury was perturbed independently of macrophage
functions. Splenocytes were stained for macrophage expression using F4/80 mAb 1, 5, and 10 days
after thermal injury, for both buprenorphine-sham group and buprenorphine-burn group (A). At day
10, lymphocytes, from both buprenorphine-sham group and buprenorphine-burn group, and also
macrophages were isolated from spleen and were incubated under standard conditions for 69 h, and
pulsed for an additional 3 h with MTT (B and C). Data are expressed as mean percentage in a five
mice group. * Indicates p < 0.05 and *** Indicates p < 0.01 for buprenorphine-burn vs

buprenorphine-sham mice.
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CONCLUSION

L objectif de cette étude était de déterminer 1’effet d’une brillure sévére sur I”homéostasie des
cellules T. Des études antérieures ont clairement démontré [I’apparition d’un état
d’immunosuppression vers le 7° ou le 10° jour suivant une briilure sévére (Jobin. Garrel et Bernier.
2000a; Jobin, Garrel et Bernier, 2000; Horgan et al., 1994; Banwell et al., 1998). Tout d'abord, il a
clairement été démontré qu’une briilure sévére causait une forte baisse de la cellularité au niveau de
la rate, dans les 5 premiers jours suivant le traumatisme. Cette importante élimination de cellules a
été suivie d’une augmentation significative du nombre de cellules dans la rate en comparaison avec
le groupe témoin, au 10e jour suivant ce traumatisme. Il a été démontré par la suite qu’une
augmentation du pourcentage de macrophages dans la rate était a I"origine de cette hausse de la
cellularité dans la rate. Une diminution du nombre de ccllules au niveau de la rate pourrait
s’expliquer par unc forte initiation de la migration des cellules lvmphocytaires vers les sites
d’inflammation. Des analyses exécutées dans Ic cadre de cette étude, portant sur I’expression des
cellules T des ganglions drainant la plaie (ganglions axillaires et inguinaux), ont démontré une
faible augmentation du nombre de cellules T matures 1 jour suivant le traumatisme. Ainsi, aprés
I'induction d’une réponse inflammatoire, les cellules T matures de la rate migreraient vers les
ganglions, dans le but d’amorcer une expansion clonale. Puisque la migration des cellules ne peut
expliquer intégralement la diminution de cellularité observée dans la rate, une induction de mort
cellulaire pourrait également étre a I’origine de cette perte. Dans une étude antérieure. il a été
observé que I'activit¢ de la caspase-3 augmentait quelques heures suivant le traumatisme. d’ou
I"induction d’apoptose chez les cellules de la rate (Fukuzuka et al., 1999; Avala et al., 1996). De
plus, des analyses portant sur la structure de la rate ont ¢galement montré 24 heures suivant une
briilure, une atrophie de la pulpe blanche, une partie intégrante de la rate composée principalement
de lymphocytes (Maekawa et al., 2002). Cette atrophic a été également associée a une diminution
du nombre de lymphocytes T et B (Maekawa et al., 2002). Les concentrations élevées de
glucocorticoides endogénes détectées aprés une briilure, seraient en partie responsables de
I"activation de la cascade apoptotique chez les lymphocytes T (Fukuzuka et al., 2000). Ainsi, il a
¢té démontré qu’en présence d’un inhibiteur des glucocorticoides, il y avait une baisse d’apoptose et
de I'activité de la caspase-3 au niveau des thymocytes (Fukuzuka et al., 2000). Toutefois,
I"augmentation des concentrations de glucocorticoides ne peut expliquer en totalité la hausse des
cellules apoptotique dans la rate. Une augmentation de I’expression de Fas-L, des médiateurs
inflammatoires et/ou d’endotoxines pourraient également étre la cause de 1’activation de la cascade

apoptotique suivant le traumatisme d’une brilure. En effet, il a été observé chez les cellules
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lymphocytaires une augmentation de I’expression de FasL, ligand essentiel 4 I’initiation de

I’apoptose suite a sa liaison avec son récepteur Fas (CD95) (Malcom et al., 2000).

