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Modulation de la réponse cellulaire dans le sepsis
Cell response modulation in sepsis
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Introduction : la tolérance aux endotoxines (Te) est un phénomène 
connu de longue date qui consiste en une modification de la réponse 
immunitaire au cours d’une seconde stimulation par le lipopoly-
saccharide (lPS). la Te se traduit essentiellement par une altération 
de la production de cytokines proinflammatoires. elle est considérée 
comme étant au moins partiellement responsable de l’altération de la 
résistance aux processus infectieux chez les patients hospitalisés [1]. 
notre objectif était de confirmer la résistance des macrophages alvéo-
laires (Ma) à la Te [2] et mettre en évidence et préciser le rôle du 
microenvironnement pulmonaire dans cette spécificité. nous avons 
utilisés un modèle de Te ex vivo consistant en une injection IV de 
lPS suivie 24 h après d’une stimulation par le même lPS in vitro des 
macrophages péritonéaux, Ma et monocytes. Une inhibition in vivo 
des cytokines d’intérêt, l’usage de souris déficientes pour différentes 
lignées leucocytaires et le transfert adoptif de lymphocytes B ont été 
réalisés dans ce modèle de Te pour préciser l’origine de l’interféron- 
gamma (InF-gamma).

Matériels et méthodes : nous avons utilisés un modèle de Te ex vivo 
consistant en une injection IV de lPS suivie 24 h après d’une stimu-
lation par le même lPS in vitro des macrophages péritonéaux, Ma et 
monocytes. Une inhibition in vivo des cytokines d’intérêt, l’usage de 
souris déficientes pour différentes lignées leucocytaires et le transfert 
adoptif de lymphocytes B ont été réalisés dans ce modèle de Te pour 
préciser l’origine de l’interféron-gamma (InF-gamma).

Résultats : le granulocyte-macrophage colony‑stimulating factor 
(GM-CSF) et InF-gamma sont connus pour prévenir la Te. leur 
inhibition in vivo à l’homéostasie est associée à l’apparition d’une 
possibilité de Te des Ma. Dans le modèle ex vivo, l’usage de souris 
déficientes (rag2‑/‑, rag2/γc ‑/‑, cd3ε ‑/‑, μ‑/‑, il‑15 ‑/‑, Jα18 ‑/‑) a 
permis de mettre en évidence l’implication des lymphocytes B (lB) 
dans la prévention de la Te des Ma. le transfert adoptif de lB dans 
les souris déficientes en lB est associé à une disparition de la Te 
des Ma et à une augmentation de l’expression d’InF-gamma dans le 
parenchyme pulmonaire.

Conclusion : les Ma sont résistants à la Te dans ce modèle  
ex vivo. Cette particularité est secondaire à la présence de GM-CSF 
et d’InFg. la présence de lB est indispensable à la préven tion  
de la Te et est sous tendue par l’expression d’InF-gamma qui leur 
est associée.
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Introduction : les microparticules (MPs) sont émises par les cellules 
activées et/ou apoptotiques et constituent des messagers intercellulaires 
systémiques pro-inflammatoires, prothrombotiques et proapoptotiques. 
nous avons développé un modèle de communication intercellulaire 
in vitro médié par les MPs pour analyser leur rôle fonctionnel dans 
différentes conditions expérimentales mimant le sepsis.

Matériels et méthodes : Des cellules monocytaires humaines immor-
talisées (THP-1) sont cultivées à la concentration de 7,5 105 cellules/ml  
en milieu RPMI supplémenté en sérum de veau fœtal [10 % v/v] 
pendant 18 heures, avec ou sans activation par de l’endotoxine (lPS 
d’e. coli O127 : B7). l’apoptose induite est mesurée par le taux 
d’aDn hypodiploïde (cytométrie en flux) et les MPs sont quantifiées 
dans le surnageant après double centrifugation de 45 min à 13 000 g et  
remise en suspension en solution saline par capture sur annexine V  
et mesure de l’activité prothrombinase exprimée en équivalent nM de 
phosphatidylsérine (nM PS) par rapport à une courbe de calibration 
interne à l’aide de vésicules synthétiques. les MPs ainsi générées sont 
isolées stérilement et remises en contact (4 heures) avec différentes 
lignées cellulaires : THP-1, mais aussi CeM (lymphocytes T CD4+) 
et HeK-hTlR4™ et HeK-null2™ (transfectées avec un gène rappor-
teur (SEAP, phosphatase alcaline) dépendant de NF‑κB (Invivogen). 
les résultats représentent les moyennes de six expériences et l’analyse 
statistique repose sur un test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