Associé a la baisse de la cellularité. il a également été démontré au cours de ce projet que les
cellules de la rate proliféraient activement lorsque celles-ci étaient comparées au groupe témoin.
Aucune étude par le passé n’avait été 4 méme d’observer in vivo la présence de cellules en division
dans la rate suite  une brilure sévére. Ainsi, les analyses faites suite a I’incorporation de BrdU ont
démontré qu'a partir du jour 2 et ce jusqu’au jour 10 suivant le traumatisme, les splenocytes
possédaient une capacité de prolifération supérieure au groupe-buprénorphine témoin. A noter, que
le niveau de prolifération des cellules de la rate du groupe témoin-buprénorphine augmentait
¢galement a partir du 5° jour. Par contre. en comparant le niveau de prolifération du groupe témoin-
salinc avee le groupe témoi-buprénorphine, il a clairement été démontré que 1’augmentation de la
prolifération était liée dircctement & 1’administration de buprénorphinc. La buprénorphine est un
opiacé possédant 4 la fois une activité agoniste et antagoniste (Gomez-Flores et Weber, 2000). Des
¢tudes répertoriées dans la littérature ont obscrvé que certains opiacés, tel que la morphine, avaient
la capacité de modulcr négativement la régulation du systéme immunitaire (Carr, Rogers et Weber.
1996). Cependant, les résultats obtenus au cours de cette étude ont clairement indiqué que
["exposition a des doscs continues de buprénorphine avait aucun effet suppressif sur les fonctions
effectrices des cellules de la rate. Ainsi, I’interprétation de ces derniers résultats, nous a permis de
démontrer que les cellules matures demeurant dans la rate proliféraient plus suivant une brilure
sévere, malgré une importante diminution du nombre de cellules. Des analyses portant sur la
prolifération in vitro des cellules de la rate, ont également montré une augmentation de la capacité
proliférative de ces derniéres 24 heures suivant le traumatisme de la briilure. Ainsi. une brilure
sévére activerait la prolifération des cellules de la rate, afin de compenser la perte significative de

cellules.

Le second objectif de ce projet a été d’identifier I’effet du traumatisme d’une britlure sur la
régulation de I'expression des cellules T CD4" versus CD8" dans la rate, en fonction du temps. Des
ctudes faites précédemment dans notre laboratoire, ont permis d’observer une diminution des
populations des cellules B et des cellules T suivant la brilure (Jobin, Garrel et Bernier. 2000).
Cependant, nos analyses portant sur ’expression des cellules T CD4" et CD8* dans la rate, ont
démontré que le pourcentage de ces populations lymphocytaires était augmenté 1 jour suivant le
traumatisme. Par la suite, il a été observé au 10° jour post-briilure, une diminution significative du

pourccntage des cellules T CD4™ et CD8” de la rate. Considérant le nombre absolu des cellules
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lymphocytaries dans la rate, il a été montré que dans les 5 premiers jours suivant une briilure, le
nombre total des lymphocytes T CD4" et CD8" était fortement diminué. L’équipe d’Organ avait
¢galement noté dans Ics 6 jours suivant la briilure, une baisse du nombre total des lvmphocytes
aprés quot le nombre augmentait considérablement au niveau de la rate et des ganglions drainant la
plaie (Organ et al., 1988). Cette baisse des cellules T CD4" et CD8" peut étre la résultante d’une
augmentation de I’apoptose de ces derniéres ou tout simplement d’une migration des cellules de la

rate vers les organes lymphoides drainant la plaie.