Résultats : les MPs ainsi générées ne sont pas capables d’induire une 
apoptose sur les cellules cibles en l’absence de lPS, excluant une action 
directe de type lPS. Sur les THP-1, les MPs (5 nM PS) induisent une 
amplification de la réponse au lPS en terme d’apoptose (4,33 ± 0,87 vs 
0,98 ± 0,09 % aDn, p < 0,05) ; cet effet est partiellement indépendant 
de l’Il-1b. les cellules CeM, dépourvues de CD14, ne répondent pas 
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au lPS. après cross-talk (MPs 20 nM PS), on visualise un marquage 
CD14+ sur les CeM (cytométrie en flux et microscopie à fluores-
cence). l’ajout de lPS permet d’induire une apoptose lymphocytaire 
(0,86 ± 0,11 vs 0,34 ± 0,02 % aDn, p < 0,05). Pour vérifier la spécificité 
de la voie de signalisation, nous avons utilisé des cellules transfectées 
de type HeK-Blue™. les cellules HeK-hTlR4™ répondent au lPS 
de manière dose dépendante alors que les HeK-null2™ sont insensi-
bles au lPS. après cross-talk (100 nM PS) et stimulation par le lPS, 
nous observons une activité NF‑κB (0,16 ± 0,04 vs 0,09 ± 0,02 aU,  
p < 0,05).

Discussion : Si la présence de MPs est établie au cours du sepsis, 
leurs rôles biologiques restent à déterminer. Il a ainsi été caractérisé 
la dissémination d’un potentiel procoagulant impliqué dans la CIVD 
(méningococcémie), et des expériences chez le rat retrouvent un effet 
vasodilatateur et hypotenseur. nous mettons ici en évidence un rôle 
pro-apoptotique ayant des effets « balancés » à la fois pro- et anti- 
inflammatoires selon la cible cellulaire.

Conclusion : les monocytes (THP-1) stimulés par du lPS émet-
tent des MPs porteuses de CD14 (mpCD14) capables de transférer 
le complexe CD14/MD-2/TlR4 à des cellules cibles. les MP-CD14 
amplifient la réponse au lPS au niveau des monocytes et permettent 
l’acquisition d’un phénotype répondeur au niveau de cellules cibles 
dépourvues de CD14 (CeM et HeK-null2™). ainsi, les MPs issues 
de monocytes sont capables de recruter des cellules cibles au cours 
du sepsis, participant à la fois au SIRS (réponse pro-inflammatoire 
des monocytes) mais aussi au CaRS (réponse anti-inflammatoire par 
apoptose lymphocytaire T CD4+ et immunodépression secondaire).
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Introduction : TlT-1 appartient à la famille des Triggering receptor 
expressed on Myeloid cells, tout comme TReM-1. TlT-1 est exprimé 
exclusivement sur les mégacaryocytes et plaquettes activées et joue 
un rôle important au cours de l’hémostase en favorisant l’agrégation 
plaquettaire. nous avions rapporté lors du congrès précédent qu’un 
peptide dérivé de sa portion extracellulaire (lR17) possédait un effet 
anti-inflammatoire au cours du sepsis expérimental chez la souris et 
protégeait les animaux du décès. le présent travail décrit le mécanisme 
d’action de lR17 et confirme le rôle important de TlT-1 au cours du 
sepsis grâce à un modèle de souris TlT-1-/-.

Matériels et méthodes : nous avons stimulé des neutrophiles humains 
avec du LPS et un agoniste spécifique de TREM‑1 (αTREM‑1), avec 
ou sans lR17 vs un peptide contrôle lR17-scrambled. afin de valider 
l’hypothèse d’une interaction entre TlT-1/lR17 et le ligand naturel  
de TReM-1 (TReM-1l), une technique de résonance plasmonique de 
surface était utilisée. L’effet de LR17 sur la translocation de NF‑κB 
induite par lPS était étudié de manière dynamique par la technologie 
aMnIS. afin de valider le rôle important de TlT-1 au cours du sepsis, 
une péritonite (ClP) a été induite chez des souris TlT-1-/-, traitées 

ou non par lR17. la réponse inflammatoire locale, systémique et 
organique était analysée (elisa, qPCR), la clairance microbienne, les 
dommages tissulaires et finalement la survie étaient également étudiés.

Résultats : les souris TlT-1 ko était extrêmement sensibles au sepsis 
induit par péritonite : elles présentaient un état hyper-inflammatoire, 
des dommages histologiques notamment pulmonaires importants, et 
finalement décédaient rapidement en comparaison aux souris WT. 
l’effet salutaire de l’administration de lR17 était retrouvé chez 
ces souris TlT-1-/- confirmant le rôle important de TlT-1 au cours 
du sepsis. nous avons montré par technique de SPR sur les surna-
geants de neutrophiles activés que lR17 se liait spécifiquement et de 
manière compétitive avec une forme chimérique de la forme soluble 
de TReM-1 au TReM-1l. Par technique aMnIS, la translocation de 
NF‑κB en présence de LPS était suivie de manière dynamique : la 
co-incubation de lR17 réduisait cette activation d’environ 50 % tant 
au niveau des neutrophiles que des monocytes.

Conclusion : le rôle de TlT-1 au cours du sepsis chez la souris est 
définitivement établi ici. l’effet de TlT-1 passe au moins en partie 
par une compétition avec TReM-1 pour TReM-1l. l’utilisation de 
peptides mimant TlT-1 constitue une voie thérapeutique prometteuse.
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Introduction : Certaines sous-populations lymphocytaires T dites inva-
riantes ou innées (MAIT, NKT, γδ) expriment des récepteurs d’antigènes 
de diversité limitée. Ces cellules représentent 1 à 10 % des lympho-
cytes T et sont douées de fonctions effectrices immédiates comparables 
aux cellules de l’immunité innée. Parmi elles, les lymphocytes MaIT 
présentent une réactivité bactérienne particulière, à l’exclusion notable 
des streptocoques, et sont nécessaires pour la clairance bactérienne 
de souris infectées. Cependant, leur rôle dans la physiopathologie du 
sepsis chez l’homme est inconnu. le but de cette étude était d’étudier 
la cinétique de ces sous populations lymphocytaires innées chez des 
patients septiques, et de rechercher une relation avec la sévérité et des 
évènements cliniques (décès, infection nosocomiale).

Patients et méthodes : Tous les adultes hospitalisés en réanimation 
pour une infection grave d’origine bactérienne présumée étaient éligi-
bles (sepsis sévère ou choc septique). les critères d’exclusion étaient 
la présence d’une immunodépression, une infection récente (< 30 j) 
et la grossesse. D’autre part, les patients présentant un choc d’origine 
non infectieuse ou une infection virale grave ont été inclus en tant 
que contrôles. les patients étaient prélevés à j1, j3 et j7. la numéra-
tion des sous-populations lymphocytaires reposait sur une technique 
de cytométrie en flux. les MaIT étaient définis comme des cellules 
CD3+/TCRγδ-/CD4-/CD161hi exprimant la chaîne invariante Vα7.2 du 
TCR, les nKT comme des cellules CD3+/TCRγδ-/CD161hi exprimant 
la chaîne invariante Vα24 du TCR et les lymphocytes γδ comme des 
cellules CD3+/TCRγδ+. les résultats étaient exprimés soit en valeur 
absolue, soit en pourcentage des lymphocytes T totaux CD3+.
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Résultats : Quatre-vingt-treize patients ont été inclus (48 chocs septi-
ques, 20 sepsis sévères, 20 chocs non infectieux dont 14 cardiogéniques 
et cinq infections virales). l’âge médian était de 62 ans et le SaPS 2 
médian de 53. la mortalité globale en réanimation était de 20 % (21 % 
pour les patients avec choc septiques, 35 % avec un choc non-infectieux).  
les infections bactériennes étaient en majorité des pneumonies 
(37/68). Par rapport aux patients septiques, les patients présentant  
un choc non infectieux étaient significativement plus âgés, avaient un 
SaPS 2 et une numération lymphocytaire plus élevés. alors que les 
NKT et les lymphocytes γδ étaient en quantité normale chez les patients 
septiques et comparable aux patients contrôles, la concentration des 
MaIT (n 10–50/mm3) était significativement diminuée par rapport à 
la normale et par rapport aux contrôles (0,9 et 1/mm3 pour les patients  
avec choc septiques et sepsis sévère vs. 4,4 et 8/mm3 pour les patients avec  
choc non infectieux ou infection virale). la déplétion en MaIT n’était 
pas corrélée à la sévérité évaluée par les scores SOFa et SaPS 2 ni à la 
mortalité. De manière intéressante, la déplétion des MaIT était moins 
marquée chez les patients infectés par un streptocoque en comparaison 
avec les autres infections (p = 0,05). enfin, la cinétique des MaIT était 
différente selon la survenue d’une infection nosocomiale lors du séjour 
en réanimation. la proportion de MaIT des patients en choc septique 
s’élevait à j7 en l’absence d’infection nosocomiale alors qu’elle dimi-
nuait chez les patients qui en développaient une.