L’ensemble des lymphocytes T périphériques représente un bassin hétérogeéne, ou interagissent de
multiples sous-populations lymphocytaires, soit les cellules T naives, effectrices et/ou mémoires.
Le bon maintien d’une réponse immunitaire est dépendant de la balance qui co-existe entre
I’expression de ces sous-populations lymphocytaires; phénomeéne intitulé I"homéostasie. Ainsi, un
des objectifs de ce projet a été de déterminer 1’effet d’une briilure sévére au niveau de la régulation
des cellules T naives versus effectrices/mémoires, en fonction du temps. Jusqu’a présent une seule
¢tude avait tenté d’élucider I’effet d’une briilure sévére sur la répartition des cellules T naives
(CD45R0O") versus ccllules T mémoires (CD45R0) dans la rate et les ganglions drainant la plaie.
chez le rat (Lawrence, Riesthal et Clavano, 1996). Toutefois, cette derniére étude n’a pu
qu’observer I'effet modulatoire de la brilurc qu’au 6° jour post-trauma. Etant donné que plusieurs
études ont clairement établi que I’état d'immunosuppression observé aprés une brillure sévére.
apparaissait entrc Ic 7° et le 14° jour, il serait plus appropri¢ d’étudier les changements de ces
populations lymphocytaires avant et aprés I’apparition de cet état (Banwell et al., 1998; Jobin,
Garrel et Bernier, 2000a; Jobin, Garrel et Bernier, 2000). Ainsi, nous pourrions déterminer si I’effet
d’une brilure séverc perturberait le ratio des cellules T naives versus effectrices/mémoires,
changeant ainsi I'homéostasie des lymphocytes. Il a donc été observé que I'expression des cellules
T CD4" et CD8" naives (CD62L""CD44"°Y) était significativement augmentée | jour suivant la
brillure. Cependant, I’expression des cellules T naives était fortement réduite a partir du 5° jour
suivant une brilure, pour ensuite demeurer a des niveaux d’expression inférieurs a ceux observés
chez le groupe témoin. L’expression des cellules T CD4* et CD8" effectrices/mémoires
(CD62L"°VCD44"") ¢tait également diminuée 10 jours suivant le traumatisme d’une brilure
sévére. Ces résultats ont donc permis de démontrer que la brilure sévére affectait I’expression des
diverses populations lymphocytaires dans la rate; cellules essentielles au bon maintien et a
I"homéostasie de la réponse immunitaire. Ces modifications observées au niveau du ratio des
populations lymphocytaires de la rate étaient signifcativement plus importantes au 10° jour suivant

une briilure sévére.
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Qu’en était-il de I’activation de ces populations lymphocytaires suivant une brillure sévére?
Plusieurs études ont tenté d’¢lucider la régulation de 1’activation des lymphocytes T suivant ce
traumatisme, par ’expression de 1’'TL-2R ou par leur capacité a produire de 1'IL-2. Cependant peu
d’¢tudes ont été en mesure de démontrer un niveau d’activation subséquent a une briilure sévére
(Teodorczyk-Injeyan et al., 1987; Horgan et al., 1994). Alors qu’un bon nombre d’études ont noté
une baisse de I’activation des lymphocytes T, seule I’équipe de Maldonado-Lopez a observé dans
les 48 heures suivant une brillure, une augmentation de I’expression des marqueurs d’activation
chez les lymphocytes T périphériques (Maldonado-Lopez et al., 1991). Toutefois, aucune étude n'a
été a méme d’identifier la nature des lymphocytes T activés suivant le traumatisme de la briilure, en
fonction du temps. Il a donc été démontré au cours de ce projet, qu’une briilure sévérc induisait
I"activation des cellules T CD4" naives et effectrices au 10° jour post-trauma. A noter qu'a cette
méme période, le nombre de cellules T CD4” effectrices activées était supérieur a celui mesuré chez
les cellules T CD4" naives. Ces derniers résultats peuvent s’expliquer par le fait que les cellules
effectrices répondent plus efficacement et plus rapidement a une stimulation antigénique, méme en
absencc de molécules de co-stimulation, leur conférant ainsi le pouvoir d"étre activées par un plus
grand nombre de CPA. Puisqu’il a été observé une augmentation des macrophages dans la rate au
jour 10, ces derniers favoriseraient I’expansion clonale de cellules T effectrices, suivant une brilure
sévére. Ainsi, les macrophages qui expriment des molécules du CMH de classe 11 vont plutét
présenter I'antigéne aux cellules T CD4™ effectrices. De plus. les macrophages possédent une
capacité moindre que les cellules dendritiques a stimuler les cellules T naives. par leur faible taux
de molécules de co-stimulation, d’ot une augmentation des cellules T effectrices activées (Aderem
et Underhill, 1999). De plus, le relichement des protéines du soi dégradées et la présence de
peptides altérés, peuvent également étre responsables de I'activation immédiate des cellules T CD4

effectrices dans la rate.

Par la suite, les cellules T effectrices activées participeront a I’activation des cellules T CD4™ naives
par leur production massive de cytokines nécessaires a la prolifération et a I’activation
lvmphocytaire.  Cette hausse des cellules T CD4" effectrices activées dans la rate, peut étre
¢galement la résultante d’un changement d’expression des molécules de surface des cellules T
CD4" naives. Ainsi, une fois activées, les cellules T CD4" naives changeront leur phénotype
CD62L™CD44"Y vers un phénotype CD62L"*¥CD44"%" (Dutton, Bradley et Swain, 1998). Ce
changement phénotypique expliquerait en la baisse d’expression des cellules T naives observée au