Discussion : la diminution des MaIT dans les infections bacté-
riennes sévères suggère une implication de ces cellules dans la réponse 
septique. leur diminution peut correspondre soit à une migration dans 
les tissus infectés soit à une apoptose cellulaire. Ces hypothèses sont 
en cours d’étude.

Conclusion : Il existe une diminution profonde des lymphocytes MaIT 
circulants au cours du sepsis bactérien grave. Cette baisse est d’autant 
plus marquée lorsque la bactérie causale exerce une activité stimulante 
sur les MaIT in vitro. la cinétique d’évolution des cellules MaIT entre 
j1 et j7 pourrait être associée au risque d’infection nosocomiale.
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Introduction : les mécanismes par lesquels les émulsions lipidiques 
de nutrition parentérale (el) agissent sur la réaction inflammatoire et 
l’immunité sont partiellement connus. en revanche leur impact sur la 
production de microparticules (MPs) est peu étudié. Pourtant, les MPs 
participent à la réponse inflammatoire, la thrombose et favorisent le 

syndrome de défaillance multiviscérale au cours du choc septique [1]. 
les MPs sont émises par les cellules en réponse à divers stimuli et 
leur composition lipidique dépend de celle des membranes dont elles 
dérivent, elles même influencée par la nature des lipides nutritionnels. 
nous formulons l’hypothèse que l’un des modes d’action des el sur 
l’inflammation et l’immunité pourrait passer par une modification 
qualitative et/ou quantitative des MPs émises.

Matériels et méthodes : Des cellules monocytaires humaines immorta-
lisées (THP-1) sont cultivées à la concentration de 7,5 × 105 cellules/ml  
en milieu RPMI supplémenté en sérum de veau fœtal [10 % v/v] 
pendant 18 heures, avec ou sans activation par de l’endotoxine (lPS 
d’e. coli O127 : B7), en présence de différentes el : TCl de soja, 
mélange 50/50 TCl/TCM, ou mélange soja/olive 80/20 à la concen-
tration lipidique finale de 0,5 g/l. l’apoptose induite est mesurée par 
le taux d’aDn hypodiploïde (cytométrie en flux) et les MPs sont 
quantifiées dans le surnageant après double centrifugation de 45 min 
à 13 000 g et remise en suspension en solution saline par capture sur 
annexine V et mesure de l’activité prothrombinase exprimée en équi-
valent nM de phosphatidylsérine (nM PS) par rapport à une courbe 
de calibration interne à l’aide de vésicules synthétiques. les résultats 
représentent les moyennes de trois expériences et l’analyse statistique 
repose sur un test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

Résultats : en présence de lPS, l’apoptose des monocytes et la 
production de MPs sont augmentées respectivement 1,79 ± 0,47 
vs 0,46 ± 0,17 % aDn hypodiploïde (p < 0,05) et 1,0 ± 0,1 vs 
0,7 ± 0,1 nM PS (p < 0,05). Comparativement au contrôle, les TCM 
potentialisent significativement l’apoptose et la production de MPs 
basales (1,80 ± 0,72 % aDn et 1,4 ± 0,1 nM PS, p < 0,05) et induites 
par le lPS (10,47 ± 2,59 % aDn et 7,9 ± 0,8 nM PS, p < 0,01 et 
p < 0,05) respectivement. À l’opposé, l’el soja/olive diminue de 
manière significative la vésiculation tant basale (0,27 ± 0,12 nM PS, 
p < 0,05) qu’induite par le lPS (0,07 ± 0,06 nM PS, p < 0,05) alors 
qu’elle est sans effet sur l’apoptose.