10° jour suivant le traumatisme. De plus, les cellules T effectrices activées, qui expriment des taux
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¢levés d’intégrines, vont préférentiellement migrer vers les sites d’inflammation, exprimant leurs
ligands respectifs (ex. : [CAM-1). Cette migration des cellules T matures induirait une diminution
du nombre dc cellules effectrices/mémoires dans la rate, phénoméne observé 10 jours post-briilure
(Dutton, Bradley et Swain_ 1998). Toutefois, aucune variation de I’activation des cellules T CD8"
n’a été observée, en comparaison avec le groupe témoin et en fonction du temps, aprés une briilure
sévere. Par I’ensemble de ces analyses, il a été clairement démontré qu’une brilure sévére
provoquait diverses modifications sur la régulation des cellules T. observées par un changement au

niveau de I'homéostaste et de 1"activation des cellules.

L’équilibre qui co-existe entre la prolifération et I'induction de mort cellulaire chez les cellules T,
influencera également I'homéostasic de ces derniéres. Au cours de ce projet, il a été voulu
d’observer la corrélation entre I'activation des cellules T et leur niveau d’apoptose. afin d élucider
leur réle respectif dans I'état d’immunosuppression aprés le une brilure. Plusieurs évidences
portent a croire qu’une brilure sévére induirait la mort cellulaire programmée (apoptose) des
cellules T. d’ou unc perte de leurs fonctions effectrices (Fukuzuka et al., 1999; Ayala et al., 1996).
Toutefois, aucune étude n'a été en mesure d’identifier la nature des cellules apoptotiques afin
détablir unc relation causale entre les niveaux d’apoptose et I'incapacité de générer une réponse
immunitaire adéquate suivant une briilure. Alors qu’il a été observé 1 jour suivant la brilure. une
baisse significative de la cellularité, une augmentation du pourcentage des cellules prolifératives,
ainsi qu’une augmentation de I'expression des sous-populations lymphocytaires, il a été noté pour
cettc méme période, que les lymphocytes T de la rate présentaient des niveaux d apoptose
équivalents ou inférieurs au groupe témoin. Un jour suivant la briilure, les cellules T CD4™ naives
et effectrices étaient moins susceptibles au processus d’apoptose, observé par une diminution des
cellules en phase sub-GO aprés I'incorporation de JAAD. Les mémes faits ont été observés pour les
cellules T CD8" naives et effectrices au niveau dc la rate. Alors qu’on notait 1 jour suivant le
traumatisme, une réduction significative du nombre des cellules dans la rate, il semblerait que tout
soit mis en branle pour compenser cette perte et pour générer une réponse immunitaire minimale.
Cette diminution de I"apoptose pourrait s expliquer par une diminution de I’expression de Fas-L ou

une surexpression du géne anti-apoptotique Bcl-2 (Vaux et al., 1988; Rathmell et Thompson, 1999)

Au 10° jour suivant une brilure, il a été démontré que I’induction de I’apoptose au niveau des
cellules T de la rate était 4 la hausse. Cette induction d’apoptose a d’abord été observée par une
augmentation de la fragmentation internucléosomale en comparaison avec le groupe témoin. Par la

suite, 'analyse du cycle cellulaire des cellules de la rate a permis de démontrer que les cellules T
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CD4" étaient fortement induites en apoptose. Les cellules T CD4" naives exprimaient au 10° jour
suivant le traumatisme, des niveaux d’apoptose 3 fois supérieurs a ceux observés chez le groupe
témoin. Malgré une activation des cellules T CD4™ naives, ces derniéres sont fortement induites en
apoptose, d’ou I’absence de génération d'une réponse immunitaire adéquate. Cependant. a cette
méme période post-trauma, les niveaux d’apoptose des cellules T CD4" effectrices étaient
équivalents entre les deux groupes étudiés. Des études antérieures ont démontré que les cellules
effectrices, en comparaison avec les cellules T naives, étaient plus résistantes a I’induction de mort
cellulaire induite par activation (AICD) initée par I’engagement du récepteur Fas (Dutton, Bradley
et Swain, 1998). Cette résistance est probablement due a désensibilisation des cellules effectrices a
entrer en apoptose via I’acitvation du récepteur Fas. Ainsi, les cellules T CD4" effectrices activées
dans la rate permettraient de maintenir une réponse immunitaire basale, afin de générer une certaine
protection a I'organisme. Au cours de cette étude, il a également été observé que les cellules T
CD8" naives et effectrices présentaient des niveaux d’apoptose inférieur ou équivalents en
comparaison avec le groupe témoin, 10 jours suivant la brillure. Ainsi, les cellules T CD8" ne sont
pas affectées négativement via la processus de I’apoptose, permettant ainsi une certaine activité

cvtotoxique suite au traumatisme.

L’incapacité des cellules T & étre stimulées pour une future expansion clonale, pourrait également
expliquer I’appairition d’un état d’immunosuppression au 10° jour suivant une briilure sévere.
Comme il a ¢ét¢ mentionné précédemment. I’augmentation du nombre de macrophages au 10° jour
suivant Ic traumatisme, était & I’origine de cette hausse de la cellularité. Une étude récente a
¢galement observé une augmentation des cellules hématopoiétiques a se différencier en
monocytes/macrophages, haussant ainsi 1’accessibilit¢ de ces cellules a induire une réponse
immunitaire adaptative (Wallner et a/., 1984). Etant donné qu’une fois les macrophages stimulés.
ces derniers vont entrer dans la rate dans le but de présenter I'antigéne aux lymphocytes, nous avons
voulu mesurer la capacité des macrophages a stimuler les cellules T suite a4 une brilure. En
analysant la capacité de prolifération des lymphocytes, il a été observé que les cellules T du groupe
témoin proliféraient adéquatement en présence des macrophages du groupe témoin. De plus. en
présence d'IL-2 recombinant (IL-2r), la capacité de prolifération des cellules T était augmentée, un
phénoméne semblable a celui observé in vivo. Cependant, il a été noté que les lymphocytes T
provenant du groupe-brillé proliféraient moins en présence des macrophages du groupe témoin,
méme apres 1'ajout d’IL-2r. Ces derniers résultats ont permis de conclure qu’au 10° jour suivant la
briilure, plusieurs cellules T de la rate étaient dans un état d’anergie dépendamment de la présence

des macrophages. Cette induction d’anergie chez les lymphocytes T peut étre d’origine
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multifactorielle; telle qu’une baisse de I’expression du récepteur IL-2R ou une augmentation des
cytokines Th2 (De ct al., 2000; Pelligrini ct al., 2000). Au cours de cette étude, il a également été
démontré que les macrophages du groupe brilé avaient une capacité moindre a activer les
lvmphocytes T du groupe-témoin, observé par une diminution de la prolifération lymphocytaire.
Ainsi, la briilure sévére altere non seulement les cellules T mais également les fonctions effectrices
des macrophages. La production aberrante de médiateurs immunosuppresseurs, tels que les PGE,,
pourrait causer ces perturbations au niveau des fonctions des macrophages (Grbic et al., 1991).
Ces derniéres analyses ont donc permis de montrer qu’au 10e jour suivant une brilure sévére, une

partie des cellules T étaient dans un état d’anergie.

En concluston, les travaux effectués dans le cadre de ce projet de recherche ont clairement démontré
qu'une briilure sévere altérait 1'homéostasie des cellules T. C’est la premiére étude qui a prouvé
que I’état d'immunosuppression, observé au 10° jour, était en partic la résultante d’une forte
induction de mort ccllulaire induite par activation (AICD) chez les cellules CD4" naives. Cette
activation de I"apoptose a donc eu pour conséquence de changer I’homéostasie des cellules T. suite
au traumatisme. Malgré un nivcau d’activation élevé. les cellules T CD4" naives sont incapables
d’initier une réponsc immunitaire appropriée, due a leur forte susceptibilité d’entrer en apoptose.
Méme si les autres sous-populations lymphocytaires sont moins susceptibles au processus de mort
cellulaire, ces travaux ont également démontré qu’une partie de I’ensemble des lymphocytes T était
dans un ¢tat d'ancrgie. Outre les cellules T. les fonctions effectrices des macrophages sont aussi
altérées. diminuant ainsi la capacité du systéme immunitaire 4 générer une réponse immunitaire
adéquate, d’ou I’apparition de septicémies chez les patients gravement briilés. Plusieurs travaux
devront étre effectués afin de caractériser et de définir les mécanismes responsables des
perturbations observées au niveau des lymphocytes T, suivant une brilure. Cette étude a long terme
sera profitable pour la recherche clinique, puisqu’elle permettra d’orienter le traitement des grands

briilés afin d’augmenter leurs chances de survie face aux infections opportunistes.
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