Conclusion : la composition lipidique des émulsions de nutrition 
parentérale influence l’apoptose monocytaire et la production de MPs 
dans un modèle pro-inflammatoire bactérien in vitro. Ce phénomène 
pourrait intervenir dans la modulation de l’immunité et de l’inflamma-
tion par les el. les mécanismes sous-jacents et l’implication clinique 
restent à déterminer.
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Introduction : la dysfonction endothéliale joue un rôle majeur dans 
la pathogénèse du choc septique, participant notamment à l’amplifica-
tion de la réponse inflammatoire et procoagulante. la majoration du 
stress oxydant et la génération de microparticules procoagulantes sont  
des acteurs importants dans ces anomalies. longtemps considérée pour 
ses propriétés d’expansion volémique, l’albumine humaine possède 
aussi un pouvoir antioxydant et modulateur de l’inflammation, qui 
pourrait améliorer le pronostic des patients en choc septique. Faisant 
suite à une étude préliminaire dans laquelle notre équipe a montré  
un effet protecteur de l’albumine sur la fonction endothéliale dans un 
modèle de choc endotoxinique chez la souris, nous avons évalué ses 
effets, à deux concentrations, sur des cellules endothéliales stimulées 
par une association de LPS et TNF‑α.

Matériels et méthodes : Des cellules endothéliales humaines 
(HUVeC, human umbilical vein endothelial cells) en culture ont 
été étudiées après stimulation par LPS et TNF‑α et traitement ou 
non par albumine [4 mg/ml] ou [20 mg/ml] pendant 24 heures. la 
viabilité cellulaire a été évaluée grâce à un test au rouge neutre et 
un test d’exclusion au bleu Trypan et l’apoptose, en cytométrie en 
flux. l’activité antioxydante de l’albumine a été appréciée par son 
effet sur la production d’anion superoxyde, de monoxyde d’azote et 
de péroxynitrite, évalué en histochimie et résonance paramagnétique  
électronique ; la production de glutathion cellulaire a également été 
mesurée grâce à un kit de dosage immunologique. enfin, la généra-
tion de micro particules procoagulantes a été quantifiée par capture sur 
plaque et dosage prothrombinase. la comparaison des résultats a été 
réalisée par des tests non paramétriques. les résultats sont présentés 

sous forme de médiane, avec les interquartiles. Une valeur de p < 0,05 
est considérée comme statistiquement significative.

Résultats : l’albumine (4 mg/ml) augmente le nombre de cellules 
vivantes après stimulation (HUVEC stimulées par LPS/TNF‑α : 9 [9 ; 
10] versus HUVEC stimulées par LPS/TNF‑α et traitées par albumine 
[4 mg/ml] : (15 [14 ; 16], p < 0,05), tandis que l’albumine [20 mg/ml]  
n’a pas d’effet (11 [9 ; 12]). l’albumine [4 mg/ml] a également 
un effet antiprolifératif, diminue significativement l’apoptose et 
augmente significativement les concentrations de glutathion cellu-
laire (HUVEC‑LPS/TNF‑α : 5,1 nM/µg protéine [1,6 ; 11,2] versus 
HUVEC‑LPS/TNFα‑albumine [4 mg/ml] : 12,2 [3,2 ; 23,0], p < 0,05) 
et diminue significativement la nitrotyrosination et la production 
cellulaire d’O2

•‑ (HUVEC‑LPS/TNF‑α : 95,3 [12,6 ; 101,0] versus 
HUVEC‑LPS/TNFα‑albumine [4 mg/ml] : 35,3 [29,0 ; 39,0], p < 0,05). 
enfin, l’albumine [4 mg/ml] inhibe la génération de microparticules 
procoagulantes. Ces résultats ne sont pas retrouvés avec l’albumine à 
forte concentration [20 mg/ml].

Conclusion : l’albumine humaine, à dose usuelle, améliore la viabi-
lité cellulaire endothéliale, a un effet antiprolifératif, diminue l’apop-
tose, a des effets protecteurs antioxydants et inhibe la génération de 
microparticules procoagulantes.
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